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1l me parait bien loin ’été
Mes feuilles desséchées
Ne font plus la connexion

Mais qu’a-t-il bien pu arriver ?

Emilie Simon, Fleur de Saison
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Chapitre 1

Introduction

Malgré les progres fantastiques des derniéres décennies en matiére d’agronomie, 'actualité ré-
cente a montré qu’il n’était pas encore possible d’assurer une production agricole suffisante pour
alimenter la population mondiale. La crise énergétique risque d’aggraver encore cette situation, en
requérant une production agronomique a but non alimentaire pour fournir des biocarburants. Il est
donc crucial d’arriver a exploiter toutes les surfaces agricoles, y compris celles oul les ressources en
eau sont critiques et qui ne feront qu’augmenter avec le réchauffement climatique planétaire & venir.
Pour pouvoir cultiver des plantes dans un environnement pauvre en eau, il faut d’abord comprendre
en quoi consiste le mécanisme de réponse des plantes a la sécheresse, ce qui permettra de pouvoir
ensuite 'améliorer. Un des meilleurs outils pour disséquer les réseaux de génes controlant la tolé-
rance a la déshydratation est la plante modeéle Arabidopsis thaliana. Les études de génétique directe
et inverse sur cette espéce sont facilitées par la disponibilité de 'intégralité de la séquence de son
génome, de banques de mutants d’insertion et les possibilités de transformation.

Le travail accompli pendant cette thése a pour but d’apporter de nouveaux éléments dans la
liste des génes impliqués dans la signalisation du stress hydrique et ainsi de compléter quelques
parties du schéma de régulation complexe que 'on devine & partir des recherches déja effectuées.
Cette introduction présente un résumé de celles-ci, intégrant en particulier les avancées récentes,
qui permet de mieux comprendre la démarche adoptée pour ce projet et d’en analyser les résultats.
Afin de faciliter un peu I'appréhension de ce sujet déja trés complexe, j’ai choisi de focaliser cette

introduction sur les résultats obtenus sur Arabidopsis thaliana.

1.1 L’acide abscissique

1.1.1 L’acide abscissique : dans les plantes et ailleurs

L’acide abscissique, ou ABA, est un sesquiterpéne (figure 1.1).

Cette hormone végétale a été isolée et identifiée dans les années 1960 en paralléle par deux
groupes différents. L’un d’eux I’a nommée dormine, & cause de son action sur la dormance des
bourgeons du sycamore (CORNFORTH et al., 1965), tandis que l'autre I'appelait abscissine parce
qu’elle participait au mécanisme d’abscission du fruit du coton (Addicott et al., 1968). Ils se sont

finalement mis d’accord pour lui donner le nom d’acide abscissique.
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F1a. 1.1 — Formule semi-développée de I’acide abscissique

Depuis, 'acide abscissique a été identifié dans de nombreuses plantes, ce qui laisse & penser que
c’est une hormone universelle chez les plantes vasculaires et les mousses. Derniérement, une série de
découvertes a montré que ’ABA avait également un role dans le régne animal, ol ses mécanismes
d’action avaient des similitudes avec ceux décrits chez les plantes, ce qui suggére que cette hormone
a pu apparaitre avant méme la séparation entre les métazoaires et les métaphytes (Wasilewska et al.,
2008).

1.1.2 Meétabolisme de I’acide abscissique
1.1.2.1 L’ABA : un produit de clivage des caroténoides

Le précurseur de I’ABA est une molécule & 5 carbones, Iisopentenyl diphosphate (IPP), synthé-
tisée dans le plaste a partir du glycéraldéhyde 3-phosphate et du pyruvate par la voie du méthy-
lerythritol phosphate. Toujours dans le plaste, des additions et isomérisations successives ménent
de I'IPP aux caroténoides, des pigments & 40 carbones (figure 1.2). Le premier d’entre eux est le
phytoéne qui est ensuite désaturé en lycopéne. Deux cyclisations, a chaque extrémité de la molécule
de lycopéne permettent de produire le (-caroténe, qui est hydroxylé en zéaxanthine (Liotenberg
et al., 1999).

