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Comparaison moléculaire des graines orthodoxes de 

Medicago truncatula et récalcitrantes de 

Castanospermum australe : une nouvelle approche 

pour comprendre l’acquisition de la tolérance à la 

dessiccation 

 

Introduction : contexte et objectifs de l’étude 

 

D’un point de vue économique, les graines occupent une place majeure dans notre agriculture 

puisqu’elles représentent près de 70 % de l’alimentation mondiale (Bewley et al., 2013). Pour assurer un 

rendement élevé, la qualité physiologique de ces graines, c'est-à-dire leur aptitude à la conservation et à une 

germination rapide et homogène, est primordiale. La tolérance à la dessiccation (TD) est une propriété 

remarquable de la majorité des graines (dites orthodoxes). Elle est la à la base de notre système agricole 

moderne (Alpert & Oliver, 2002) et de la conservation de la biodiversité dans les banques de semences (Walters 

et al., 2005a) car la TD est la condition indispensable au stockage à long terme des graines. Cependant 

certaines graines, dites récalcitrantes, sont sensibles à la dessiccation et ne peuvent pas être stockés à l’état 

sec. Leur conservation à long terme est cruciale pour la sauvegarde de la biodiversité mais reste actuellement 

problématique et coûteuse (Li & Pritchard, 2009 ; Walters et al., 2013). Une meilleure compréhension des 

mécanismes cellulaires impliqués dans la TD permettrait d’améliorer la conservation des graines récalcitrantes. 

De plus, d’autres applications sont possibles comme le développement de cultures et de plantes d’ornement 

plus tolérantes à la sécheresse (Bartels & Sunkar, 2005) et même la conservation de poches sanguines ou de 

cellules humaines (Crowe et al., 2005). 

L’acquisition de la TD des graines est difficile à étudier car elle se produit durant la phase de 

maturation, concomitamment à d’autres processus physiologiques. Pour « disséquer » moléculairement 

l’acquisition de la TD, il faut réussir à l’isoler des autres processus et cela ne peut être fait autrement que par 

une analyse comparative. C’est pourquoi l’approche développée dans ce mémoire consiste en une comparaison 

moléculaire entre une graine qui acquiert la TD (orthodoxe) et une graine qui reste sensible à la dessiccation 

tout au long de son développement (récalcitrante). L’objectif est d’observer leurs différences aux niveaux 

protéomique et transcriptomique car celles-ci révèleront des mécanismes spécifiques de l’acquisition de la TD. 

Cette étude constitue également la première caractérisation moléculaire d’une graine récalcitrante et ouvre des 

voies intéressantes pour comprendre l’origine de la sensibilité de ces graines à la dessiccation. 

Le premier chapitre de cette thèse consiste en une introduction bibliographique qui aborde dans sa 

première partie le développement des graines orthodoxes (en particulier celui de M. truncatula), les régulateurs 

majeurs de leur maturation, ainsi que les connaissances sur les graines récalcitrantes et les caractéristiques de 

leur développement. Les conséquences de la dessiccation ainsi que les mécanismes liés à la TD sont décrits 
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dans la deuxième partie. La troisième partie apporte des précisions sur l’intérêt de l’approche comparative entre 

graines orthodoxes et récalcitrantes et le choix des deux espèces Medicago truncatula et Castanospermum 

australe comme modèles d’étude. Le deuxième chapitre se présente sous la forme d’un article publié dans 

Journal of Experimental Botany. Il porte sur l’analyse comparative de l’accumulation de l’ensemble des 

protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) entre les graines de C. australe, de M. truncatula et du mutant 

Mtabi3, dont les graines sons sensibles à la dessiccation. Le troisième chapitre décrit les résultats de l’analyse 

transcriptomique de graines matures et immatures de C. australe et la comparaison avec l’évolution du 

transcriptome au cours du développement de graines de M. truncatula et du mutant Mtabi3. Les analyses 

protéomique et transcriptomique ont fait ressortir l’importance du gène ABI3 et posent la question du rôle de ce 

gène chez les plantes récalcitrantes. Une analyse fonctionnelle du gène ABI3 de C. australe a donc été menée 

afin de vérifier si CaABI3 est capable de contrôler les mêmes gènes cibles que MtABI3. Cette analyse constitue 

le quatrième chapitre de la thèse. 
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1-Développement des graines sensibles et tolérantes à la 

dessiccation 

Les graines constituent l’étape clé du cycle de développement des Angiospermes. Elles forment un 

moyen efficace de dissémination, avantage sélectif qui a certainement grandement participé au succès de 

colonisation de ces dernières au cours de l’évolution. Les graines sont très diverses de par leur taille, leur 

forme, leur composition biochimique et présentent des caractéristiques (longévité, dormance, vigueur) 

adaptées à leur environnement. Trois catégories de graines ont été définies selon leur aptitude à la 

conservation en fonction de la température et de l’humidité relative : orthodoxes, intermédiaires, récalcitrantes 

(Roberts, 1973 ; Ellis et al., 1990 ; Hong et al., 1996). Dans un premier temps, Roberts (1973) a défini les 

graines orthodoxes comme celles pouvant être séchées sans dommage à 5 % de teneur en eau relative. De 

plus, la durée de conservation de ces graines augmente si l’humidité relative et la température du lieu de 

stockage sont abaissées. Les graines récalcitrantes forment une deuxième catégorie regroupant les graines ne 

pouvant être stockées à l’état sec car elles perdent leur viabilité à des teneurs en eau plus élevées (teneur en 

eau relative de 20 à 50 % selon les espèces). Plus récemment, une troisième catégorie a été proposée 

regroupant les graines dont la longévité augmente lorsque leur teneur en eau diminue jusqu’à être en équilibre 

avec l’air à 20°C et 40 à 50 % d’humidité relative mais diminue à des teneurs en eau plus basse (Ellis et al., 

1990 ; Hong et al., 1996). Ces graines, dites intermédiaires, tolèrent moins bien la dessiccation que les graines 

orthodoxes mais mieux que les graines récalcitrantes. De plus, la longévité de ces graines est réduite si elles 

sont stockées à des températures froides (inférieures à 10°C) contrairement aux graines orthodoxes. Selon les 

estimations, de 75 à 95 % des 8 000 espèces spermaphytes étudiées auraient des graines orthodoxes, 1 à 15 

% pourraient être classées comme intermédiaire et 4 à 10 % produiraient des graines récalcitrantes (Tweddle 

et al., 2003 ; Walters et al., 2013 ; Gaff & Oliver, 2013). La majorité des espèces cultivées ont des graines 

orthodoxes mais certaines espèces d’intérêt économique produisent des graines intermédiaires comme le café 

(Ellis et al., 1990) ou la papaye (Ellis et al., 1991) et même des graines récalcitrantes comme le cacaoyer, le 

cocotier ou l’hévéa (Chin & Roberts, 1980). Les graines orthodoxes et récalcitrantes diffèrent principalement par 

la capacité ou non à tolérer la dessiccation, nous allons par la suite détailler les caractéristiques du 

développement propres à ces deux groupes.  

 

1.1-Les graines orthodoxes 

1.1.1-Les phases du développement 

Le développement des graines varie selon de nombreux paramètres environnementaux et génétiques 

mais pour chaque graine orthodoxe, trois phases peuvent être distinguées (Figure 1.1A) : 

 La phase I correspond à l’embryogenèse et est caractérisée par les divisions et l’élongation cellulaires. 

Cette activité cellulaire intense s’accompagne d’une forte augmentation de la teneur en eau. 
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Figure 1.1. Evolution du poids frais, du poids sec, de la teneur en eau et acquisition des différents aspects de la 

qualité physiologique au cours des différentes phases du développement des graines orthodoxes (D’après 

Bewley et al., 2013). 

A) Trois phases peuvent être distinguées au cours du développement des graines orthodoxes. L’histo-différentiation (I) est 

caractérisée par une forte augmentation de la teneur en eau (WC exprimée en gH2O/gDW) et du poids frais (FW). 

L’accumulation des réserves (II) se traduit par une forte augmentation du poids sec (DW) et une diminution de la teneur 

relative en eau par effet de concentration (pas de perte en eau). A la fin de ce stade, la maturité physiologique (PM) est 

atteinte. La maturation tardive (III) correspond à la dessiccation de la graine. B) Les différents aspects déterminant la 

qualité physiologique des graines sont acquis de façon séquentielle et chevauchante au cours de leur maturation. 

L’acquisition de la capacité germinative débute à la fin de l’embryogénèse et s’achève au début du remplissage. La tolérance 

à la dessiccation et la vigueur (mesurée par la vitesse de germination et la tolérance au stress) sont acquises durant le 

remplissage mais la longévité n’est acquise qu’après la maturité physiologique (PM), au cours de la dessiccation de la 

graine.  
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 La phase II correspond au remplissage, stade au cours duquel les cellules contenant les réserves 

entrent en expansion. L’accumulation de réserves se traduit par une augmentation importante du poids 

sec au cours de ce stade et une diminution de la concentration en eau, bien que la graine ne perde pas 

d’eau à ce stade.  

 La phase III correspond à la maturation tardive. A ce stade, la graine n’accumule plus de réserves et 

perd de l’eau. Cette dernière étape est située entre la maturité physiologique (fin de remplissage) et la 

maturité de récolte (abscission du fruit). Elle peut même se poursuivre au-delà de l’abscission et est 

fondamentale pour assurer à la graine sa qualité physiologique et notamment sa longévité (Figure 

1.1B). 

La maturation de la graine débute après l’histodifférenciation et inclut les étapes de remplissage et de 

maturation tardive (phases II et III). C’est une étape complexe du développement au cours de laquelle 

plusieurs processus sont mis en place : capacité germinative, remplissage, acquisition de la TD, de la vigueur et 

de la longévité, mise en place de la dormance. Ces processus déterminent la qualité physiologique de la graine 

et sont acquis de façon séquentielle au cours de la maturation (Figure 1.1B). Selon les espèces, la proximité 

entre l’acquisition de ces propriétés peut être plus ou moins proche. Les graines acquièrent d'abord la capacité 

à germer, mais des régulateurs empêchent la viviparité (germination dans le fruit sur la plante mère) (cf 1.1.3). 

Puis la TD est acquise au cours du remplissage ; elle permet à la graine de faire face à la phase III et de 

survivre après perte totale de l’eau cellulaire. Ensuite vient l’acquisition de la vigueur germinative ; cette 

propriété définit la capacité des graines à germer de façon rapide et homogène et à tolérer des conditions 

environnementales peu favorables lors du développement de la plantule. En fin de développement, la dormance 

est mise en place parallèlement à l’acquisition de la longévité pour un certain nombre d'espèces. La longévité 

(ou aptitude à la conservation) correspond à la capacité de stockage de la graine, c'est-à-dire au temps 

pendant lequel la graine peut survivre à l’état sec sans perte de sa viabilité. La dormance est définie comme 

une inaptitude temporaire à germer dans des conditions favorables (Bewley, 1997). Elle permet de retarder la 

germination et de la répartir dans le temps, propriété avantageuse pour la pérennité de la descendance dans la 

nature. Cependant l’hétérogénéité de germination qui en résulte a été contre-sélectionnée lors de la 

domestication des espèces cultivées. 

A l’abscission, la graine n’est pas encore à l’état sec. La dessiccation finale a lieu au cours des quelques 

jours qui suivent la séparation de la plante mère. 

