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autre laccase LAC 15 spécifiquement exprimée dans les graines, est elle connue pour son role
I'oxydation des flavonoides!. A ce jour aucune relation site d'expression-spécifité substrat n'a encore

été démontré chez les laccases.

L'étude des sites d'expression des laccases localise LAC4 In vivo la capacité d'une autre laccase a polymériser les
dans les fibres interfasciculaires et les vaisseaux tandis monolignols, sera  testée en réalisant des
que LAC17 est présente uniquement dans les fibres?. Cette complémentations de mutants chez lesquels I'absence de
spécificité de site dexpression ainsi que la présence laccase a pour conséquence une diminution de la quantité
d'unités G et S dans les fibres et uniquement S dans les totale de lignines présente dans les tiges.

vaisseaux pose la question d'une spécificité potentielle des La capacité de Lacl5 a restaurer méme partiellement le
enzymes vis-a-vis des monolignols. phénotype lighine sera recherché chez les simples et

doubles mutants /ac4xlacl7.
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La synthese /n vitro de lignine par la méthode des DHP
(DeHydrogenationPolymers) permet de vérifier la
capacité d'une enzyme a polymériser les monolignols.

La mise en présence de laccases purifiées (purification
par Tag) et de substrats (unités S et unités 6)
permettra de réaliser une étude de la disparition des
substrats et d'apparition des produits pour connditre la
spécificité enzyme-substrat.

L'étude des spécificités sera étendue non seulement aux
monolignols mais aussi aux autres substrats connus des
laccases notamment les flavonoides en réalisant des
complémentations du mutant /acl5 (phénotype graines
blanches) par les laccases 4 et 17 pour voir si la couleur
brune des graines peut &tre restaurée.
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CONCLUSION

L'objectif du projet de these est de déterminer d'une part s'il existe une réelle spécificité des laccases pour un type de
monolignols et d'autre part, si elles sont spécifiques d'un type de substrats, monolighols ou flavonoides. La possibilité que
cette spécificité soit le résultat de l'expression spatio-temporelle des génes sera aussi étudiée en exprimant
spécifiquement des génes en lieu et place d'autres génes chez des mutants. In vitro La détermination des parametres
enzymatiques confirmera I'affinité ou non des enzymes pour les substrats.
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