Les génes impliqués dans la voie de biosynthése de ’ABA en aval de la zéaxanthine ont été
découverts grace a ’étude de mutants déficients en ABA dans différentes espéces. Ainsi c’est un
mutant de Nicotania plumbaginifolia qui a permis d’identifier le géne ABA2 (ABA1 chez Arabidopsis
thaliana) codant pour l'enzyme (zéaxanthine époxydase ou ZEP) catalysant la conversion de la
zéaxanthine en violaxanthine. La transformation de la violaxanthine en xanthoxine peut se faire
via la trans-néoxanthine ou la 9-cis-violaxanthine, par deux voies distinctes dont les mécanismes
restent encore assez mystérieux. Néanmoins la récente identification du géne ABA/ impliqué dans
la synthése de la trans-néoxanthine & partir de la violaxanthine apporte les premiers éléments d’une
réponse, méme si on ne sait pas encore s’il code bien pour une néoxanthine synthase (NSY) (North
et al., 2007). La 9’-cis-néoxanthine produite a partir de la trans-néoxanthine et la 9-cis-violaxanthine
sont clivées en xanthoxine (15 C) et en un apocarotenal & 25 carbones par une enzyme appelée 9-cis
époxycaroténoide dioxygénase (NCED), pour laquelle plusieurs génes existent.

Les étapes suivantes se déroulent dans le cytoplasme de la cellule, en commencant par la déshy-
drogénation de la xanthoxine en aldéhyde abscissique, catalysée par ABA2 chez Arabidopsis. C’est

I'aldéhyde oxydase AA03 qui permet de convertir ’aldéhyde en acide abscissique (Nambara and
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Marion-Poll, 2005). Un cofacteur & molybdéne est nécessaire a l'activité de cette aldéhyde oxydase.
La derniére étape de synthése de ce cofacteur nécessite 'addition d’un atome de soufre par la sulfu-
rase ABA3. L’abscence de cette sulfuration chez les mutants aba3 entraine une déficience en ABA
(Xiong et al., 2001c).

v
lycopéne
v o
enzyme / géne impliqué
phytoeéne
i MCSU / ABA3
v 9-
B-caroténe -cis- MoCoS
Vlolaxanthme |V 4
L ZEP | ABA] SDR1/ ABA2 ENNQ AT
zéaxanthine ——p trans—violaxanthine NCED/ 2, 3 5 6et9 xanthoxine —p aldéhyde —» ABA
abscissique

NSY / ABA4 trans- —»  9-cis-

\ néoxanthine néoxanthine A /

Plaste Cytoplasme

F1c. 1.2 — Biosynthése de PABA, d’aprés Wasilewska et al. (2008) ; pour les étapes a partir de la
zéaxanthine les enzymes et les génes impliqués chez Arabidopsis thaliana sont indiqués. Les fléches
en pointillé représentent plusieurs étapes. IPP : isopentenyl diphosphate ; ZEP : zéaxanthine époxy-
dase; NSY : néoxanthine synthase ; NCED : 9-cis époxycaroténoide dioxygénase ; SDR : déshydro-
génase a courte chaine; AAO : oxydase d’aldéhyde abscissique; MoCoS : cofacteur & molybdéne;
MCSU : sulfurase de cofacteur & molybdéne.

1.1.2.2 Catabolisme de ’ABA : deux voies d’inactivation

L’ABA peut étre catabolisé par deux processus différents : ’hydroxylation et la conjugaison.

Il existe trois voies d’hydroxylation de 'ABA, qui différent par le groupement méthyl oxydé
(sur les carbones 7, 8 ou 9’). La voie principale est celle de I'hydroxylation en 8 qui conduit
aprés isomérisation a la production des acides phaséique et dihydrophaséique, les deux catabolites
majeurs de ’ABA qui sont biologiquement inactifs. La réaction d’hydroxylation en 8 est catalysée
par une monooxygénase a cytochrome P450 codée par les génes CYP707A chez Arabidopsis thaliana
(Nambara and Marion-Poll, 2005).

Les fonctions carboxyle et hydroxyle de 'ABA sont susceptibles d’étre glycosylées. Les formes
glycosylées de ’ABA sont elles aussi inactives. La plus courante d’entre elles est le glucose es-
ter ’ABA (ABA-GE); il existe des indications chez plusieurs espéces que cette forme conjuguée
de 'hormone serait utilisée pour le transport de ’ABA entre les différents organes de la plante
(Nambara and Marion-Poll, 2005). Cette hypothése est confortée par le fait que I'inactivation de
I’ABA par glycosylation est réversible : le géne AtBG1 ((-1,3-glucanase), identifié récemment, code
pour une glucosidase capable d’hydrolyser ABA-GE dont 'action permet de controler de fagon
dynamique la teneur en ABA dans différentes conditions (Lee et al., 2006).
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1.1.3 Roles de ’acide abscissique
1.1.3.1 Une hormone majeure pour les semences

L’ABA commence & s’accumuler dans la graine lorsque celle-ci entame sa maturation, c’est-a-
dire au moment ot les cellules de 'embryon arrétent de se multiplier pour grossir. Un premier pic
d’ABA d’origine maternelle permet d’empécher la germination de ’embryon avant que celui-ci ne
soit mature. Un deuxiéme pic, lors duquel '’ABA est cette fois synthétisé par I’embryon, induit la
dormance de la graine.

