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Abréviations

16 :0 : acide palmitique
18 :0 : acide stéarique
18 :1 : acide oléique
18 :2 : acide linoléique
18 :3 : acide alpha linolénique
20 :1 : acide eicosenoique

A : antérieur
A, C, G, T : adénine, cytosine, guanidine, thymidine
DCN : domaine cytoplasmique nucléaire
AAO : abscissique aldéhyde oxydase
ABA : acide abscissique
ABA-GE : ABA glucose ester
AB-aldéhyde : abscissique aldéhyde oxydase
ABRC : "ABA response complex"
ABRE : "ABA response element"
Ac : "Activator"
ADN : acide désoxyriblnucléique
ADNc : acide désoxyriblnucléique complémentaire
ADN-T : acide désoxyriblnucléique transféré
ARN : acide ribonucléique
ARNm : acide ribonucléique messager
ATP : adénosine tri-phophate
BCIP : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
BET : bromure d'éthidium
BRs : brassinostéroïdes
BSA : "bovine serum albumine"
bZIP : basic leucine-zipper
CaMV : "cauliflower mosaic virus"
CCD : "carotenoid cleavage dioxygenase"
CCS : capsanthine capsorubine synthase
CTAB : cétyltriméthylammonium

CTRL-b : β-carotène hydroxylase
CoA : coenzyme A
Col-0 : columbia-0
Cyt P450 : cytochrome P450
Da, kDa : dalton, kilodalton



DEPC : diéthyl-pyrocarbonate
DIG : digoxygénine
DO : Densité Optique
DNAse : désoxyribonucléase
dNTP : déoxynucléotides triphosphates
dSpm : "defective Supressor mutator"
E, µE : einstein, microeninstein
EDTA : éthylène diamine triacétique
Em : "early methionated labelled"
Est : "expressed sequence tag"
FAD : flavine adénine dinucléotide
FPP : farnésyl pyro-phosphate
FST : "flanking sequence tag"
g : gravité
g, mg, µg : gramme, milligramme, microgramme
GAs : gibbérellines
GFP :" green fluorescent protein"
GGPP : géranylgéranylpyrophosphate
GGPS : GGPP synthase
GRAS : GAI, RGA, SCARECROW

GUS : β-glucuronidase
h, min, s : heure, minute, seconde
HPLC : "high pressure liquid chromatography"
Hsp : "heat shock protein"
IDI : IPP isomérase
IPP : isopentényl pyrophosphate
JAF : jour après floraison
L, mL, µL : litre, millilitre, microlitre
LB : Luria Bertani
LB : "left border"

LCY-b : lycopène β-cyclase
LEA : "late embryogenesis abundant"
LHCII : "light harvesting complex II"
LSD : lignostilbène dioxygénase
M, mM, µM : molaire, millimolaire, micromolaire
MoCo : cofacteur à molybdène
MOPS : acide 3-(N-morpholino)propane sulfonique
(n), (2n), (3n) : haploïde, diploïde, triploïde

NAD : β-nicotinamide adénine dinucléotide



NADP : β-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NBT : "nitroblue tetrazolium chloride"
NCED : "9-cis-epoxycaroténoid dioxygenase"
NO : nitric oxide
NPQ : " non-photochemical quenching"
NSY : néoxanthine synthase
O-Glc NAc : "O_linked N-Acétylglucosamine"
OGT : "O-Glc Nac trasferase"
P : postérieur
PA, DPA, néoPA : "phaseic acid, dihydrophaseic acid, neophaseic acid"
pb, kb, Mb : paire de base, kilo base, mégabase
PBS : "phosphate-buffered saline
PCR, RT-PCR : "polymerase chain reaction, reverse transcriptase-PCR"
PDS : phytoène désaturase
PP2A/PP2C : protéine phosphatase de type 2A/2C
PSII : photosystème II
PSY : phytoène synthase
pH : potentiel hydrogène
R : base purique
RB : "Right border"
RNase : riblonucléase
RWC : "relative water content"
SDR : "short chain dehydrogenase reductase"
SSP : "seed storage protein"
TAE : tris acétate EDTA
TAG : triacylglycérol
TPR : tetratricopeptide
UDPG : uridine di-phosphate glucose
UV : ultra violet
V : Volt
VDE : violaxanthine de-époxydase
Ws : Wassilewskija
WT : "wild type"
Y : base pyrimidique
ZEP : zéaxanthine époxydase
8'-OH ABA : 8'-hydroxy ABA
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Figure 1.1 : Anatomie d’une graine d’Arabidopsis au stade coeur. c, chalaze; CAC, cyste d’albumen
chalazal ; TPC, tissus prolifératifs de la chalaze ; VC, vacuole centrale ; EM, embryon ; F, funicule ; ti,
tégument interne ; M, micropyle ; Nu, nucelle ; te, tégument externe ; PC, placenta chalazal ; AP,
albumen périphérique ; CP, couche pigmentaire ; S, suspenseur ; VV, vaisseaux vasculaires.
L’endothélium correspond à la couche ti1.