 

1.1.2-Développement de la graine de M. truncatula 

M. truncatula est une plante autogame de la famille des Fabacées. Deux génotypes sont 

particulièrement étudiés dans notre laboratoire : A17 et R108. Chez le génotype A17 (Jemalong), dans des 

conditions d’éclairement et de température optimales (23°C 16h de jour et 21°C 8h de nuit), le développement 

des graines s’étale sur 44 jours de la floraison à l’abscission (Figure 1.2A). Il est légèrement plus rapide chez 

R108 puisque l’abscission survient 40 jours après floraison dans ces conditions. Durant les 12 premiers jours 

après floraison (DAF) se déroule la phase I d’embryogenèse (non représentée sur la figure 1.2A). La gousse en 

hélice est formée au bout de 3 jours et subit ensuite une série de divisions cellulaires. Le stade pro-embryon 

(précurseur de l’embryon) est visible dès 3 DAF et le tégument de la graine est déjà différencié. L’embryon  
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Figure 1.2. Evolution du poids sec, de la teneur en eau, de la composition des réserves, acquisition de la 

tolérance à la dessiccation et de la longévité au cours des différentes phases du développement des graines de 

M. truncatula génotype A17 (D’après Buitink et al., 2006 ; Gallardo et al., 2006). 

A) L’évolution du poids sec (en bleu) et de la teneur en eau (en noir) est figurée au cours des phases II et III du 

développement des graines de M. truncatula A17. L’abscission (ABS) survient 44 jours après floraison (Days After Flowering 

ou DAF) et à 48 DAF la graine est sèche (DS). La tolérance à la dessiccation (en rouge) est acquise entre 20 et 24 DAF et la 

longévité (en marron) à partir de 28 DAF. L’évolution de la morphologie et de la couleur de la graine au cours du 

développement est figurée au dessus du graphique. B) L’évolution de la composition biochimique des réserves ainsi que 

l’augmentation du poids sec (courbe noire pointillée) et de la teneur en protéine (courbe rouge) de l’embryon au cours du 

remplissage sont figurées. 
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évolue rapidement au stade globulaire (6 DAF) puis au stade torpille (8-10 DAF) (Wang & Grusak, 2005 ; 

Abirached-Darmency et al., 2005). Le rythme des divisions cellulaires diminue autour de 12-14 DAF. A ce stade, 

l’albumen occupe encore une place importante au sein de la graine, il se réduira progressivement au cours du 

remplissage au profit des cotylédons (Gallardo et al., 2006). L’augmentation du poids sec montre que 

l’accumulation des réserves protéiques, lipidiques et glucidiques dans les cotylédons (phase II) a lieu entre 12 

et 36 DAF (Figure 1.2A). Selon les conditions de cultures, Djemel et al. (2005) ont déterminé que la graine 

mature du génotype A17 contient entre 3 et 4 mg de matière sèche (MS) constituée de protéines (30 à 39 % 

MS), de lipides (7 à 9 % MS) et de sucres solubles (6 à 8 % MS). Parmi les grands types de protéines de 

réserve identifiées chez M. truncatula, les vicillines sont accumulées les premières (14 DAF), puis les légumines 

(16 DAF), suivi par les convicillines (18 DAF) (Gallardo et al., 2003). Au cours du développement, la 

composition de ces réserves évolue même si les protéines restent le composé majoritaire (Figure 1.2B). 

L’amidon représente moins de 1 % de la MS dans la graine mature mais une accumulation transitoire est visible 

dans l’embryon et le tégument (mais pas dans l’albumen) entre 16 et 22 DAF (Djemel et al., 2005). Sa 

dégradation pourrait fournir des squelettes carbonés nécessaires à d’autres molécules de réserve. Le profil des 

sucres solubles est totalement remanié entre le début et la fin de la maturation. Alors que le glucose, le 

fructose et surtout le saccharose sont les sucres solubles accumulés dans les graines au début de remplissage, 

leur teneur diminue progressivement au profit des oligosaccharides de la famille du raffinose (RFO) (Djemel et 

al., 2005 ; Rosnoblet et al., 2007). Ces RFO s’accumulent en fin de maturation principalement sous la forme de 

stachyose qui représente 79 % des sucres solubles contre 13 % pour le saccharose (Rosnoblet et al., 2007).  

L’acquisition de l’ensemble des paramètres liés à la qualité physiologique de la graine de M. truncatula 

a été étudiée au cours du développement. La capacité germinative est acquise à la fin de l’embryogenèse, 

autour de 14 DAF (Buitink et al., 2006) et la vigueur germinative augmente fortement entre 14 et 22 DAF 

(Gallardo et al., 2003). L’acquisition de la TD a lieu durant le remplissage, entre 20 et 28 DAF, et précède 

l’acquisition de la longévité qui débute à 28 DAF (Chatelain et al., 2012). La longévité augmente jusqu’à 

l’abscission de la gousse, et diminue durant la dessiccation post-abscission. La chlorophylle est dégradée dans 

les graines à la fin du remplissage (autour de 36 DAF) (Chatelain et al., 2012, Figure 1.2A). A l’abscission, la 

teneur en eau est d'environ 0,6 g H20/g MS mais après 4 jours dans la gousse détachée de la plante mère, les 

graines sont desséchées et atteignent une teneur en eau à l’équilibre avec l’atmosphère de 0,1 g H20/g MS 

(Chatelain et al., 2012). 

 

1.1.3- Les régulateurs majeurs de la maturation des graines  

a)-La régulation hormonale : le rôle majeur de l’ABA 

Parmi les phytohormones régulant le développement des graines se distinguent l’auxine (AIA), les 

cytokinines (CK), les gibbérellines (GA) et l’acide abscissique (ABA) (Bewley et al., 2013). Les deux premières 

contrôlent respectivement l’élongation et les divisions cellulaires, elles sont donc principalement impliquées 

dans l’embryogenèse. L’étude de mutant déficient en synthèse de GA a montré l’importance de ce régulateur 

dans le développement, notamment la croissance, des graines de tomate (Groot et al., 1987) et de pois (Swain 

et al., 1997). De plus, les GA jouent un rôle majeur dans la germination en activant la levée de dormance et la 

mobilisation des réserves (Hilhorst & Karssen, 1992). Cette hormone joue un rôle antagoniste à l’ABA et le ratio  
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Figure 1.3. Voie de biosynthèse de l’ABA et modèle de voie de signalisation dépendante de l’ABA (D’après 

Nambara & Marion-Poll, 2003, 2005 ; Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2013). 

A) Les caroténoïdes, dont la zeaxanthine fait partie, sont les précurseurs de l’ABA. Dans les plastes, ce précurseur est 

converti en trans-violaxanthine en deux temps par la zeaxanthine epoxidase (ZEP ou ABA1). La dernière étape de la 

conversion en xanthoxine (premier précurseur à 15 carbones comme l’ABA) est réalisée par la 9-cis-epoxycaroténoïde 

dioxygénase (NCED). La xanthoxine est exportée dans le cytosol et convertie en abscissique aldéhyde par une 

déshydrogénase réductase des chaînes courtes (SDR1 ou ABA2), lui-même oxydé en ABA par l’abscissique aldéhyde 

oxydase (AAO3). Cette dernière enzyme contient un cofacteur molybdène (MoCo) activé par une molybdène cofacteur 

sulfurase (ACI2 ou ABA3). L’ABA peut être hydroxylé par la CYP707A puis dégradé en acide phaséique (PA) et acide 

dihydro-phaséique (DPA) ou bien se conjuguer à d’autres molécules pour former par exemple l’ABA glycosyl ester (ABA-GE). 

B) En condition normale sans ABA, la phosphatase PP2C (2C-type Protein Phosphatase) est associée à la kinase SnRK2 et 

l’inactive par déphosphorylation. L’ABA présent dans le milieu est fixé par le récepteur PYR/PYL/RCAR (PYrabactine 

Resistance-1 / PYR1-like / Regulatory Components of the ABA Receptor) qui interagit avec PP2C et inactive son activité 

phosphatase. La kinase SnRK2 est donc libérée sous sa forme active phosphorylée et active à son tour des facteurs de 

transcription de type ABF (ABRE Binding Factor), AREB (ABA Responsive Element Binding) ou d’autres protéines de réponse 

à l’ABA par phosphorylation. Les facteurs ABF et ABRE reconnaissent les motifs ABRE (ABA Responsive Element) des 

promoteurs de gène de réponse à l’ABA et activent leur transcription. 
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ABA/GA est le régulateur majeur du développement des graines : la maturation est favorisée par un ratio élevé 

alors que la germination est induite par un ratio faible (McCarty, 1995 ; White et al., 2000). En effet, la teneur 

en ABA augmente de façon transitoire au cours de la maturation des graines. Selon les espèces, un (tomate) ou 

deux (A. thaliana, colza, coton) pics de synthèse d’ABA sont observés (Bewley et al., 2013). Le premier est 

principalement d’origine maternel (Karssen et al., 1983 ; Frey et al., 2004) mais pas exclusivement (Kanno et 

al., 2010 ; Boursiac et al., 2013) et empêche la germination précoce de l’embryon. Des transporteurs d’ABA 

appartenant à la famille ABC (Kang et al., 2010 ; Kuromori et al., 2010) ou de type NRT-1 (Kanno et al., 2012) 

ont été récemment identifiés et permettent la diffusion de l’ABA de la plante mère à la graine. Le deuxième pic 

est produit par l’embryon lui-même et induit notamment la synthèse des protéines et lipides de réserves, 

l’acquisition de la TD et la mise en place de la dormance (Finkelstein et al., 2002 ; Lefevbre et al., 2006). Les 

études ayant permis d’arriver à ces conclusions et les principaux gènes mis en jeu dans la signalisation de l’ABA 

seront détaillées au paragraphe 1.1.3.b. 

L’ABA, qui appartient à la famille des terpénoïdes, est synthétisé chez les plantes à partir des 

caroténoïdes par une voie indirecte impliquant des enzymes plastidiques puis cytosoliques (Figure 1.3A). Cinq 

enzymes majeures ont été identifiées par l’analyse de mutants déficients en synthèse d’ABA (revu par Nambara 

& Marion-Poll, 2005). La zeaxanthine epoxidase (ZEP ; enzyme déficiente chez le mutant aba1) et la 9-cis-

epoxycarotenoïde dioxygenase (NCED) participent à la conversion des caroténoïdes en xanthoxine dans les 

plastes. Puis dans le cytosol ce précurseur terpénoïdique est converti en ABA par l’intervention de trois 

enzymes : une déshydrogénase réductase des chaînes courtes (SDR1 ; enzyme déficiente chez le mutant 

aba2), une Molybdène Cofacteur (MoCo) sulfurase (ACI2 ; enzyme déficiente chez le mutant aba3) et 

l’abscissique aldehyde oxydase-3 (AAO3). Tous les gènes codant pour ces enzymes excepté pour SDR1 sont 

activés en réponse aux stress abiotiques (Qin & Zeevart, 1999 ; Thompson et al., 2000 ; Iuchi et al., 2001 ; 

Xiong et al., 2001 ; Cheng et al., 2002a ; Zhang et al., 2008 ; Huo et al., 2013). La NCED appartient à une 

famille multigénique mais seulement cinq des neuf gènes identifiés chez A. thaliana seraient réellement 

impliqués dans la synthèse d’ABA (Schwartz et al., 2003). L’activité de cette enzyme semble être le régulateur 

majeur de la teneur en ABA dans les graines, plus que l’activité de la ZEP (Chono et al., 2006 ; Frey et al., 

2006 ; Gutierrez et al., 2007). L’ABA est inactivé par conjugaison à d’autres molécules ou par hydroxylation via 

une enzyme codée par le gène CYP707A. L’expression de ce gène clé de la dégradation de l’ABA est également 

finement régulé par d’autres hormones, notamment les GA (Saito et al., 2004).  

La majorité des gènes de réponse à l’ABA est caractérisée par la présence dans leur promoteur d’un 

élément cis conservé ACGTG(G/T)C appelé motif ABRE (ABA Responsive Element ou G-box) (Hattori et al., 

2002 ; Maruyama et al., 2012). Une activation efficace de ses gènes nécessite plusieurs motifs ABRE ou une 

combinaison d’un motif ABRE avec un autre élément cis appelé CE (Coupling Element) (Hobo et al., 1999). Pour 

activer ces gènes, l’ABA est d’abord perçu par des récepteurs : PYR1 (PYrabactine Resistance-1), PYL (PYR1-

like) et RCAR (Regulatory Components of the ABA receptor) (Ma et al., 2009 ; Park et al., 2009). Ce complexe 

inhibe des phosphatases de type PP2C (2C-type Protein Phosphatase) ce qui permet la libération de kinases de 

type SnRK2 (SNF1-related protein Kinase 2) sous une forme active phosphorylée (Figure 1.3B). Ces kinases 

activent à leur tour des facteurs de transcription ABF (ABRE Binding Factor) ou AREB (ABA Responsive Element 

Binding) par phosphorylation. Ces facteurs se fixent sur les motifs ABRE des promoteurs pour réguler  
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Figure 1.4. Profil d’expression des gènes codant pour les régulateurs majeurs de la maturation des graines d’A. 

thaliana (D’après eFP browser www.bar.utoronto.ca Winter et al., 2007). 