La maturation de la graine est également caractérisée par une accumulation des réserves et
I’acquisition de la tolérance a la dessication. Ces deux processus sont principalement mis en place
par I'induction de génes, sous le controle de divers facteurs de transcription impliqués dans les voies
de signalisation de PABA (ABI3 (ABA insensitive), ABI4, ABI5) et d’autres plus spécifiques de la
graine (LEC1 (leafy cotyledon), LEC2, FUS3 (fusca)) (Finkelstein et al., 2002).

Un équilibre entre les effets inhibiteurs de ’ABA et les effets inducteurs des acides gibbérelliques
controle la germination de la graine mature. Ainsi, une quantité, méme faible d’ABA exogéne, ou
bien un inhibiteur de la synthése des gibbérellines tel que le paclobutrazol empéchent la graine de
germer (Finkelstein et al., 2008).

1.1.3.2 Un effet ambigu sur la croissance

Une concentration élevée en ABA, y compris en ABA exogéne, a un effet inhibiteur sur la
croissance dii & la fois & une diminution de I’extensibilité cellulaire (Kutschera and Schopfer, 1986)
et & une inhibition de la division cellulaire (Liu et al., 1994). Néanmoins, le fait que les mutants
déficients dans la synthése de I’ABA présentent une croissance réduite (méme en I’absence de stress
hydrique) montre qu’a une plus faible concentration ’ABA a un effet positif sur la croissance
(Barrero et al., 2005). Il est possible que le nanisme des plantes déficientes en ABA soit causé par
une plus grande concentration en éthyléne, 'accumulation de celui-ci étant en temps normal inhibée
par ’ABA (Finkelstein et al., 2002).

Cette bivalence de 'effet de PABA est également observée en ce qui concerne la croissance raci-
naire. Lorsqu’il est suffisamment concentré, ’ABA joue le réle d’antagoniste de ’auxine en inhibant
I’élongation de la racine, mais & de plus faibles concentration ’ABA peut induire la croissance des
racines (Himmelbach et al., 1998).

1.1.3.3 L’acteur principal de la tolérance aux stress abiotiques

La sécheresse, une forte salinité du sol et le froid sont des conditions environnementales défavo-
rables auxquelles la plante doit s’adapter. Ce sont les stress abiotiques auxquels la plante est le plus
souvent confrontée, et donc les plus étudiés. Ils conduisent tous & un déficit hydrique cellulaire, c’est
pourquoi leurs voies de signalisation ont de nombreux éléments communs. En particulier, chacun
d’entre eux peut provoquer I'augmentation de la teneur en ABA dans la plante : c¢’est ’hormone
principale permettant de réguler la tolérance a ces stress. Un de ses réles principaux est de maintenir

I’homéostasie osmotique des cellules, grace la fermeture des stomates et a I'induction de génes de
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tolérance au stress hydrique. Les mécanismes mis en jeu lors de la réponse & une déshydratation
sont détaillés dans la partie 2 de cette introduction.

La réponse aux stress abiotiques est souvent considérée comme le réle majeur de ’ABA. Cette
assertion est justifiée par le fait que le phénotype principal des mutants déficients en ABA est leur
sensibilité au stress hydrique (Zhu, 2002).

1.1.3.4 L’outsider de la réponse aux pathogénes

La réponse des plantes aux pathogénes est controlée par un réseau de signalisation complexe
mettant en jeu les actions antagonistes et synergiques de trois hormones principales : I'acide sa-
licylique (SA), l'acide jasmonique (JA) et I’éthyléne. Des études récentes ont montré que ’ABA
participait également aux voies de signalisation du stress biotique, mais son réle n’a pas encore pu
étre défini avec précision. Face & 'attaque par de nombreux pathogénes, des mutants déficients en
ABA gagnent en résistance alors qu'une augmentation de la concentration en ABA semble provo-
quer une plus grande sensibilité. Il semble donc que ’ABA ait un effet négatif sur la résistance
au stress biotique (Mauch-Mani and Mauch, 2005). Les mécanismes de cette action restent encore
mal élucidés, mais les premiers éléments de réponse montrent que '’ABA agirait de fagon anta-
goniste sur les voies de signalisation de 'acide salicylique (Mauch-Mani and Mauch, 2005) et du
méthyl-jasmonate (Anderson et al., 2004). Il apparait de plus en plus clairement que les voies de
signalisation de ’ABA et du stress biotique sont interconnectées & plusieurs niveaux : ils partagent
des éléments de signalisation, tels que le facteur de transcription AtMYC2 (Anderson et al., 2004),
les MAPK (mitogen-activated protein kinase) ou les dérivés actifs de 'oxygene (Fujita et al., 2006)
(voir paragraphe 1.2.2); de plus, il existe un nombre non négligeable de génes (dépendant du type
de pathogeéne) répondant a la fois & 'ABA et au stress biotique. La résolution du role de 'ABA en
réponse au stress biotique est compliquée par le fait qu’il semble dépendre du pathogéne : I'effet de

I’ABA sur la résistance a certains virus du tabac peut étre positif (Mauch-Mani and Mauch, 2005).