D’après Debeaujon et al., 2003
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1. Introduction

1.1. Avant propos

L’acide abscissique (ABA) est  l’une des cinq grandes hormones du monde végétal, avec les
gibbérellines (GAs), les cytokinines, l'éthylène et l’auxine. Il participe à un certain nombre de
processus physiologiques au cours de la vie de la plante. Notamment, l’ABA est impliqué
dans l’adaptation des plantes à divers stress, comme la déshydratation, la salinité, le froid ou
la blessure. En particulier, il serait responsable de la fermeture des stomates lors d’un stress
hydrique, qui évite une trop grande perte d’eau par évapotranspiration.
Il contribue également à la régulation du développement de la graine, après l'embryogenèse.
Il joue ainsi un rôle de premier ordre dans le contrôle de la maturation de la graine, la mise
en place de la dormance et son maintien, ainsi que dans les processus menant à la
germination.
En agriculture, l'utilisation de la graine en tant que semence est cruciale. Par ailleurs, les
graines elles-mêmes, notamment chez les céréales, constituent une source majeure de
nourriture, dont l’importance tient à leur contenu en protéines, amidon et lipides accumulés
au cours du développement et de la maturation. L’importance biologique et économique des
graines est donc évidente, d’où la nécessité de connaître et de pouvoir contrôler leur
développement ainsi que leur germination.
La régulation de la biosynthèse de l’ABA, ainsi que son mode d'action dans les graines
restent encore mal connus.

1.2. Les graines : de la fécondation à la germination 

1.2.1. Généralités

Les graines assurent la pérennité de l’espèce chez les plantes supérieures dans la mesure
où elles en représentent l’unité de dispersion.  Elles procurent à l’embryon un environnement
favorable à son développement et participent à sa protection en attendant la germination. La
vigueur de la jeune plantule est en grande partie déterminée par les caractéristiques
physiologiques et biochimiques de la graine. Les réserves contenues dans la graine et sa
capacité de répondre à l’environnement extérieur sont des facteurs clef pour les processus
post-germinatifs.
Après la fécondation, les zygotes subissent des divisions cellulaires organisées menant à la
croissance et à la différenciation de l’albumen et de l’embryon. Sur la plante mère, les
graines accumulent des réserves nutritives après l’arrêt de leur croissance et de leur
développement, et enfin subissent une forte dessiccation. Afin de survivre une longue
période en terre, avant que les conditions environnementales ne permettent la germination,
certaines graines développent en plus un état de quiescence appelé dormance. La
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dormance pourra par exemple permettre la germination à la saison ou dans un
environnement adéquats à la survie de la plantule. Finalement, la reprise de l’activité
métabolique conduit à la germination de la graine, pour donner une plantule. Tous ces
mécanismes nécessitent des régulations fines à la fois spatiales et temporelles pour assurer
le bon déroulement des étapes menant l’ovule fécondé à la graine mature. Les cinq
hormones majeures jouent des rôles très importants dans ces différentes séquences,
puisque leurs teneurs varient considérablement pendant le développement des graines
(Rock and Quatrano, 1995).
Comme mon projet de thèse a porté sur la régulation de la biosynthèse de l’ABA dans la
graine d’Arabidopsis thaliana, cette introduction apportera principalement des informations
sur les processus physiologiques et moléculaires mis en place au cours du développement,
de la dormance et de la germination de la graine d’Arabidopsis.