La valeur absolue de l’intensité d’expression des gènes Leafy Cotyledon-1 (LEC1), Leafy Cotyledon-2 (LEC2), FUSCA3 

(FUS3), ABA Insensitive-3 (ABI3), et ABA Insensitive-5 (ABI5) obtenue à partir de données transcriptomiques est 

représentée selon un gradient de couleur au cours de l’embryogenèse et de la maturation des graines d’A. thaliana ainsi que 

dans la graine sèche et 24h après imbibition. Trois gradients différents ont été utilisés selon l’intensité d’expression des 

gènes pour visualiser au mieux les différences d’expression au cours du développement : LEC2 a une intensité d’expression 

plus faible que LEC1, lui-même exprimé plus faiblement que FUS3, ABI3 et ABI5. La zone encadrée correspond au pic 

d’expression du gène au cours du développement d’A. thaliana. 

http://www.bar.utoronto.ca/
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positivement l’expression des gènes de réponses. L’importance des kinases SnRK2 dans le contrôle de la TD par 

l’ABA est montrée par la sensibilité à la dessiccation du triple mutant snrk2 (Nakashima et al., 2009). D’autres 

éléments cis que le motif ABRE sont impliqués dans la signalisation par l’ABA comme les éléments CE, RY/Sph, 

MYB ou MYC (Finkelstein et al., 2002). Ils sont spécifiquement reconnus par des familles de facteurs de 

transcription (bZIP, B3, MYB, MYC). Les principaux facteurs en lien avec la maturation de la graine et 

notamment l’acquisition de la TD sont détaillés dans les paragraphes suivants. 

 

b)-Les facteurs de transcription majeurs 

LEC1 

Le gène Leafy cotyledon-1 (LEC1) code pour un facteur de transcription homologue à la sous-unité 

HAP3 des facteurs liant les CCAAT-box, sous-unité également appelé Nuclear Factor Y-B (NF-YB) (Lotan et al., 

1998 ; Laloum et al., 2013). LEC1 est exprimé spécifiquement dans l’embryon et l’albumen des graines lors de 

l’embryogenèse (Lotan et al., 1998 ; Junker & Bäumlein, 2012) et éteint au cours de la maturation (Figure 1.4). 

Les graines du mutant lec1 restent sensibles à la dessiccation à maturité et sont occasionnellement vivipares. 

Elles sont généralement insensibles à l’ABA, bien que la réponse à cette hormone soit très variable selon les 

graines, ce qui suggère un rôle mineur de LEC1 dans la perception de l’ABA. Les cotylédons accumulent des 

anthocyanines et présentent des caractéristiques de feuille (présence de trichomes et d’un système vasculaire 

plus développé que sur des cotylédons de type sauvage) (Meinke, 1992 ; Meinke et al., 1994 ; Parcy et al., 

1997). Ces nombreux effets pléiotropiques sur le mutant lec1 et l’induction de structures embryonnaires dans 

des feuilles sur-exprimant ce gène suggèrent un rôle majeur de LEC1 dans l’arrêt de la division cellulaire, la 

morphogenèse de l’embryon et la différenciation cellulaire du cotylédon (Lotan et al., 1998 ; Raz et al., 2001). 

L’auxine, qui joue un rôle majeur lors de l’embryogenèse somatique, stimule d’ailleurs l’expression de LEC1 

(Ledwon & Gaj, 2011). Malgré son expression précoce au cours de l’embryogenèse, LEC1 semble également 

contrôler le remplissage des graines tant au niveau des protéines de réserves que des lipides de réserve (Parcy 

et al., 1997 ; Mu et al., 2008 ; Shen et al., 2010). Ce contrôle pourrait être indirect via la régulation des autres 

régulateurs majeurs ABI3, FUS3, LEC2 (Kagaya et al., 2005 ; Mu et al., 2008) ou également par le recrutement 

du facteur de transcription bZIP67 (Yamamoto et al., 2009) (Figure 1.5B). Un domaine central conservé 

(domaine B sur la figure 1.5A) permettrait l’interaction avec l’ADN et d’autres protéines (Li et al., 1992). Une 

liste de 356 gènes potentiellement cibles de LEC1 a été récemment proposée après induction de ce gène dans 

des plantules d’A. thaliana (Junker et al., 2012). Un autre gène appartenant à la même famille de facteur de 

transcription et dont la séquence est très proche de LEC1 a été caractérisé. Il est capable de complémenter le 

mutant lec1 et a donc été nommé LEC1-like (L1L) (Kwong et al., 2003). L1L est également exprimé au cours de 

l’embryogenèse mais le profil d’expression est légèrement plus précoce que celui de LEC1. De même, le 

développement de l’embryon est arrêté au stade globulaire chez le mutant l1l alors qu’il atteint un stade plus 

avancé chez le mutant lec1 (Kwong et al., 2003). Ce profil d’expression légèrement décalé ainsi que les 

phénotypes des mutants lec1 et l1l confirme un rôle complémentaire de ces gènes au cours de l’embryogenèse. 
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Figure 1.5. Structure des facteurs de transcription majeurs de la maturation des graines et modèle présentant 

leur mode de régulation. 

A) Les domaines conservés des facteurs Leafy Cotyledon-1 (LEC1), Leafy Cotyledon-2 (LEC2), FUSCA3 (FUS3), ABA 

Insensitive-3 (ABI3) ABA Insensitive-5 (ABI5) et ABA Insensitive-4 (ABI4) sont figurés (D’après Li et al., 1992 ; Li et al., 

2010 ; Wind et al., 2011 ; Tezuka et al., 2013). B) Les facteurs B3 (LEC2, FUS3 ou ABI3) sont capables de se fixer sur le 

motif RY des promoteurs tandis que les facteurs de la famille bZIP (Basic Leucine Zipper) comme ABI5 se fixent sur les 

éléments ABRE (ABA response element). ABI3 interagit avec ABI5 pour permettre la fixation de ce dernier sur le motif 

ABRE. D’autres facteurs bZIP peuvent être recrutés par LEC1 ou LEC1-like (L1L). Ce modèle peut représenter la régulation 

de gène codant pour des protéines de réserve (SSP) dont les promoteurs contiennent des motifs RY et ABRE. 
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ABI3 

Le gène ABA Insensitive-3 (ABI3) et son homologue Viviparous1 (VP1) chez le maïs ont été 

respectivement identifiés à partir de mutants insensibles à l’ABA et mutants vivipares (Giraudat et al., 1992 ; 

McCarty, 1995). Depuis, des homologues ont été retrouvés chez un grand nombre d’espèces dicotylédones, 

monocotylédones (Santos Mendoza et al., 2008) et même un gymnosperme (Lazarova et al., 2002) et une 

mousse (Marella et al., 2006). Toutes ces séquences présentent des domaines très conservés malgré la 

distance génétique entre espèces au point que la surexpression de VP1 du maïs (monocotylédone) est capable 

d’activer la majorité des cibles d’ABI3 chez le mutant abi3-6 d’A. thaliana (dicotylédone) (Suzuki et al., 2003). 

Quatre domaines caractérisent l’ensemble des homologues ABI3 identifiés à ce jour (Figure 1.5A). Le domaine 

acide A1, le moins conservé d’entre eux, est présent en position N-terminale et a une fonction d’activateur 

transcriptionnel (McCarty et al., 1991). Trois domaines basiques très conservés assurent également les 

fonctions clés de ce facteur. B1 interagit spécifiquement avec le facteur de transcription ABI5 (Nakamura et al., 

2001), B2 serait essentiel à la localisation nucléaire et jouerait également un rôle de transactivateur (Marella & 

Quatrano, 2007) et B3 est capable de se fixer sur des séquences spécifiques de promoteurs appelées élément 

RY/Sph dont la séquence conservée est CATGCA (Suzuki et al., 1997 ; Monke et al., 2004) (Figure 1.5B). Ce 

domaine B3 d’environ 120 acides aminés est retrouvé chez d’autres facteurs de transcription tels que LEC2 

(Leafy Cotyledon-2) FUS3 (FUSCA3), les ARF (Auxine Response Factor), les VAL (VP1/ABI3-like) et RAV 

(Related to ABI3/VP1) (revu dans Santos Mendoza et al., 2008). 

Plusieurs mutants alléliques abi3 ont été identifiés chez A. thaliana avec des phénotypes plus ou moins 

forts selon la mutation (Bies-Ethève et al., 1999). Dans le mutant abi3-5, utilisé pour notre étude, la délétion 

d’une base engendre un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop prématuré entre le 

domaine B1 et le domaine B2 (Bies-Ethève et al., 1999). Le phénotype de ce mutant est très marqué : alors 

que la germination des graines de type sauvage est inhibée par 10 µM d’ABA, les graines mutantes sont 

majoritairement insensibles à 1 mM d’ABA. De plus elles ne sont pas dormantes et la chlorophylle n’est pas 

dégradée en fin de développement (Ooms et al., 1993 ; Bies-Ethève et al., 1999). Les graines matures sont 

sensibles à la dessiccation mais une acquisition transitoire de la TD à pourtant été mise en évidence en milieu 

de maturation (Ooms et al., 1993). Les graines matures abi3-5 n’accumulent pas de raffinose ni de stachyose 

(oligosaccharides de la famille des raffinose = RFO) contrairement aux graines de type sauvage mais 

contiennent plus de saccharose (Ooms et al., 1993). De plus, les mutants sévères abi3 accumulent moins de 

protéines de réserves et de protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) EM6 et EM1 que le type sauvage 

(Nambara et al., 1992 ; Bies-Ethève et al., 1999). Cette différence est également visible aux niveaux de 

l’expression des gènes codant pour ces protéines (Parcy et al., 1994 ; Bies-Ethève et al., 1999).  

ABI3 est donc un régulateur majeur du remplissage et de la maturation tardive de la graine (acquisition 

de la TD, de la longévité et de la dormance) mais n'est pas impliqué dans l’embryogenèse comme LEC1 (Raz et 

al., 2001). L’expression du gène ABI3 est d’ailleurs plus tardive que celle de LEC1 et se poursuit dans la graine 

mature (Parcy et al., 1994) (Figure 1.4). Récemment 98 gènes cibles d’ABI3 ont été identifiés par des analyses 

Chip-chip, transcriptomiques et des activations transitoires de promoteur chez A. thaliana (Mönke et al., 2012). 

La nature des cibles renforce le rôle majeur d’ABI3 dans les processus de maturation et surtout d’acquisition de 

TD dans les graines (cf 2.4 pour plus de détails). L’action d’ABI3 sur ces cibles peut être directe via l’élément 
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RY ou indirecte par association à d’autres facteurs de transcription. En effet, ABI3 et HSFA1 (Heat Shock Factor 

A1) ont une action synergique dans l’activation de l’expression du gène HSP17.7 G4 (Rojas et al., 1999). De 

même, la co-expression d’ABI3 avec bZIP10 et bZIP25 est nécessaire à l’activation du promoteur du gène 

At2S1 codant pour une protéine de réserve (Lara et al., 2003). Plus récemment, Yotsui et al. (2013) ont montré 

une interaction physique entre les homologues chez Physcomitrella patens des facteurs ABI3 et NF-YC (facteur 

appartenant à la même famille que LEC1). Ce complexe active l’expression du gène LEA1 par l’intermédiaire 

d’un nouvel élément cis ACTT-core. 

Le gène ABI3 est formé de 6 exons et 5 introns et un épissage alternatif a été mis en évidence chez le 

blé (McKibbin et al., 2002), le pois (Gagete et al., 2009), A. thaliana (Sugliani et al., 2010), la tomate (Gao et 

al., 2013) et M. truncatula (données non publiées). L’expression de l’isoforme SlABI3-T chez la tomate est 

stimulée par l’apport exogène d’ABA, de GA et d’auxine contrairement à l’isoforme SlABI3-F mais, d’après des 

expériences de double hybrides, cette dernière interagit plus fortement avec le facteur de transcription ABI5 

(Gao et al., 2013). L’épissage alternatif d’ABI3 est une modification post-transcriptionnelle régulée au cours du 

développement de la graine d’A. thaliana par le facteur d’épissage SUA (Suppressor of abi3-5) et conduit à 

l’accumulation d’un ARN codant une protéine tronquée non fonctionnelle dans la graine mature (Sugliani et al., 

2010). Ces résultats suggèrent des rôles spécifiques pour les différentes isoformes d’ABI3. Une régulation post-

traductionnelle a également été mise en évidence par la protéine AIP2 (ABI3 Interacting Protein E3 ligase) qui 

se fixe sur ABI3 et l’adresse au 26S protéasome par ubiquitination (Zhang et al., 2005). Ce mécanisme semble 

conservé puisqu’un homologue d’AIP2 interagissant avec ABI3 en double hybride a été récemment identifié 

chez le cyprès de Nootka (Gymnospermes) (Zeng et al., 2013). Ces régulations permettent une inactivation 

rapide du programme de maturation dépendant d’ABI3 dans les graines matures pour la mise en place du 

programme de germination. 