1.1.4 Quelques éléments de la signalisation de 1’acide abscissique

L’étude des voies de signalisation de ’ABA ne peut étre dissociée des différents processus dans
lesquels cette hormone est impliquée. Ainsi, ce sont les mécanismes de la germination et de la réponse
au stress hydrique, et en particulier la fermeture stomatique (pour I'aspect cellulaire) qui ont permis
d’avancer dans le décryptage des voies de signalisation de ’ABA. Il parait donc difficile de traiter
la tolérance des plantes & la déshydratation indépendamment de la signalisation de ’ABA (et vice-
versa). C’est pourquoi la majorité des différents aspects de la signalisation de I’ABA seront explicités
dans la deuxiéme partie de cette introduction, en liaison avec la réponse a la déshydratation, et seuls
la perception de ’ABA et 'implication des régulations post-transcriptionnelles seront décrits dans

les paragraphes qui suivent.

1.1.4.1 La quéte des récepteurs de ’ABA

La premiére étape de toute voie de signalisation est la perception. Méme si cette hormone a

été découverte il y plusieurs dizaines d’années, les recherches sur les mécanismes de perception de
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I’ABA ont jusqu’a trés récemment été peu fructueuses. Un des seuls faits établis était I'existence a
la fois d’une perception intracellulaire et extracellulaire (Finkelstein et al., 2002). Cette multiplicité
des types de perception a été confirmée grace a des tests utilisants des analogues de ’'ABA qui
ont démontré I'existence d’une diversité de récepteurs de 'ABA, celle-ci étant probablement liée
a la diversité des voies de signalisation de 'ABA (Huang et al., 2007). Une telle multiplicité de
récepteurs est probablement corrélée & une redondance fonctionnelle qui expliquerait pourquoi, alors
que des approches génétiques ont permis d’identifier des récepteurs pour les cytokinines (Inoue et al.,
2001) et les brassinostéroides (Clouse et al., 1996; He et al., 2000), une telle démarche n’a jusqu’a
maintenant donné aucun résultat pour PABA. Cela n’a pas empéché un récent bond en avant
puisqu’une approche alternative, la recherche de protéines ayant une grande affinité pour 'ABA, a
permis en moins de trois ans de mettre & jour trois récepteurs potentiels de ’ABA. La recherche
sur la perception de ’ABA a néanmoins encore de beaux jours devant elle car de nombreuses
questions concernant ces récepteurs putatifs restent posées, en particulier leur place en relation avec
les éléments de la signalisation de ’ABA déja connus et le fait qu’ils se lient & ’ABA avec une haute
affinité, ce qui ne leur permet pas de distinguer les fortes concentrations en ABA (lors d’un stress)
des concentrations plus faibles (en absence de stress) (McCourt and Creelman, 2008). Il semble par

ailleurs assez certain que d’autres récepteurs restent encore a découvrir (Verslues and Zhu, 2007).

1.1.4.1.1 FCA un médiateur de ’action de ’ABA sur la floraison Une protéine nommeée
ABAP1 (ABA binding protein), liant PABA, a été identifiée grace a un crible d’une banque d’ex-
pression d’ADNc de l'orge par un anticorps anti-idiotypique d’un anticorps anti-ABA (Razem et al.,
2006). Le plus proche homologue chez Arabidopsis du géne ABAP1 est FCA. La protéine FCA est
une protéine nucléaire capable de se lier & TARN impliquée dans la régulation de la floraison. En
association avec une autre protéine, FY, elle réprime ’accumulation de son propre ARNm, ainsi que
celui du géne FLC (flowering locus C), un facteur de transcription réprimant la transition florale. In
vitro, FCA se lie fortement & ’ABA et ’ABA inhibe U'interaction entre FCA et FY, méme si les sites
de liaison de FY et de ’ABA sur FCA ne sont pas exactement les mémes. Cela explique pourquoi
I’ABA exogéne inhibe la floraison : il empéche le complexe FCA-FY de se former ce qui augmente la
quantité I’ARNm de FLC. On comprend également mieux pourquoi les mutants déficients en ABA
présentent une floraison précoce. Le mutant fca-1 n’est pas affecté dans la fermeture stomatique,
ni a la germination (mais un peu dans son architecture racinaire) et le géne FCA ne semble pas
participer aux voies de signalisation dans lesquelles les génes ABI (voir paragraphe 1.2.4) sont im-
pliqués, ce qui parait indiquer que ce récepteur de ’ABA joue un role dans une voie de signalisation

distincte de celles liées a la tolérance au stress hydrique et & la germination.