1.2.2. Arabidopsis thaliana, plante modèle

Arabidopsis thaliana appartient à la famille des Brassicacées, tout comme le colza. Elle s’est
imposée comme plante modèle en génétique végétale pour plusieurs raisons. Son temps de
génération est relativement court (2 à 3 mois de la graine à la graine) ; chaque plante produit
un grand nombre de descendants (environ 10 000 graines par plante) ; sa transformation via
Agrobacterium tumefaciens est aisée (Clough and Bent, 1998). Son génome est petit, 120
Mb répartis sur 5 chromosomes ; il présente une faible proportion de séquences non-
codantes ; il est entièrement séquencé depuis 2000, et ordonné dans des banques de
données (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) ; de nombreuses cartes physiques et
génétiques des 5 chromosomes ont été établies. De plus, un certain nombre d’outils ont été
mis en place, comme la construction de plusieurs collections de mutants d’insertion couvrant
la quasi totalité du génome d’Arabidopsis, ainsi que la mise à disposition d’informations telles
que le séquençage d’ESTs, les banques d’ADNc, les microarrays, ainsi que divers outils
d’analyse de séquences nucléotidiques et protéiques.

1.2.3. Développement de la graine d’Arabidopsis

La graine est formée de tissus d’origines différentes : les structures entourant l’embryon, les
téguments, sont d’origine maternelle et dérivent de l’ovule. L’embryon ainsi que l’albumen,
son tissu nourricier, sont les produits de la fécondation. Une représentation schématique de
la graine en développement est donnée en figure 1.1.

1.2.3.1. Double fécondation

Chez les plantes, c’est un processus particulier appelé double fécondation, qui donne
naissance à deux zygotes à l'origine de la graine (figure 1.2).
Les gamétophytes sont les organes contenant les cellules reproductrices haploïdes. Le
gamétophyte femelle, ou sac embryonnaire, est contenu dans l’ovule et est issu de la
division de la cellule mère des gamètes (n). Cette mégaspore subit trois divisions mitotiques
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successives sans formation de parois cellulaires. Il en résulte une cellule unique, appelée
sac embryonnaire, contenant huit noyaux haploïdes, parmi lesquels les trois noyaux qui
participeront à la formation des zygotes. L’un, appelé zygote principal, sera diploïde (1m, 1p)
et deviendra l’embryon. Le deuxième, accessoire, sera triploïde (2m, 1p) et donnera
l’albumen. Le tout constitue une structure polarisée avec un pôle postérieur (P) et un pôle
antérieur (A) (figure 1.3). A l’extrémité chalazale (P), se situent 3 noyaux qui s’entourent
chacun d’une membrane plasmique et prennent le nom de cellules antipodales. A l’extrémité
micropylaire (A), trois autres cellules sont créées : les synergides entourant la cellule œuf,
qui donnera le zygote principal. Enfin, la cellule centrale est formée, qui comprend les deux
noyaux situés au centre du sac embryonnaire. Ils fusionneront lors de la fécondation pour
donner le zygote accessoire triploïde. Après la fécondation, l’embryon et l'albumen se
développeront à l’intérieur du sac embryonnaire, lui-même entouré des téguments maternels
protecteurs de l’ovule.
Le grain de pollen ou gamétophyte mâle, est constitué de deux cellules haploïdes, la cellule
génératrice et la cellule végétative, entourées d’une paroi. Par division, la cellule génératrice
donnera deux gamètes (n) (figure 1.2). Au contact du pistil, le grain de pollen germe et le
tube pollinique, issu de la cellule génératrice, s’allonge, emportant les deux gamètes mâles
vers l’ovule. Le micropyle correspond à l’ouverture laissée lorsque les deux téguments de
l’ovule se rencontrent et permet au tube pollinique, guidé par les synergides, d’entrer dans le
sac embryonnaire. Ainsi, il pénétrera dans le gamétophyte femelle et la double fécondation
pourra avoir lieu, donnant naissance à la cellule mère de l’embryon (2n) et à la cellule mère
de l’albumen (3n), qui se développeront à l’intérieur du sac embryonnaire, protégés par les
téguments de l’ovule.