Bien qu’ABI3 soit préférentiellement exprimé dans les graines, trois homologues ont été identifiés chez 

Physcomitrella patens (Marella et al., 2006), espèce appartenant à la famille des Bryophytes et qui par 

conséquent ne produit pas de graines. Cette mousse est naturellement sensible à la dessiccation mais elle peut 

survivre à des teneurs en eau inférieures à 0,1 gH20/gMS suite à un prétraitement à 50 µM d’ABA (Koster et al., 

2010). Si l’apport exogène d’ABA est indispensable à l’acquisition de la TD chez P. patens, l’analyse de mutants 

pour lesquels l’expression d’ABI3 a été supprimée montre que ce facteur est également essentiel à la survie à 

l’état sec de cette mousse (Khandelwal et al., 2010). ABI3 pourrait y activer les mêmes cibles que dans les 

graines durant leur maturation, comme c’est le cas pour la protéine LEA1 (Sakata et al., 2010 ; Yotsui et al., 

2013). De plus, ABI3 à d’autres fonctions dans le développement des tissus végétatifs : son expression est 

importante pour le développement des bourgeons de peuplier (Rohde et al., 2002), la différentiation des plastes 

(Rohde et al., 2000) et le développement des racines latérales (Brady et al., 2003). 

 

FUS3 et LEC2 

Les gènes FUS3 et LEC2 codent également pour deux facteurs de transcription de la famille B3 

(Luerssen et al., 1998 ; Stone et al., 2001), tout comme ABI3, et forment avec lui le groupe des facteurs AFL 

(ABI3-FUS3-LEC2) de la famille B3. Ils sont capables de fixer in vitro l’élément RY des promoteurs (Reidt et al., 

2000 ; Braybrook et al., 2006) (Figure 1.5B). Cependant, alors que des homologues d’ABI3 ont été identifiés 
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dans des espèces à travers tout le règne végétal, les homologues de FUS3 semblent restreint aux 

Angiospermes et ceux de LEC2 aux dicotylédones (Li et al., 2010). Si d’un point de vue structural ces deux 

facteurs sont classés dans la même famille qu’ABI3, l’analyse des mutants correspondant chez A. thaliana a 

révélé des points communs avec lec1. En effet, la présence de trichomes sur les cotylédons des mutants fus3 et 

lec2 a conduit au regroupement de ces gènes avec LEC1 pour former le groupe LEC impliqués dans la 

différenciation des cotylédons (Meinke et al., 1994 ; Harada et al., 2001). Les graines du mutant fus3 

présentent quelques similitudes supplémentaires avec celles de lec1 et abi3: absence de dormance, diminution 

de l’accumulation des protéines de réserves et des RFO (Baumlein et al., 1994 ; Keith et al., 1994 ; Parcy et al., 

1997 ; Kroj et al., 2003 ; Tiedemann et al., 2008). Cependant, la sensibilité à la dessiccation des graines de 

fus3 est variable selon le mutant considérée. Les graines matures des mutants obtenus par mutagenèse 

chimique ont été déterminées comme sensibles à la dessiccation sans pour autant préciser la méthode utilisée 

pour arriver à cette conclusion (Baumlein et al., 1994 ; Meinke et al., 1994). En revanche, les graines matures 

du mutant d’insertion de transposon fus3-T sont viables après dessiccation et sont seulement affectées dans 

leur longévité, comme le montre des expériences de vieillissement accéléré à 37°C (Tiedemann et al., 2008). 

Cette différence phénotypique peut s’expliquer par la nature des mutations. Chez le mutant chimique la 

production d’un transcrit aberrant serait responsable de nombreux effets pléiotropiques alors qu’aucun transcrit 

FUS3 n’est détectable après l’insertion du transposon chez le mutant fus3-T. Ce mutant perte de fonction étant 

plus spécifique, FUS3 n’est vraisemblablement pas impliqué dans l’acquisition de la TD. 

Les graines du mutants lec2 présentent un phénotype nettement moins altéré que celles de lec1 abi3 et 

fus3. Les graines matures accumulent moins d’anthocyanines, sont tolérantes à la dessiccation et leur viabilité 

est seulement légèrement altérée après quelques semaines de stockage, suggérant un rôle mineur de LEC2 

dans la longévité (Meinke et al., 1994 ; Stone et al., 2001). LEC2 est exprimé principalement au cours de 

l’embryogenèse de la graine alors que l’expression de FUS3 se poursuit durant le développement et diminue 

seulement en toute fin de maturation (Stone et al., 2001 ; Kroj et al., 2003) (Figure 1.4). Pourtant ces gènes 

sont tous les deux impliqués dans l’accumulation de protéines de réserves (SSP) où ils contrôlent des voies 

partiellement redondantes mais différentes de celles d’ABI3 (Kroj et al., 2003). Tout comme LEC1, LEC2 

contrôle la biosynthèse des lipides via le facteur de transcription Wrinkled1 (WRI1) (Baud et al., 2007) et régule 

des gènes impliqués dans l’embryogenèse somatique (Braybrook et al., 2006 ; Braybook & Harada, 2008 ; 

Stone et al., 2008). 

FUS3 et LEC2 ne sont pas impliqués dans la perception de l’ABA, comme l’atteste la sensibilité des 

mutants à cette hormone (Meinke et al., 1994 ; Parcy et al., 1997) mais occupent une place centrale dans le 

contrôle hormonal. En effet l’auxine influence l’expression de FUS3 qui à son tour stimule la biosynthèse d’ABA 

(Gazzarrini et al., 2004) alors que l’expression d’AtGA3ox2, codant pour une enzyme clé de l’activation des GA, 

est réprimée par LEC2 et FUS3 (Curaba et al., 2004). Les GA exercent également un contrôle sur FUS3 via un 

mécanisme post-traductionnel impliquant une dégradation protéique par le protéasome, alors même que le 

gène FUS3 reste fortement exprimé dans la graine (Lu et al., 2010). 

Les cibles de FUS3 ont été récemment identifiées par immunoprécipation de chromatine. Après 

recoupement des résultats avec des données transcriptomiques dans lesquelles FUS3 est sur- ou sous-exprimé, 

une liste de 366 cibles directes potentielles a été publiée (Wang & Perry, 2013). Concernant les cibles de LEC2, 
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une liste de 718 gènes sur-exprimés suite à l’induction constitutive de LEC2 chez A. thaliana a été publiée, 

parmi lesquels 420 sont exprimés au cours du développement de la graine (Braybrook et al., 2006). 

 

ABI5 et ABI4 

Les gènes ABA Insensitive-4 (ABI4) et ABA Insensitive-5 (ABI5) codent pour deux facteurs de 

transcription appartenant à deux familles différentes. ABI4 contient un domaine Apetala2 (AP2) (Finkelstein et 

al., 1998) tandis qu’ABI5 est un membre de la famille des Basic Leucine Zippers (bZIP) (Finkelstein & Lynch, 

2000). Ces gènes ont été identifiés à partir de mutants insensibles à l’ABA, abi4 et abi5, et présentent quelques 

similitudes avec le mutant abi3 comme la faible expression du gène AtEM6 codant pour une LEA (surtout pour 

abi5) (Finkelstein, 1994). Cependant, leur phénotype est nettement moins marqué que les mutants sévères 

abi3 : l’insensibilité à l’ABA est moins forte et la dormance comme la tolérance à la dessiccation ne sont pas 

affectées par ces mutations (Finkelstein et al., 1998 ; Finkelstein & Lynch, 2000). L’expression d’ABI4 et d’ABI5 

n’est pas spécifique des graines même si le niveau d’expression dans les tissus végétatifs est plus faible 

(Finkelstein et al., 1998 ; Finkelstein & Lynch, 2000). Cependant, l’expression d’ABI5 est induite par l’ABA et 

par la sur-expression d’ABI3 (Finkelstein & Lynch, 2000) contrairement à ABI4 (Söderman et al., 2000). 

ABI5 est caractérisé par un domaine bZIP et 4 domaines conservées (C1 à C4) (Tezuka et al., 2013) 

(Figure 1.5A). Il est capable de se fixer sur les motifs ABRE des promoteurs de ses cibles via le motif bZIP et 

d’activer leur expression, comme par exemple les gènes codant pour les LEA AtEM1 et AtEM6 (Carles et al., 

2002). D’autres facteurs de transcription reconnaissent le domaine ABRE et participent à la réponse au stress 

dépendante de l’ABA (comme les facteurs ABF ou AREB). Mais le niveau d’expression d’ABI5 dans les graines 

suggèrent un rôle spécifique dans la maturation de la graine (Finkelstein et al., 2005) principalement par 

l’interaction physique avec ABI3 au niveau des domaines conservées C2 et C3 (Nakamura et al., 2001). Cette 

interaction est très importante pour l’action d’ABI3 dans l’activation des gènes codant pour des protéines de 

réserves, dont le promoteur contient à la fois des éléments RY et un motif ABRE (Kroj et al., 2003 ; Lara et al., 

2003) (Figure 1.5B). Par analyse double hybride, Marella et al. (2006) ont montré une faible interaction entre 

PpABI3A (codée par un des trois gènes identifiés chez P. patens) et ABI5. Cette faible interaction pourrait 

expliquer la mauvaise complémentation du mutant abi3-6 concernant les gènes AtEM6 et AtEM1, dont 

l’expression est régulée par ABI3 et ABI5 (Marella et al., 2006). Cette complémentarité entre ABI3 et ABI5 est 

renforcée par leur co-expression (figure 1.4) et par l’importance d’ABI5 en aval d’ABI3 dans l’arrêt de 

croissance des radicules au cours de la germination en réponse à l’ABA (Lopez-Molina et al., 2001 ; 2002). 

Trois domaines conservés sont mis en évidence par alignement des homologues d’ABI4 clonés à ce 

jour (Wind et al., 2013) (Figure 1.5A) : un domaine AP2 flanqué d’un motif CMIV-1 présent chez les facteurs 

DREB group IV (Dehydration Responsive Element Binding) et la séquence de 8 acides aminés LRPLLPRP, 

spécifique des facteurs ABI4 des Angiospermes. En plus d’être impliqué dans la voie de signalisation de l’ABA, 

ABI4 joue également un rôle majeur dans la signalisation des sucres (Huijser et al., 2000). En effet, ce facteur 

se fixe au motif CE1 (Coupling Element 1) présent dans les promoteurs de plusieurs gènes de réponse à l’ABA 

(Rab17) et aux sucres (ADH1) (Niu et al., 2002). Si aucune interaction physique n’a été mise en évidence entre 

ABI4 et ABI3 ou ABI4 et ABI5 (Nakamura et al., 2001), ces facteurs ont des cibles communes et leur action 

serait synergique (Reeves et al., 2011 ; Kong et al., 2013). De même, l’étude de double mutants a montré 
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qu’ABI4 et ABI5 interagissent avec FUS3 et LEC1 même si aucune interaction physique n’a été mise en 

évidence par double hybride (Brocard-Gifford et al., 2003). 

Les régulations post-transcriptionnelles et post-traductionnelles régulent l’activité de ces deux facteurs. 

En effet, ABI5 est activée par phosphorylation via la kinase SnRK2 (Fujii et al., 2007) (cf 1.1.3.a). Comme pour 

ABI3, un épissage alternatif a été mis en évidence pour ABI5 chez le riz aboutissant à une fixation plus ou 

moins forte avec VP1 (homologue d’ABI3 chez le riz) selon les isoformes (Zou et al., 2007). De plus, la protéine 

ABI5 est rapidement dégradée par le protéasome après ubiquitylation par la protéine KEG (Keep on Going) 

(Stone et al., 2006) ou sumoylation (Miura et al., 2009). En fusionnant ABI4 à la GFP ou au GUS dans des 

lignées transgéniques, Finkelstein et al. (2011) ont montré que la protéine ABI4 est rapidement dégradée, au 

moins en partie par le protéasome. Ces résultats suggèrent une régulation au niveau post traductionnel par un 

mécanisme non identifié à ce jour qui pourrait impliquer le domaine AP2 (Finkelstein et al., 2011). 