1.1.4.1.2 CHLH : un récepteur chloroplastique impliqué dans plusieurs mécanismes
dépendants de PABA Ce récepteur a été identifié chez Arabidopsis & cause de sa similitude
a une protéine liant ’ABA purifiée a partir de feuilles de Vicia faba (Shen et al., 2006). Le géne
CHLH (chélatase H) code pour une protéine chloroplastique, la sous-unité H de la Mg-chélatase,
déja connue pour étre impliquée dans la biosynthése de la chlorophylle et dans la signalisation

entre le plaste et le noyau. La liaison de la protéine CHLH & PABA a été démontrée in wvitro et
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posséde les caractéristiques d’une liaison récepteur-ligand. Des sous-expresseurs de CHLH montrent
un phénotype d’insensibilité & ’ABA & la germination, dans le processus d’arrét de croissance post-
germinatif impliquant PABA et dans la fermeture stomatique, tandis que des surexpresseurs sont
hypersensibles & ’ABA pour ces mémes mécanismes, ce qui suggére que CHLH est un régulateur
positif dans la signalisation de ABA. Ce réle de CHLH dans la signalisation de '’ABA semble
indépendant de son activité dans la synthése de la chlorophylle. Méme si les caractéristiques de la
protéine CHLH et les phénotypes des plantes affectées dans ’expression du géne sont en adéquation
avec sa fonction de récepteur de ’ABA, il reste a déterminer comment une protéine chloroplastique

peut interagir avec les autres éléments connus des voies de signalisation de ’ABA.

1.1.4.1.3 Un récepteur de ’ABA couplé & une protéine G : une hypothése a valider
Le systéme d’un récepteur membranaire couplé & une protéine G formée de trois sous-unités, G,
Gg et Gy, est décrit assez généralement dans la signalisation hormonale des animaux. Dans ce
modéle, la liaison du ligand au domaine extracellulaire du récepteur provoque le démantélement de
la protéine G en G, et un complexe Gg/G, et la libération d’'un GDP. La transduction du signal
est assurée par les sous-unités libérées de la protéine G.

En I'absence d’une autre piste pour un récepteur extracellulaire de TABA, il était intéressant de
voir si ce systéme était également utilisé pour la perception de cette hormone. La seule sous-unité
Gq identifiée chez Arabidopsis a été nommée GPA1 (G protein a-subunit). L’étude de GPA1 et d’'un
potentiel récepteur associé, GCR1 (G protein coupled receptor), a montré que les deux protéines
interagissaient et étaient impliquées dans la signalisation de I’ABA pour la germination et dans les
cellules de garde mais aucun résultat n’a montré un role de récepteur pour GCR1 (Pandey et al.,
2006).

Il a fallu attendre qu'un autre récepteur couplé & GPA1 soit identifié¢ pour franchir le pas (Liu
et al., 2007). D’aprés les auteurs, GCR2 est une protéine transmembranaire dont le géne présente
une homologie avec les récepteurs couplés a une protéine G, interagissant in vitro et in vivo avec
GPA1 et liant PABA avec les mémes caractéristiques qu'un récepteur. De plus la liaison de ’ABA
a GCR2 provoque la dissociation du complexe GPA1/GCR2, en correspondance avec le modéle des
protéines G. Les mutants affectés dans le géne GCR2 ont des phénotypes d’insensibilité partielle
a 'ABA A la germination, lors de la croissance et pour le fonctionnement des stomates, tandis
que des surexpresseurs ont les phénotypes d’hypersensibilité correspondants. Toutes ces données
semblent indiquer que GCR2 est un récepteur extracellulaire de PABA, excepté que les mutants
gcr2 montrent une sensibilité résiduelle & ’ABA, ce que les auteurs attribuent & une redondance
fonctionnelle avec deux homologues de GCRZ2. Pourtant, la communauté scientifique ne semble pas
entiérement convaincue. D’abord, il semble que la séquence de GCR2 soit plus proche de celle d’une
lanthionine synthase que de celle d’un récepteur couplé a une protéine G (Verslues and Zhu, 2007).
Mais surtout, une autre équipe a démontré que ni GCR2 ni ses deux homologues n’étaient impliqués
dans la signalisation de ’ABA pour la germination (Guo et al., 2008). La validité de GCR2 en tant

que récepteur extracellulaire de ’ABA n’est donc pas encore reconnue.
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1.1.4.2 Le métabolisme des ARNm ouvre de nouvelles perspectives

Depuis le début des années 2000, une nouvelle catégorie de génes impliqués dans la signalisation
de ’ABA a pris une ampleur grandissante : ce sont les régulateurs post-transcriptionnels. Une bonne
illustration est le premier récepteur & 'ABA identifié : FCA (voir paragraphe 1.1.4.1.1), qui agit
sur la stabilité des ARNm.