1.2.3.2. Embryogenèse

L’embryogenèse produit un organisme multicellulaire organisé à partir d’une cellule unique.
Pour cela, un développement coordonné permet la mise en place d’un certain nombre de
structures architecturales incontournables, comme un axe apico-basal nécessaire à
l’initiation des organes et une organisation radiale des tissus. La figure 1.4 représente le
développement de l’embryon (Berleth and Chatfield, 2002).

1.2.3.2.1. Polarité apico-basale

L’embryogenèse d’Arabidopsis commence par l’allongement du zygote, suivie d’une division
cellulaire asymétrique, qui produit une cellule basale assez longue et une petite cellule
apicale au cytoplasme dense, métaboliquement active (Berleth and Chatfield, 2002). La
cellule apicale, après 3 mitoses, donnera naissance à une structure sphérique, l’embryon
octant (figure 1.4 A). Celui-ci est organisé puisque sa moitié supérieure donnera la partie
aérienne de la plantule, alors que la moitié inférieure produira l’essentiel de la tige et de la
racine. Au contraire, la cellule basale du zygote se divise horizontalement et conduit à une
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structure filamenteuse, le suspenseur, qui attache l’embryon aux structures maternelles qui
l’entourent. Une partie de l’apex racinaire provient de sa cellule la plus apicale, l’hypophyse.
Au stade dermatogène, une couche cellulaire externe, le protoderme, se différencie déjà des
cellules plus internes et exprime des marqueurs que l'on trouvera par la suite dans
l'épiderme, comme AtML1 (Arabidopsis thaliana MERISTEM LAYER1) (figure 1.4 B). Dès
ce moment, les cellules internes adoptent un plan de division commun, parallèle à l’axe
apico-basal. Ainsi, à ce stade, l’embryon est axé, mais aucune ébauche d’organe ne vient le
polariser. Par la suite, les cellules internes de la moitié inférieure se divisent pour donner des
files cellulaires orientées, alors que celles de la partie supérieure restent isodiamétriques. Au
stade globulaire, la polarité apico-basale de l’embryon est donc complètement acquise
(figure 1.4 C, D).
Par la suite, l’embryon se développe et commence à former ses organes (figure 1.4 E-H).
L’initiation des cotylédons au stade triangulaire provient d’une croissance localisée située à
deux pôles opposés de la région apicale (figure 1.4 E). Lorsque l’embryon est au stade
cœur, les organes majeurs de la plantule ainsi que les différents tissus sont ébauchés :
hypocotyle, cotylédons, radicule, mais également les tissus provasculaires, le protoderme et
le cortex (figure 1.4 F). Passé le stade cœur, le méristème apical caulinaire est mis en
place. Après la forme cœur, il deviendra torpille (figure 1.4 G), puis cotylédons retournés
(figure 1.4 H).

1.2.3.2.2. Autres niveaux d’organisation

Le long de l’axe embryonnaire, se trouvent le méristème apical caulinaire, les cotylédons,
l’hypocotyle, la radicule et le méristème apical racinaire. En plus, l’embryon présente une
organisation cylindrique particulièrement visible dans l’hypocotyle et la radicule. La structure
cylindrique formée au stade dermatogène par les cellules de la motié inférieure (figure 1.4
B), va prendre une organisation radiale au stade cœur (figure 1.4 E, F) : protoderme, tissus
parenchymateux et tissus provasculaires, de l’extérieur vers l’intérieur.
L’embryon acquiert une symétrie bilatérale lors de la formation des cotylédons. Ceux-ci ont
une localisation opposée, qui peut s’expliquer par l’inhibition latérale, par laquelle un
primordium générerait une force inhibitrice empêchant la formation d’un autre organe, ce qui
orientera son apparition vers les positions de plus faible inhibition. Une composante
génétique entre également en compte, qui met en jeu les gènes STM (SHOOT
MERISTEMLESS) et CUC (CUP-SHAPED COTYLEDON) dans la définition des zones où
les cotylédons ne pourront pas se former (Aida et al., 1999). Au contraire, le gène ANT
(AINTEGUMENTA) est exprimé dans la zone en périphérie du méristème apical, au site
d’initiation des primordia (Long and Barton, 1998).

1.2.3.2.3. Rôles de l’auxine dans la mise en place de l’embryon

La croissance de l’embryon est régulée par l’activité de deux méristèmes : les méristèmes
apicaux caulinaire et racinaire. Plusieurs protéines impliquées dans le transport ou la