 

Autres protéines impliquées dans le développement des graines 

Tous ces facteurs majeurs régulent l’expression de facteurs secondaires comme par exemple AGL15 

(Agamous-like15) lié au métabolisme des GA (Wang et al., 2004), GL2 (Glabra2) ou WRI1 impliqués dans 

l’accumulation des lipides de réserve (Shen et al., 2006 ; Baud et al., 2007). Ces facteurs vont eux-mêmes 

activer leurs propres cibles, ce qui complexifie encore le réseau de régulation de la maturation (Gutierrez et al., 

2007 ; Santos-Mendoza et al., 2008). D’autres protéines semblent interagir avec les régulateurs majeurs LEC. 

C’est le cas de la protéine TANMEI/EMB2757 qui joue un rôle majeur dans l’embryogenèse et la maturation des 

graines d’A. thaliana, comme le montre l’analyse du mutant tan déficient pour cette protéine (Yamagishi et al., 

2005). Les graines mutantes présentent des similitudes avec celles des mutants lec1, lec2 et fus3 : 

malformation du méristème apical, trichomes sur les cotylédons, sensibilité à la dessiccation, moindre 

accumulation de protéines et de lipides de réserve. D’ailleurs, l’étude de double mutants tan/lec1 et tan/lec2 

confirment une interaction génétique entre ces protéines (Yamagishi et al., 2005). Bien que TANMEI/EMB2757 

possède sept domaines répétés WD, domaines connus pour être impliqués dans les interactions protéines-

protéines (Nocker & Ludwig, 2003), à ce jour aucune interaction directe avec LEC1 ou LEC2 n’a été mise en 

évidence.  

Hormis ABI5, d’autres facteurs bZIP sont exprimés au cours de la maturation de la graine et pourraient 

jouer un rôle complémentaire à ABI5. AtbZIP10 et AtbZIP25 ont été précédemment cités comme nécessaires à 

l’activation du promoteur du gène At2S1 codant pour une protéine de réserve (Lara et al., 2003). Plus 

récemment il a été  montré que AtbZIP53 pouvait former des hétérodimères avec ces deux facteurs et activer 

l’expression du gène At2S2 (Alonso et al., 2009). De plus, l’expression de gènes codant pour des protéines de 

réserve est activée par AtbZIP67 en interaction avec LEC1 (Yamamoto et al., 2009). Le facteur AtbZIP12 

(appelé également EEL) a été identifié comme antagoniste d’ABI5. Ce répresseur entre en compétition avec 

ABI5 pour fixer le domaine ABRE du promoteur de AtEM1 et moduler ainsi le niveau d’expression de ce gène 

(Bensmihen et al., 2002 ; 2005). 

D’autres gènes impliqués dans le contrôle de la balance ABA/GA joue un rôle majeur dans la maturation 

de la graine comme PIL5 (Phytochrome Interacting factor-3 like-5) et SOMNUS. PIL5 est un facteur de 

transcription de la famille bHLH (basic Helix Loop helix) qui active la biosynthèse d’ABA et la dégradation des  
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Figure 1.6. Modèle représentatif des régulations au sein du réseau contrôlant la maturation des graines. 

Les trois hormones les plus importantes sont représentées en gras : gibbérellines (GA) ; acide abscissique (ABA) ; auxine. 

Leafy Cotyledon-1 (LEC1) est en amont du réseau et contrôle l’expression des gènes B3 du réseau AFL : ABA-insensitive-3 

(ABI3), Leafy Cotyledon-2 (LEC2), FUSCA3 (FUS3). LEC2 contrôle l’expression de Wrinkle-1 (WRI1). PIL5 (Phytochrome 

interacting factor-3 like-5) et SOMNUS (SOM) régulent la balance hormonale ABA/GA au profit de l’ABA. Plusieurs inter-

régulations et autorégulations ont été mises en évidence entre ABI3, ABI4 et ABI5. Les couleurs des facteurs de 

transcription font référence aux domaines conservés présentés sur la figure 1.5, Viviparous1-ABI3-Like (VAL) qui possède 

un domaine B3 est donc également représenté en vert. Les activations sont représentées par des flèches noires et les 

répressions en bleu. VAL, Pickle (PKL), ASIL (Arabidopsis 6b-interacting protein-1 Like-1) et les histones deacétylases (HDA) 

agissent ensemble pour réprimer l’ensemble des gènes LEC1, LEC2, FUS3 et ABI3. Le facteur ABI3 est spécifiquement 

dégradé par l’intervention de SUA (suppressor of abi3-5) et AIP2 (ABI3-interacting protein E3 ligase) alors que la protéine 

ABI5 est dégradée par l’intermédiaire de KEG (Keep on Going). 
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GA (via le contrôle de NCED6, NCED9, GA2ox2) et réprime la dégradation d’ABA et la biosynthèse des GA (via 

le contrôle de CYP707A2, GA3ox1 et GA3ox2) (Oh et al., 2006 ; 2007). Son action est indirecte et passe en 

partie par l’activation du gène SOMNUS codant pour une protéine nucléaire de type CCCH zinc finger (Kim et 

al., 2008). Les phytochromes participent à la dégradation de PIL5 par le 26S proteasome, ce qui permet le 

déclenchement de la germination (Oh et al., 2006).  

 

Relations entre ces facteurs pour le contrôle de la maturation de la graine 

La régulation des gènes codant pour les facteurs LEC1, FUS3, ABI3 et LEC2 est complexe et de 

nombreuses inter-régulations ou autorégulations ont été mises en évidence entre eux (Meinke et al., 1994 ; 

Parcy et al., 1997 ; Kagaya et al., 2005 ; Santos-Mendoza et al., 2005 ; To et al., 2006). Le nombre très 

important d’effets pléiotropiques sur le mutant lec1 comparé aux autres mutants suggèrent que ce facteur est 

en amont des facteurs B3 (Meinke et al., 1994). De même l’expression de FUS3 et ABI3 permet de restaurer 

une grande partie du phénotype de lec2, ce qui suggère que ces deux facteurs agissent en aval de LEC2 (To et 

al., 2006) (Figure 1.6). L’expression d’ABI3 est régulée par LEC1, LEC2 et FUS3 au cours du développement des 

cotylédons d’A. thaliana mais ces inter-régulations sont tissus spécifiques et FUS3 ou LEC2 ne semblent pas 

impliqués dans la régulation d’ABI3 dans l’axe embryonnaire (To et al., 2006). Plusieurs études ont également 

montré un réseau de régulation entre ABI3, ABI4 et ABI5 (Söderman et al., 2000 ; Bossi et al., 2009). Ces trois 

facteurs agissent dans la même voie de signalisation et l’expression d’ABI5 est régulée par ABI4 et ABI3 

(Lopez-Molina et al., 2002 ; Bossi et al., 2009) (Figure 1.6).  

Le déclenchement et l’arrêt du programme de maturation des graines orthodoxes sont donc finement 

régulés. De plus, l’interaction entre plusieurs de ces facteurs est nécessaire à l’expression de chaque processus 

du développement de la graine orthodoxe (Figure 1.7). Les gènes LEC (LEC1, LEC2 et FUS3) régulent tous les 

trois l’embryogenèse (par l’intermédiaire, au moins en partie, d’autres facteurs secondaires non figurés ici).  

FUS3 et LEC2 sont également impliqués dans l’accumulation de lipides (via WRI1) et protéines de réserve 

(SSP). Concernant les SSP, les facteurs ABI3 et ABI5 jouent également un rôle majeur ainsi que d’autres 

facteurs bZIP non figurés ici (bZIP10 et bZIP25). L’accumulation des protéines LEA est principalement régulée 

par le réseau ABI3, ABI4, ABI5. ABI3 est le régulateur majeur de l’acquisition de la TD et de la dormance, 

même si FUS3 est également impliqué dans le contrôle de la dormance. La majorité du contrôle de LEC1 sur la 

maturation est indirecte étant donné son profil d’expression précoce et sa position très en amont dans le réseau 

de régulation. 

 

Contrôle de la transition maturation/germination de la graine 

Plusieurs types de répresseurs de l’expression des régulateurs majeurs de la maturation des graines 

ont été identifiés. On retrouve les ligases (AIP2, KEG) et le facteur d’épissage SUA cités précédemment. Hormis 

ces répresseurs spécifiques d’un facteur donné, des répresseurs généraux de type facteurs de transcription ou 

facteurs chromatiniens sont exprimés en fin maturation pour permettre la transition vers la germination.  

VAL1, VAL2 et VAL3 sont trois membres de la famille de facteur de transcription VAL (VP1/ABI3-like) 

caractérisés par la présence du domaine B3 et d’un domaine EAR (ERF-associated Amphiphilic Repression) 

(Tsukagoshi et al., 2005). Ce motif conservé de 7 acides aminés suffit à conférer une activité répressive aux  
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Figure 1.7. Modèle représentatif de l’implication des hormones et des régulateurs majeurs des graines 

orthodoxes dans les différents processus du développement. 

L’auxine active l’embryogenèse alors que l’acide abscissique (ABA) est l’activateur majeur des processus de maturation : 

accumulation des protéines (SSP) et des lipides de réserve, des protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant), mise en 

place de la tolérance à la dessiccation (DT) et de la dormance. Les gibbérellines (GA) stimulent la germination. Une flèche 

pleine indique une implication directe du facteur de transcription dans le processus alors qu’une flèche en pointillé signifie 

que l’action est vraisemblablement indirecte via l’activation d’autres facteurs de transcription (cf figure 1.6). Une action 

inhibitrice est représentée en noir. ABI3 = ABA-insensitive-3 ; ABI4 = ABA-insensitive-4 ; ABI5 = ABA-insensitive-5 ; AIP2 

= ABI3-interacting protein E3 ligase ; ASIL = Arabidopsis 6b-interacting protein-1 Like-1 ; FUS3 = FUSCA3 ; HDA = histone 

deacétylase ; LEC1 = Leafy Cotyledon-1 ; LEC2 = Leafy Cotyledon-2 ; PIL5 = Phytochrome interacting factor-3 like-5 ; PKL 

= Pickle ; SOM = SOMNUS ; SUA = Suppressor of abi3-5 ; VAL = Viviparous1-ABI3-Like ; WRI1 = Wrinkle-1. 
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facteurs de transcription les contenant (Ohta et al., 2001). VAL1 et VAL2 sont également appelés HSI2 (High 

level expression of Sugar Inducible gene 2) et HSL1 (HSI2 Like 1) car l’étude du double mutant associé a 

montré que ces facteurs répriment des gènes de maturation de la graine liés à la signalisation par le sucre 

(Tsukagoshi et al., 2007). L’absence de cette répression dans les mutants val1/val2 conduit à l’expression de 

caractères embryonnaires dans les plantules et à une inhibition du gène AtGA3ox1, lié à la biosynthèse de GA 

(Suzuki et al., 2007 ;  Tsukagoshi et al., 2007). Parmi les gènes réprimés par VAL1 et VAL2 on retrouve les 

régulateurs majeurs de la maturation LEC1, L1L, ABI3, FUS3 (Suzuki et al., 2007) (Figure 1.6). Cette 

répression pourrait être directe car les facteurs VAL se fixent sur les éléments RY présents dans les promoteurs 

de ces facteurs via leur domaine B3 (Guerriero et al., 2009). Le facteur de transcription ASIL1 (Arabidopsis 6b-

interacting protein-1 Like-1) joue le même rôle que VAL en réprimant dans les plantules l’expression de 

nombreux gènes spécifiques du développement de la graine dont LEC1, LEC2, ABI3, des oléosines et des 

protéines de réserve (Gao et al., 2009) (Figure 1.6). D’après un modèle proposé par Guerriero et al. (2009), la 

répression du programme de maturation, dont ABI3 est un acteur central, pourrait se faire en deux temps au 

cours de la transition maturation/germination. Dans un premier temps, ces auteurs proposent une répression 

passive en fin de maturation au cours de laquelle l’activité d’ABI3 serait inhibée par déphosphorylation et 

perdrait son activité de transactivation du domaine RY. Puis une répression active s’établirait lors de la 

germination via l’activité des répresseurs VAL capable de fixer les éléments RY des promoteurs de gènes de 

maturation. La forme active de répression est plus permanente que la forme passive et pourrait être un 

préalable à l’intervention des facteurs de type chromatiniens (Guerriero et al., 2009). 