Le complexe de liaison & la coiffe des ARNm semble étre un des éléments du métabolisme
des ARNm qui participe a la réponse & 'ABA. En effet, une mutation dans I'un ou l'autre des
génes codants pour une de ses sous-unités, CBP80 (cap binding protein) ou CBP20, confére une
hypersensibilité & ’ABA a la germination et au niveau des stomates et une meilleure résistance a
la déshydratation (Hugouvieux et al., 2001; Papp et al., 2004).

De fagon inattendue, le mutant sadl (supersensitive to ABA and drought), affecté dans une
protéine Lsm pouvant avoir un role dans 1’épissage, ’exportation ou le décoiffage des ARNm, est
également hypersensible & '’ABA mais présente une mauvaise tolérance & la déshydratation, et
une accumulation accrue d’ABA (Xiong et al., 2001b). Le mutant ahg2-1 (ABA hypersensitive
germination) est lui aussi hypersensible & ’ABA et montre une accumulation accrue de ’hormone
et en plus surexprime des génes de réponse & ’ABA et aux stress abiotiques. La fonction du géne
AHG2 est un peu plus claire que celle de SADI1, c’est une ribonucléase spécifique des poly-A
probablement impliquée dans la dégradation des ARNm (Nishimura et al., 2005).

Un autre mutant de réponse a ’ABA| [bal (low level S-amylase), est affecté dans la dégradation
des ARNm (Yoine et al., 2006). Ce mutant est, comme les précédents, hypersensible & PABA a la
germination, mais aussi au glucose; il présente une floraison précoce et sa croissance est sensible
aux jours courts. Le géne LBA1 code pour une hélicase & ARN UPF1 qui permet la dégradation
d’ARN par NMD (nonsense-mediated RNA decay). Une autre hélicase & ARN impliquée dans la
signalisation de I’ABA a été identifiée : il s’agit de LOS4 (low expression of osmotically responsive
genes), une hélicase & DEAD-box permettant l'export d’ARNm (Gong et al., 2005). Le mutant
los4-2 est hypersensible & TABA et a la chaleur mais plus résistant au froid et au gel, il fleurit
précocement et est insensible & la vernalisation en jour court. Deux autres hélicases & DEAD-box
participent & la réponse a plusieurs stress abiotiques (par des voies dépendantes et indépendantes
de ’ABA) et a 'ABA, elles ont été nommeées STRS1 et 2 (stress response suppressor) ; leur fonction
précise est encore inconnue (Kant et al., 2007).

La régulation post-transcriptionnelle par les microARN participe également a la signalisation
de P’ABA. Une mutation dans le géne HYL1 (hyponastic leaves), codant pour une protéine se liant
aux ARN double brin impliquée dans le métabolisme des microARN, provoque une hypersensibilité
a ’ABA (Han et al., 2004). De plus, 'expression du microARN 159 est induit par ’ABA, et il est
capable de cliver les ARNm de deux facteurs de transcription MYB, identifiés comme des régulateurs
positifs de la réponse & PABA (Reyes and Chua, 2007).

Notons que les mutants dans les génes précédemment décrits ont en commun de présenter des
phénotypes pléiotropiques (germination, floraison, fermeture stomatique, tolérance aux stress abio-
tiques, croissance) souvent liés a une sensibilité modifiée a ’ABA.

Une explication possible pour 'importance du controle post-transcriptionnel dans la signalisation
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de ’ABA est que celle-ci s’appuyant sur un réseau complexe requérant des changements sévéres dans
I’expression de nombreux génes, et donc une régulation fine du traitement des ARNm, un défaut
dans ce processus a de grandes chances d’affecter la réponse & ’ABA (Hirayama and Shinozaki,
2007).
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1.2 Les mécanismes de tolérance des plantes a la déshydratation

Les principales conséquences d’une déshydratation sur une plante sont un stress osmotique et
un stress oxydatif : un déficit en eau conduit & une plus grande concentration des solutés dans le
cytoplasme et a la production de dérivés actifs de 'oxygéne (ou ROS pour reactive oxygen species)
principalement au niveau du chloroplaste. Ces deux types de stress endommagent les protéines et
les structures cellulaires. La premiére réaction de la plante est d’empécher ces dommages, d’abord
en essayant de conserver au maximum son eau grace a la fermeture des stomates, puis en optimisant
I’apport en eau par une augmentation de la taille de son systéme racinaire ; au niveau cellulaire, un
ajustement osmotique est mis en place, ainsi que des moyens de controler et réparer les dommages
induits par le stress. Enfin, un arrét de la croissance des parties végétatives permet probablement
d’économiser les ressources de la plante pour optimiser les processus de réponse et de récupération
a la fin du stress.