L’état de méthylation de la chromatine joue un rôle crucial dans le contrôle de l’expression des gènes, 

comme par exemple la triméthylation de l’histone H3 chez A. thaliana, responsable de la répression d’environ 

4 400 gènes (Zhang et al., 2007). Ces méthylations sont reconnus par des complexes PcG (Polycomb Group) 

capables de réprimer l’expression des gènes en formant de plus gros complexe comme PRC2 (Polycomb 

Repressive Complex 2) (revu dans Hennig & Derkacheva, 2009). Il a été montré que FUS3 était ciblé par une 

catégorie de PcG (Makarevich et al., 2006). De plus, le gène BMI1 codant pour un PcG participe à initier la 

répression des gènes de maturation chez A. thaliana conjointement avec les gènes VAL (Yang et al., 2013). Par 

Suzuky & McCarty (2008) proposent donc qu’un faible degré de méthylation H3K27me3 pour les gènes VAL 

couplé à une augmentation de cette méthylation sur les gènes AFL puisse expliquer la transition 

maturation/germination. D’autres facteurs de remodelage de la chromatine ont été mis en évidence dans la 

répression de la maturation des graines, comme PICKLE (PKL) qui a été particulièrement étudié. Ce facteur est 

exprimé lors de la germination pour éteindre les caractères embryonnaires dans la radicule (Ogas et al., 1997 ; 

1999) en réprimant notamment l’expression de LEC1, LEC2, FUS3 (Dean Rider et al., 2003), ABI3 et ABI5 

(Perruc et al., 2007) (Figure 1.6). La modification du degré de méthylation et d’acétylation des histones 

nécessite l’intervention d’histones deactylases. Chose intéressante, Tanaka et al. (2008) ont montré que 

l’expression de LEC1, FUS3 et ABI3 est réprimée par les histones déacétylases HDA6 et HDA19 (Figure 1.6). De 

plus, des expériences double hybride et de co-immunoprécipitation ont récemment montré que HDA19 interagit 

directement avec VAL2 (Zhou et al., 2013). Alors que les facteurs VAL semblent impliqués dans l’initiation de la 

répression des gènes de maturation (Yang et al., 2013), toutes les études sur les facteurs chromatiniens tels 

que PKL, PcG ou HDA confirment l’importance des mécanismes épigénétiques dans le maintien de la répression 



35 
 

au cours de la germination et de la croissance des plantules (Jia et al., 2013). Ces mécanismes favorisent donc 

la germination (Figure 1.7).  

 

1.2-Les graines récalcitrantes 

1.2.1- Caractéristiques morphologiques et  écologiques 

Comme indiqué en début de chapitre, la majorité des graines sont orthodoxes. Cependant, un minimum 

de 281 espèces produisent des graines récalcitrantes (Gaff & Oliver, 2013), ce chiffre ne prenant en compte que 

les 7056 espèces pour lesquels le comportement des graines face à la dessiccation a été répertorié dans la base 

de données « Seed Information Database » du Kew Gardens. Ce chiffre est même deux fois plus important si on 

considère les espèces pour lesquelles la récalcitrance des graines est supposée mais pas démontrée (SID Kew). 

En extrapolant les données actuelles à l’ensemble des espèces connues, certains auteurs estiment que 20 000 

espèces produiraient des graines récalcitrantes, soit 8 % de la flore mondiale (Daws et al., 2006), et 70 % des 

arbres tropicaux produiraient des graines non orthodoxes (Berjak & Pammenter, 2000). 

On retrouve des graines récalcitrantes dans toutes les familles végétales suggérant que la sensibilité à 

la dessiccation des graines est un caractère postérieur à la tolérance. La TD aurait été perdue plusieurs fois au 

cours de l’évolution (Tweddle et al., 2003 ; Li & Pritchard, 2009). Les graines récalcitrantes forment donc un 

groupe hétérogène ayant pour point commun de ne pas survivre à l’état sec (0,1 g H20/g MS) mais elles vont 

perdre leur viabilité à des teneurs en eau très variables. Ainsi sur 64 espèces récalcitrantes testées, Sun et al. 

(1999) ont déterminé que la teneur en eau critique variait de 0,1 à 1,4 g H20/g MS. Berjak & Pammenter 

(2002) parle ainsi de continuum allant des graines orthodoxes jusqu’aux graines extrêmement sensibles à la 

dessiccation. Parmi les espèces les plus sensibles on retrouve Avicienna marina, arbre caractéristique des 

mangroves (Farrant et al., 1997). Greggains et al. (2001) ont déterminé qu’aucune des graines produites par 

cet arbre n’était capable de germer après séchage à une teneur relative en eau de 47 % (soit 0,9 g H2O/g MS) 

mais la capacité germinative est déjà altérée dès 57 % de teneur relative (1,3 g H2O/g MS). A l’inverse, les 

glands de Quercus robur sont des graines récalcitrantes moins sensibles à la déshydratation puisque la capacité 

germinative de 50 % des graines est maintenue à des teneurs relatives en eau située entre 25 % et 32 % (soit 

0,3 à 0,5 g H2O/g MS) selon les années de récolte (Finch Savage & Blake 1994). Il est cependant difficile de 

donner des valeurs absolues de teneur en eau critique pour chaque espèce car cette valeur varie selon le tissu 

considéré et son stade de développement, la méthode utilisée pour la déterminer, la température et la vitesse 

de déshydratation appliquée lors de la dessiccation (Berjak & Pammenter, 2002). En effet, un séchage rapide 

limite la durée d’exposition des cellules à des niveaux intermédiaires d’hydratation particulièrement délétères et 

permet de maintenir la viabilité du tissu à des teneurs en eau plus basses que lors d’un séchage lent. Du fait de 

la taille importante des graines récalcitrantes, le séchage rapide est particulièrement efficace pour abaisser la 

teneur en eau tout en maintenant la survie des axes embryonnaires isolés.  

Si aucune phylogénie claire n’a pu être déterminée concernant les graines récalcitrantes, des 

caractéristiques communes ont été mises en évidence à partir d’études corrélatives sur la masse, la forme, 

l’habitat, la teneur en eau à l’abscission et la vitesse de germination (Hong & Ellis, 1998 ; Dussert et al., 2000 ; 

Tweddle et al., 2003 ; Pritchard et al., 2004). Un modèle prédictif basé sur la masse des graines et le SCR 

(Seed Coat Ratio) a même été déterminé à partir de l’étude de 104 espèces appartenant à 37 familles  
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Tableau 1.1. Conditions optimales et délétères de stockage de graines récalcitrantes (Bewley et al., 2013). 

Espèces Longévité (% germin) Conditions stockage optimal Conditions délétères 

Avicennia marina Quelques jours humide Séchage 

Threoboma cacao 8 à 10 semaines 21-27°C dans cabosses recouvertes 

de fongicide 

Séchage ; < 13°C 

Hevea brasiliensis 4 mois (3%) 7-10°C dans sciure humide dans des 

sacs perforés en polyéthylène 

Teneur en eau relative < 20% 

Castanea crenata 6 mois 0-3°C dans sacs de polyethylène  ou 

boîtes ventilées 

Excès d’eau ou séchage < 0°C 

Cocos nucifera 16 mois T°C ambiante forte humidité relative Séchage 

Quercus borealis 20 mois (50%) 5°C dans boîtes scellées Teneur en eau relative < 20%-40% 
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différentes (Daws et al., 2006). Il en ressort que ces graines sont généralement grosses et entourées d’un fin 

tégument (valeur faible du SCR). Les graines récalcitrantes sont disséminées à une teneur en eau élevée mais 

ce critère n’est pas fiable car certaines graines orthodoxes le sont également dans l’échantillonnage de Daws et 

al. (2006).  

D’un point de vue écologique, les graines récalcitrantes sont souvent d’origine tropicale humide mais 

pas exclusivement (Tweddle et al., 2003 ; Pritchard et al., 2004). Cependant, la sensibilité de ces graines à la 

dessiccation pourrait être liée à l’habitat et au climat, celles des régions tempérées étant visiblement moins 

sensibles que celles des régions tropicales (Farrant et al., 1996). Daws et al. (2004) ont d’ailleurs montré une 

influence de l’environnement sur la sensibilité à la dessiccation des graines récalcitrantes de marronnier 

(Aesculus hippocastanum). Les graines écossaises s’étant développé dans les conditions les plus froides sont 

moins tolérantes à la dessiccation que celles issues d’arbres grecs vivant sous des températures plus élevées 

(Daws et al., 2004). Cette différence pourrait s’expliquer par un développement plus abouti en Grèce, visible 

par une MS plus importante et une teneur en eau à l’abscission plus basse. D’autres facteurs environnementaux 

influencent la viabilité des glands de Quercus Ilex en conditions naturelles (capacité germinative et 

développement normal des plantules) comme la quantité de précipitations pendant l’hiver, la température, 

l’ombre et le sol (Joët et al., 2013). Bien que peu de graines récalcitrantes soient dormantes (Tweddle et al., 

2003), certaines espèces peu sensibles à la déshydratation comme le marronnier disséminent des graines 

dormantes à l’automne qui ne germeront qu’au printemps suivant après une période de froid (Pritchard et al., 

1996). 

Les possibilités de stockage à moyen et long terme sont actuellement limitées pour les graines 

récalcitrantes et n’excède pas deux ans pour les espèces les moins sensibles (Berjak & Pammenter, 2008). Les 

conditions optimales de stockage sont variables d’une espèce à l’autre mais généralement une atmosphère 

humide et les températures supérieures à 10°C sont favorables. Dans ces conditions, les graines des espèces 

tropicales peuvent être conservées de quelques jours pour A. marina à quelques mois pour Hevea brasilensis 

voire plus d’un an pour Cocos nucifera (Tableau 1.1). Une température supérieure à 20°C favorise le 

développement de champignons et l’utilisation de fongicides est nécessaire dans certains cas, comme pour les 

graines de Threoboma cacao. Pour les graines d’origine tempérée moins sensibles à la dessiccation, la 

température peut être abaissée et le stockage prolongée à près de deux ans chez Quercus borealis. La cryo-

préservation d’axes embryonnaires a été développé avec succès chez certaines espèces récalcitrantes et permet 

d’envisager un stockage à long terme dans des banques (Li & Pritchard, 2009). A titre de comparaison, 95 % 

d’un lot de graines orthodoxes de pois ont germé après 65 ans de stockage à 5°C (40 ans) puis -18°C (25 ans) 

(Walters et al., 2005a).  

 

1.2.2-Les phases du développement  

Le développement des graines récalcitrantes diffère principalement par l’absence de phase de 

maturation tardive (Berjak & Pammenter, 2000) (Figure 1.8). L’accumulation des réserves et l’activité 

métabolique se poursuivent jusqu’à l’abscission et les graines sont disséminées à des teneurs en eau 

généralement très élevées comparées aux graines orthodoxes : de 0,4 à 4,4 g H20/g MS selon les espèces 

(Berjak & Pammenter, 2008). Elles restent sensibles à la dessiccation tout au long de leur développement  
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Figure 1.8. Evolution du poids frais, du poids sec et de la teneur en eau au cours du développement des graines 

orthodoxes et récalcitrantes (Pammenter & Berjak, 2000). 

Le développement des graines orthodoxes est caractérisé par une phase de maturation tardive après l’accumulation des 

réserves, au cours de laquelle la teneur en eau diminue. Chez les graines récalcitrantes, cette phase n’existe pas et 

l’accumulation des réserves se poursuit jusqu’à l’abscission de la gousse. L’absence de phase de dessiccation dans le 

développement engendre une dissémination à des teneurs en eau plus élevées que chez les graines orthodoxes. 
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même si une diminution de la sensibilité a été observée dans les graines matures de Quercus robur (Finch 

Savage, 1992), Camellia sinensis (Berjak et al., 1993) ou A. hippocastanum (Tompsett & Pritchard, 1993). 