D’un point de vue temporel, la signalisation du stress commence par sa perception, puis des
changements de concentration en Ca?* et 'accumulation de messagers (parmi lesquels on peut
inclure ’ABA) induisent des cascades de phosphorylation/déphosphorylation qui modulent ’action
de facteurs de transcription pour aboutir a des changements d’expression des génes de réponse au
stress (Xiong et al., 2002b).

1.2.1 Perception du stress hydrique

Plusieurs stimuli physico-chimiques sont associés a une déshydratation (changements d’osmola-
rité dans le sol, d’humidité relative de Dair...). Il est probable qu’il existe des senseurs permettant
de détecter chacune de ces différentes composantes, 'hypothése d’un unique senseur est donc peu
envisagée (Xiong et al., 2002b).

Comme la perception des différents types de stress hydrique (froid, salin, déshydratation) induit
un afflux d’ions Ca?T dans les cellules, les canaux de transport du Ca?* font de bons candidats
comme senseurs, mais aucun n’a pour 'instant été identifié comme tel.

Chez la levure, I'histidine kinase transmembranaire SNL1 (suppressor of nup116-C lethal) joue
le réle d’osmosenseur dans un systéme a deux composants qui permet de déclencher une cascade
de phosphorylations (Posas et al., 1996). L’histidine kinase AtHK1 d’Arabidopsis est capable de
complémenter des mutations dans SLNI et d’activer une MAPK impliquée dans la cascade de
phosphorylation suivant la perception d’un stress osmotique par la levure, ce qui suggére qu’AtHK1
posséde une fonctionnalité d’osmosenseur. De plus, chez Arabidopsis, 'expression d’AtHK 1 est plus
importante dans les racines et est induite par des changements d’osmolarité (Urao et al., 1999). Une
étude récente a montré qu’ AtHK1 intervenait dans une voie ABA-dépendante de la signalisation du
stress osmotique et avait un role dans la maturation de la graine (pendant laquelle elle acquiert une
tolérance a la dessication), elle interviendrait notamment dans la régulation de la biosynthése de
I’ABA (Wohlbach et al., 2008). AtHK1 est donc un bon candidat pour assurer le role d’osmosenseur
dans une voie ABA-dépendante, mais il reste encore & déterminer & quels composants elle transmet

le signal percu.
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1.2.2 Reégulations métaboliques en réponse a la déshydratation
1.2.2.1 Controéle de la teneur en ABA

L’accumulation d’ABA dans la plante induite par une déshydratation est due a la fois & une
augmentation de sa biosynthése et & des modifications dans son catabolisme, régulé par le stress de
fagon plus subtile qu’'un simple ralentissement de la dégradation.

La plupart des génes de biosynthése de 'ABA & partir des caroténoides sont induits par la
déshydratation. I’étude de I'expression du géne ABA2 codant pour la ZEP chez N. Plumbaginifolia
a montré qu’il était induit dans les racines par un stress osmotique (Audran et al., 1998). Les génes
AtAA03 et AtABAS sont également plus exprimés en conditions de stress osmotique (Xiong et al.,
2001c), mais ce n’est pas le cas pour AtABA2 (Cheng et al., 2002). L’étape la plus importante pour
augmenter la biosynthése de ’ABA semble étre le clivage des caroténoides. Chez Arabidopsis, le géne
NCEDS3 parait crucial dans cette étape limitante lors d’une déshydratation : il est plus fortement
induit que les autres NCED en réponse a ce stress (Tan et al., 2003) et sa surexpression augmente
nettement la biosynthése de ’ABA et la tolérance a la déshydratation tandis que sa sous-expression
a leffet inverse (Tuchi et al., 2001). Si l’on sait que le clivage des caroténoides est une étape essentielle
de la régulation de la biosynthése de ’ABA en réponse a la déshydratation, on peut se demander quel
dérivé de la néoxanthine est préférentiellement utilisé dans cette situation, la 9’-cis-néoxanthine, ou
bien la 9-cis-violaxanthine. Une premiére réponse a été fournie suite a l'identification du géne ABA/
impliqué dans la synthése de la trans-néoxanthine a partir de la violaxanthine (North et al., 2007) :
le fait que des teneurs en ABA significativement réduites aient été mesurées chez le mutant aba/
déshydraté, alors qu’en conditions normales elles sont trés proches de celles du sauvage, montre que
la voie de biosynthése de 'ABA passant par la trans-néoxanthine est utilisée pour 'accumulation
d’ABA en réponse a une déshydratation. Un candidat pour la régulation de la biosynthése de ’ABA
en réponse a la déshydratation est le géne XERICO (Ko et al., 2006). 11 est induit par les stress salin
et osmotique, et sa surexpression augmente et accélére 'induction du géne NCEDS en conditions de
stress hydrique, ce qui cause une augmentation de la teneur en ABA dans la plante et une meilleure
résistance a la déshydratation.

L’accumulation d’ABA ne résultant pas seulement d’une biosynthése accrue, il semblerait lo-
gique que les différentes voies de son catabolisme soient inhibées par une déshydratation. Ce n’est
pourtant pas nécessairement le cas : en effet, lorsque la teneur en ABA augmente, celle en acide
phaséique également (Nambara and Marion-Poll, 2005) et les CYP707A responsables de I'hydroxy-
lation de ’ABA sont induites par la déshydratation et PABA (Saito et al., 2004). Une étude plus
précise du géne CYP707A83 a montré qu’il codait pour 'hydroxylase majeure de la voie d’hydroxy-
lation de ’ABA en réponse au stress, que son induction par une déshydratation était lente et qu’il
répondait aussi & une réhydratation (Umezawa et al., 2006). Ceci suggére que I’hydroxylation est
la voie qui permet d’inactiver ’ABA accumulé & la fin de la déshydratation. D’un autre coté, la
remobilisation d’ABA glycosylé pourrait contribuer a I’augmentation rapide de la teneur en ABA
lors d’une déshydratation chez Arabidopsis : il a en effet été montré quune déshydratation induisait
rapidement la polymérisation de la -glucosidase AtBG1, ce qui permettait d’augmenter sa capacité

a transformer les stocks d’ABA conjugué inactif en ABA actif (Lee et al., 2006), méme si ces stocks
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ne sont pas assez importants pour expliquer & eux seuls le pic de teneur en ABA.

Une nouvelle technique permettant de visualiser les stocks d’ABA actif par 'expression de
luciférase dans la plante a montré que lors d’une déshydratation du sol, 'ABA s’accumulait au
niveau des feuilles et non des racines. Il semblerait que contrairement & 1'idée communément admise
qu'une déshydratation pergue par les racines y induit une accumulation d’ABA ensuite transporté
vers les partie végétatives, se serait un signal hydraulique venant des racines qui provoquerait
l’augmentation des teneurs en ABA des feuilles (Christmann et al., 2005, 2007). L’hypothése d’une
synthése d’ABA dans les feuilles est confortée par une étude des sites de biosynthése de ’ABA en
conditions de déshydratation, utilisant des anticorps contre NCED3, ABA2 et AAO3, qui a détecté

ces enzymes exclusivement dans les cellules du parenchyme vasculaire (Endo et al., 2008).

1.2.2.2 Ajustement osmotique

Afin de se protéger contre un stress osmotique, les plantes synthétisent en grande quantité des
solutés compatibles : ce sont des molécules non toxiques qui s’accumulent majoritairement dans le
cytoplasme et qui n’interférent pas avec le métabolisme normal. Leur réle principal est de préserver la
turgescence de la cellule en maintenant une osmolarité intracellulaire égale & I’osmolarité cellulaire,
ce qui évite un efflux d’eau de la cellule, mais ils ont aussi d’autres fonctions de protection pour la
cellule.

L’accumulation de sucres tels que le saccharose, le tréhalose, des hexoses, des oligosaccharides de
la famille du raffinose et des polyols est obtenue le plus souvent par une hydrolyse accrue de I’amidon.
En plus de leur réle d’osmolytes, les sucres pourraient protéger des macromolécules, stabiliser les
structures membranaires en interagissant avec les groupements polaires des phospholipides et lutter
contre les effets des ROS. 1l est également possible qu’ils participent au phénoméne de vitrification
des cellules.

Un autre soluté compatible majeur est la proline. Cet acide aminé est synthétisé a partir du
glutamate et s’accumule en conditions de stress osmotique (Delauney et al., 1993). La proline a
probablement de nombreuses fonctions dans la protection de la cellule contre les effets du stress
osmotique, telles que la stabilisation des structures cellulaires, la prévention des effets des ROS et
elle pourrait méme participer a la signalisation du stress (Nanjo et al.,