Cependant la notion de graine mature est difficile à généraliser chez les graines récalcitrantes car, selon les 

années, les graines de Quercus robur ne sont pas disséminées à la même teneur en eau et celles qui ont la 

teneur en eau la plus faible sont plus tolérantes à la dessiccation (Finch Savage & Blake, 1994). De plus, les 

graines de certaines espèces de mangrove germent dans la continuité du développement comme A. marina 

(Farrant et al., 1993a et b) et d’autres sont même semi-vivipares (germination initiée avant l’abscission) 

comme Rhizophora mucronata (Ismail et al., 2010). Ces différences de développement au sein des graines 

récalcitrantes ont amené certains auteurs à proposer deux catégories de graines sensibles à la dessiccation 

(Farrant et al., 1997). Le développement de celles des régions tempérées pourrait être assimilé à un 

développement tronqué de graines orthodoxes, elles sont disséminées avant acquisition complète des 

mécanismes liés à la TD et restent donc sensible à la dessiccation (Finch Savage & Blake, 1994). En revanche, 

les graines produites par les espèces tropicales n’entrent pas dans la phase d’acquisition de la TD mais se 

prépare à germer, elles restent donc très sensibles à la dessiccation (Farrant et al., 1997). 

 

1.2.3-Régulation du développement 

La teneur en hormones, et particulièrement en ABA, a été étudiée chez certaines graines récalcitrantes 

plus ou moins sensibles à la dessiccation. Chez le cacaoyer, un pic de teneur en ABA (de 1 à 3 µg d’ABA/g MF) 

a été mesuré en début de maturation (Pence et al., 1991). Les glands de Quercus robur présentent dans les 

axes et les cotylédons un pic de teneur en ABA semblable à ce qui est observé durant le développement des 

graines orthodoxes de Phaseolus vulgaris (Finch Savage & Blake, 1994). Cependant, chez d’autres espèces 

tropicales, la teneur en ABA libre reste basse tout au long du développement, suggérant une faible synthèse ou 

un turn-over important (Farrant et al., 1993c ; Garello & Le Page-Degivry, 1995 ; Farnsworth & Farrant, 1998 ; 

Farnsworth, 2000). Farrant et al. (1996) ont observé un lien intéressant entre la teneur en ABA et l’origine 

géographique des espèces récalcitrantes. Une teneur en ABA inférieure à 50 ng/g MS a été mesurée dans les 

axes matures des graines d’espèces tropicales alors que chez les espèces tempérées, généralement moins 

sensibles à la dessiccation, cette teneur est supérieure à 250 ng/g MS. De plus, seules les espèces présentant 

une teneur en ABA élevée accumulent des LEA (Farrant et al., 1996). Cependant, la faible teneur en ABA ne 

suffit pas à expliquer l’absence de TD car la sensibilité à l’ABA est également à prendre en compte. En effet, un 

apport exogène d’ABA n’induit pas une forte expression des déhydrines dans les graines de Zizania palustris 

(Bradford & Chandler, 1992) et n’inhibe pas la germination des graines de Hopea odorata (Garello & Le Page-

Degivry, 1995). 

Aucune donnée moléculaire n’est disponible concernant l’expression des gènes homologues aux gènes 

codant les facteurs de transcription majeurs des graines orthodoxes au cours du développement des graines 

récalcitrantes. Seule une étude a montré que l’expression du gène ABI3 dans les graines récalcitrantes de 

Magnolia ovata n’augmentait pas en réponse au séchage (José et al., 2009). Un des objectifs des études 

menées dans le cadre de cette thèse est de combler ce manque de connaissance. 
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2-Tolérance à la dessiccation 

2.1-Définition et distribution dans le monde vivant 

Le potentiel hydrique des plantes est très élevé au point qu’on estime que l’humidité relative de l’air 

environnant doit approcher 99,6 % pour que les potentiels hydriques de la plante et de l’air soient à l’équilibre 

(Wood & Jenks, 2007). Cette valeur d’humidité relative de l’air n’est jamais atteinte (généralement elle varie 

entre 50 % et 90 %) ce qui explique l’efflux permanent d’eau des feuilles vers l’atmosphère. En cas de 

condition limitante en eau, les plantes peuvent rapidement se retrouver en situation de déficit hydrique (ou 

sécheresse) et adapter leur métabolisme et leur développement en conséquence. Les mécanismes mis en jeu 

permettent de limiter la perte en eau et s’assimilent à une stratégie d’évitement afin de maintenir une teneur 

en eau cellulaire supportable pour la plante (Walters et al., 2002). La dessiccation est une notion bien différente 

du déficit hydrique. Elle est définie comme la perte totale de l’eau libre cellulaire au profit de l’atmosphère et 

l’organisme atteint une teneur en eau de 0,1 g H2O/g MS (Alpert, 2005 ; Wood & Jenks, 2007). Un organisme 

est dit tolérant à la dessiccation s’il est capable de sécher en équilibre avec l’air et de reprendre une activité 

métabolique normale après réhydratation (Bewley, 1979). La tolérance à la dessiccation (TD) n’est donc pas 

une stratégie d’évitement du déficit hydrique mais bien une capacité à survivre à l’état sec et des organismes 

tolérant à la sécheresse ne sont pas forcément tolérant à la dessiccation (Walters et al., 2002). 

La TD est une propriété très importante permettant aux organismes vivants de pallier au manque d’eau 

durant les périodes peu favorable à la vie. Elle est également considérée comme un facteur majeur ayant 

permis l’évolution des plantes terrestres suite à la sortie des algues hors de l’eau (Oliver et al., 2000). On 

retrouve des organismes tolérants à la dessiccation parmi une grande variété d’espèces vivantes comme les 

bactéries (cyanobactéries), les champignons, les invertébrés (tardigrades, rotifères, nématodes) et les plantes 

(Alpert, 2005 ; Berjak, 2006). Au sein de ces dernières, la TD a été identifiée dans les parties végétatives 

d’espèces appartenant à toutes les grandes classes, à l’exception des Gymnospermes (Wood & Jenks, 2007). 

Par exemple, 210 Bryophytes (1 % des espèces testées) (Wood, 2007) et 330 plantes vasculaires (Porembski & 

Barthlott, 2000) ont été recensées. Chez les Angiospermes, la TD est assez rare dans les tissus végétatifs, 

environ 135 espèces appelées plantes reviviscentes, mais très courante dans les organes de dissémination 

comme les graines et les pollens (Gaff & Oliver, 2013). 

Toutes ces espèces et/ou organes tolérants à la dessiccation n’ont pas développé les mêmes 

mécanismes pour survivre à l’état sec. Alors que les bryophytes et lichens tolèrent une dessiccation très rapide 

sans contrôle du flux d’eau, les structures plus complexes comme les plantes vasculaires et les graines ont 

besoin d’une dessiccation plus lente afin de mettre en place les mécanismes de tolérance (Proctor & Tuba, 

2002 ; Wood & Jenks, 2007). La TD des bryophytes est vraisemblablement un caractère primitif tandis que 

celles des plantes vasculaires pourrait être le fruit de plusieurs évolutions indépendantes dérivant de celles des 

graines (Oliver et al., 2000 ; Proctor & Tuba 2002 ; Illing et al., 2005 ; Oliver & Gaff, 2013). Il n’est donc pas 

surprenant de retrouver des mécanismes communs entre l’acquisition de la TD des graines et des plantes 

reviviscentes (Farrant & Moore, 2011). Cependant une des spécificités des graines est de programmer 

l’acquisition de la TD comme une partie intégrante du développement et non comme une réponse à des 

contraintes environnementales (Illing et al., 2005 ; Berjak, 2006, Berjak et al., 2007). La suite de cette  
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Figure 1.9. Niveaux d’hydratation, processus de détérioration et de protection dans la graine au cours de la 

dessiccation (Bewley et al., 2013). 

Les différentes échelles du haut indiquent l’humidité relative (RH), le potentiel hydrique (Ψ), et le stade d’hydratation 

correspondant. Les processus de détérioration et de protection mis en place à ces différents niveaux d’hydratation sont 

figurés en dessous. Aucune activité métabolique et biochimique n’ayant lieu en dessous de 70% RH une distinction entre 

des processus « secs » et des processus « humides » a été ajoutée. « imbibed » correspond aux processus nécessitant un 

contact avec l’eau liquide. ROS = espèces réactives de l’oxygène.  
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introduction se focalisera principalement sur la TD des graines, mais quelques résultats intéressants chez les 

plantes reviviscentes seront présentés pour certains mécanismes. 

  

2.2-Dommages causés par la dessiccation 

A l’échelle cellulaire et moléculaire, l’eau joue de multiples rôles : (1) structurel en assurant la 

turgescence, la conformation des macromolécules et la mobilité intracellulaire ; (2) protecteur en évitant 

l’interaction entre des groupements réactifs de différentes macromolécules ; (3) métabolique en tant que réactif 

ou produit de nombreuses réactions. Pour toutes ces raisons, le retrait de l’eau entraîne de fortes perturbations 

néfastes pour l’intégrité cellulaire (Walters et al., 2002). Des études thermodynamiques concernant les 

propriétés de l’eau ont permis de définir cinq stades d’hydratation différentes au cours de la dessiccation des 

graines allant du stade V (graine imbibée) au stade I (état sec avec une teneur en eau inférieure à 0,08 g 

H2O/g MS) (Vertucci, 1990 ; Walters et al., 2005b) (Figure 1.9). Au cours des premières phases de la 

dessiccation (stade IV correspondant à une teneur en eau comprise entre 0,7 et 0,45 g H2O/g MS), la graine se 

retrouve dans des conditions semblables à un tissu végétatif soumis à un déficit hydrique. Cette phase est peu 

étudiée chez les graines mais il est vraisemblable que des mécanismes généraux de réponses aux stress 

abiotiques soient mis en place pour faire face à cette déshydratation (Berjak et al., 2007). C’est également à ce 

stade que le stress mécanique débute, compensé par l’accumulation de réserves dans des vacuoles spécifiques 

(Farrant & Moore, 2011). Le stade III (teneur en eau comprise entre 0,45 et 0,25 g H2O/g MS) constitue un 

stade intermédiaire au cours duquel le métabolisme, bien que limité, est toujours actif mais les mécanismes de 

détérioration sont de plus en plus présents (Walters et al., 2005b ; Farrant & Moore, 2011 ; Bewley et al., 

2013). Tous les processus métaboliques ne sont pas ralentis de façon simultanée et ce déséquilibre engendre la 

formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). Les réactions de Maillard sont des réactions de dégradation 

complexes initiées par l’attaque d’un groupement aldéhyde de sucres réducteurs (monosaccharides) sur le 

groupement amine de protéines. Les conditions hydriques du stade III favorisent la mise en place de ces 

réactions car la teneur en eau est encore assez élevée pour permettre la réaction hydrolytique initiale mais la 

proximité entre espèces réactives est importante (Sun & Leopold, 1995 ; Walters & Koster, 2007). Par 

conséquent, une exposition prolongée à ce stade réduit la longévité des graines car tous les mécanismes de 

tolérance à la dessiccation ne sont pas encore acquis alors que le risque oxydatif est maximum (Walters et al., 

2005b ; Berjak et al., 2007). A des teneurs en eau inférieures (stades II et I), la mobilité cellulaire est 

fortement réduite et les graines atteignent progressivement l’état sec. La plupart des graines orthodoxes voient 

leur longévité réduite au stade I, considéré comme ultra sec (teneur en eau inférieure à 0,08 g H2O/g MS). Le 

stade II correspond donc à l’optimum de conservation des graines orthodoxes (teneur en eau autour de 0,1 g 

H2O/g MS) (Walters et al., 2005b. Il est intéressant de noter que la viabilité des graines récalcitrantes est 

perdue aux stades III ou IV selon la sensibilité de l’espèce alors que les graines intermédiaires meurent 

généralement au stade II (Walters et al., 2002). 

En résumé, l’ensemble des dégradations auxquelles la cellule doit faire face au cours de sa dessiccation 

peuvent être regroupées en trois catégories : (1) les dommages structuraux dus à la réduction du volume 

cellulaire ; (2) les dommages liés au désordre métabolique que rencontre la cellule au cours de la perte en 

eau ; (3) la dénaturation des macromolécules consécutive au retrait de l’eau recouvrant leur surface 
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(Pammenter & Berjak, 1999 ; Walters et al., 2002). Si maintenir l’intégrité cellulaire et moléculaire au cours de 

la déshydratation est le premier défi à relever pour les organismes tolérants à la dessiccation, il faut encore 

survivre à l’état sec et maintenir l’intégrité au moment de la réhydratation. Pour répondre à toutes ces 

exigences, une large panoplie de mécanismes, qui commencent à être mis en évidence, est requise. 

 

2.3-Les mécanismes impliqués dans la TD 

2.3.1-Adaptations structurales 

La dessiccation s’accompagne inévitablement d’une réduction du volume cellulaire et la paroi joue alors 

un rôle majeur dans le maintien de l’intégrité structurale lors de la perte en eau mais également de la 

réhydratation. Chez les graines orthodoxes comme chez les plantes reviviscentes des observations 

microscopiques ont révélé des repliements caractéristiques de la paroi permettant de maintenir l’association 

avec le plasmalesmme (Webb & Arnott, 1982 ; Vicré et al., 1999). La structure du repliement varie selon les 

espèces et la composition biochimique des parois (Webb & Arnott, 1982). Peu d’études de l’évolution de la paroi 

au cours de la dessiccation ont été réalisées chez les graines. Koch et al. (1999) ont montré que l’activité de la 

pectinesterase augmentait d’un facteur 5 au cours de la dessiccation dans les cotylédons de Glycine max. Cette 

activité est à l’origine d’une diminution du pourcentage de pectine methylesterification et donc d’une plus 

grande plasticité de la paroi. Cette propriété est très importante pour faire face aux variations de volume 

cellulaire au cours de la déshydration et de l’imbibition. Davantage d’études ont été menées chez les plantes 

reviviscentes à ce niveau. Chez Crasterostigma wilmsii certaines modifications biochimiques de la paroi ont pu 

être mises en évidence entre feuille sèches et hydratées : diminution de la teneur en glucose dans la fraction 

hemicellulosique des parois et augmentation des substitutions en galactose dans les xyloglucanes (Vicré et al., 

2004a). De même la concentration en ion calcium augmente significativement dans les parois de C. wilmsii 

mais pas dans celles de Saintpaulia ionantha, espèce sensible à la dessiccation. Cette modification pourrait 

jouer un rôle majeur dans l’architecture des parois à l’état sec en stabilisant les pectines (Vicré  et al., 2004b). 

Le degré de vacuolisation et la proportion d’endomembranes diminuent au cours du développement des 

graines orthodoxes de Phaseolus vulgaris, permettant de réduire l’exposition de membranes susceptibles d’être 

détériorées par le retrait d’eau. Au contraire, ce degré de vacuolisation reste élevé tout au long du 

développement des graines très récalcitrantes d’Avicennia marina (Farrant et al., 1997). Le cytosquelette subit 

lui aussi des modifications au cours de la dessiccation. Faria et al. (2005) ont montré que les microtubules sont 

entièrement dissociés sous forme de tubuline dans les radicules de M. truncatula à l’état sec et que dès la 

germination les filaments de microtubules sont de nouveaux visibles. Chez l’espèce récalcitrante Inga vera, ces 

microtubules sont visibles dans les cellules de graines matures fraichement récoltées mais l’abaissement de la 

teneur en eau dans ces graines de 1,8 à 0,75 g H2O/g MS conduit à leur dissociation irréversible, y compris 

après réhydratation (Faria et al., 2004). D’autres travaux étaient arrivés à la même conclusion concernant les 

filaments d’actine avec les graines récalcitrantes de Quercus robur (Mycock et al., 2000 cité dans Berjak & 

Pammenter, 2000) et Trichilia dregeana (Gumede et al., 2003 cité dans Berjak & Pammenter, 2008). 

 

2.3.2-Ralentissement du métabolisme 
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L’activité métabolique est incompatible avec une faible teneur en eau mais certaines voies 

métaboliques sont plus sensibles que d’autres à la diminution de la teneur en eau. Par exemple, la croissance et 

la synthèse protéique sont ralenties à des teneurs en eau encore élevées alors que la respiration, bien que 

ralentie, se poursuit jusqu’à des teneurs en eau correspondant au stade III (Leprince & Hoekstra, 1998 ; 

Walters et al., 2002). Les gènes codant des enzymes majeures du métabolisme primaire et énergétique sont 

réprimés au cours de l’acquisition de la TD (Buitink et al., 2006). Il semble que la diminution de l’activité 

respiratoire chez les graines orthodoxes n’est pas qu’une conséquence de la diminution de la teneur en eau, 

mais bien une adaptation mise en place avant la perte en eau (Leprince et al., 2000). L’augmentation de la 

viscosité cellulaire limite la diffusion du O2 et la demande en ATP doit diminuer en conséquence pour maintenir 

un métabolisme équilibré et éviter l’hypoxie durant la dessiccation (Leprince & Hoekstra, 1998). A teneur en 

eau égale, les radicules non-germées de concombre qui sont tolérantes à la dessiccation émettent deux fois 

moins de CO2 que les radicules germées, qui sont devenues sensibles. Les tissus tolérants à la dessiccation 

réduisent donc leur demande en ATP avant la perte en eau ce qui n’est pas le cas des tissus sensibles, ces 

derniers se retrouvent donc en hypoxie au cours du séchage (Leprince et al., 2000). Une étude comparative 

entre espèces orthodoxe (Phaseolus vulgaris) et récalcitrante (Avicennia marina) a confirmé que l’activité 

respiratoire restait élevée tout au long du développement de la graine sensible alors qu’il était ralenti en 

parallèle de l’acquisition de la TD chez P. vulgaris (Farrant et al., 1997). La régulation du métabolisme est un 

moyen de limiter la production de ROS au cours des stades intermédiaires de la dessiccation (stade III) et 

certaines études ont montré qu’elle était couplée à une dédifférenciation des mitochondries permettant ainsi de 

réduire les surfaces membranaires (Farrant et al., 1997 ; Pammenter & Berjak, 1999). 

En dehors du métabolisme énergétique, d’autres processus sont stoppés en lien avec l’acquisition de la 

TD chez les graines orthodoxes, comme le cycle cellulaire. Au cours du séchage des graines orthodoxes de Vicia 

faba, la réplication de l’ADN est un des premiers processus à être stoppé et les cellules restent bloquées en 

phase G1 (Brunori, 1967 cité dans Pammenter & Berjak, 1999). Chez A. marina la réplication de l’ADN n’est 

arrêtée que quelques heures autour de l’abscission (Boubriak et al., 2000). L’activité métabolique élevée des 

graines récalcitrantes permet un développement rapide des plantules mais peut aussi expliquer leur sensibilité à 

la dessiccation. 

Cependant, il ne faut pas envisager la graine au cours du séchage comme un organe sans la moindre 

activité moléculaire. Par exemple, la phase de post-maturation décrite au cours du développement des graines 

orthodoxes est cruciale pour préparer la graine en vue d’une phase de quiescence et de sa germination 

(Angelovici et al., 2010). Bien que le métabolisme soit ralenti, il n’est pas stoppé et une activité 

transcriptionnelle semble se poursuivre (Bove et al., 2005, Cadman et al., 2006). Parmi les gènes sur-exprimés 

les processus biologiques associés ne sont pas forcément liés à la dessiccation mais sont caractéristiques de la 

germination des graines (machinerie traductionnelle, protéines du métabolisme énergétique et de la réparation 

de l’ADN) (Angelovici et al., 2010). Cependant, ces hypothèses sur l’activité transcriptionnelle durant la post-

maturation sont débattues et certains auteurs ont montré qu’une oxydation sélective de certains transcrits 

durant le stockage des graines pouvait expliquer la différence apparente d’expression des gènes (Bazin et al., 

2011).  
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Même si des modifications structurales et métaboliques permettent de limiter l’exposition des 

macromolécules au manque d’eau, l’impact de la dessiccation sur les structures restantes est majeur : 

dénaturation et agrégation des protéines, oxydation et rupture des membranes phospholipidiques. Des 

mécanismes protecteurs sont donc également mis en place, comme les protéines chaperonnes, la réduction de 

la mobilité cellulaire ou les défenses antioxydantes. Ils sont détaillés dans les paragraphes suivants.  

 

2.3.3-LEA 

a)-Définition et classification 

L’abondance de la littérature concernant les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) montre bien 

que ces molécules sont très étudiées en lien avec la TD. Comme leur nom l’indique, les ARNm codant ces 

protéines ont été initialement identifiés comme fortement exprimés durant la maturation tardive des cotylédons 

de coton par rapport aux autres stades de développement (Dure et al., 1981 ; Galau & Dure, 1981). Les 

premiers travaux ont révélé que tous ces ARNm étaient induits précocement dans des embryons excisés 

cultivés en présence d’ABA (Dure et al., 1981) et que 13 des 18 ARNm clonés étaient induits en réponse à l’ABA 

exogène (Galau et al., 1986). Par la suite, un nombre croissant de protéines homologues ont été identifiées 

chez d’autres espèces en dehors du règne végétal, complexifiant la définition et la nomenclature de cette 

famille (Tunnacliffe & Wise, 2007 ; Battaglia et al., 2008). Ces protéines ont été identifiées en réponse à de 

nombreux stress abiotiques et à la dessiccation et partagent un certain nombre de caractéristiques 

structurales : ce sont de petites protéines généralement hydrophiles, stables à la chaleur, comportant des 

zones de faible complexité (motifs répétés) et présentant, pour la plupart, une structure majoritairement 

désordonnée en condition hydratée (Bray, 1993 ; Garay Arroyo et al., 2000 ; Wise & Tunnacliffe, 2004 ; 

Tunnacliffe & Wise, 2007 ; Battaglia et al., 2008). 

La nomenclature et la classification des protéines LEA ont subi de nombreuses modifications depuis leur 

mise en évidence. Tout d’abord, Dure et al., (1989) ont classé les protéines identifiées chez plusieurs espèces 

végétales en trois groupes en se basant sur la présence de motifs dans les séquences d’acides aminés. Puis, 

toujours en se basant sur la similarité entre séquences, trois nouveaux groupes ont été créés et renommés 

pour donner les groupes : D-7, D-11, D-19, D-29, D-34, D-113 (cités dans Bray, 1993 ; Wise, 2003). Certaines 

LEA ont également été nommées déhydrines en référence à leur surexpression en réponse à un stress hydrique 

dans des plantules de maïs et d’orge (Close et al., 1989). En 2003, Wise répertorie 112 protéines LEA dans les 

bases de données internationales Swissprot et SpTrEMBL et montre que l’assignation de toutes ces protéines 

dans les groupes existant est de plus en plus difficile et parfois incohérente. Le développement d’outils 

bioinformatiques tels que l’analyse de profil peptidique (POPP) (Wise, 2002) et les domaines Pfam (Protein 

Family database) (Bateman et al., 2002) a permis de repenser la classification. L’analyse POPP (Protein or 

Oliginucleotide Probability Profile) permet de classer les séquences en cluster selon leur composition en acides 

aminés plutôt qu’en fonction de la similarité de séquences et se révèle particulièrement pertinente pour les 

protéines LEA qui possèdent des zones de faible complexité (Wise & Tunnacliffe, 2004). En effet, ces zones 

posent des problèmes pour l’alignement local des séquences et donc pour la comparaison de leur similarité. 

Ainsi, toutes les LEA ont pu être reclassées dans de nouveaux groupes en fonction de la sur- ou sous-

représentation de certains acides aminés (Wise, 2003). Par ailleurs, deux analyses complètes et indépendantes  
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Tableau 1.2. Différentes classifications des protéines LEA. 

D’après Hundertmark & Hincha, 2008 ; Wise, 2003 ; a Battaglia et al., 2008) 

 

 

Pfam 
Hundertmark 
& Hincha 2008 

Wise 2003 Cuming 1999 Bray 1993 Dure et al. 1989 

PF00257 déhydrines IIa ; IIb 2 groupe 2 D-11 

PF03760 LEA_1 IIa ; III 2 ; 3 groupe 4 D-113 

PF03168 LEA_2 VI 5 / D95 

PF03242 LEA_3 V / / D73 

PF02987 LEA_4 III 3 groupe 3 ; groupe 5 D-7 ; D-29 

PF00477 LEA_5 I 1 groupe 1 D-19 

PF04927 SMP   IV 5 groupe 6 D-34 

PF10714 a PvLEA18 / / / / 

PF02496 a AtM / / / / 
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du génome d’A. thaliana ont permis d’identifier 51 (Hundertmark & Hincha, 2008) et 50 (Bies-Etheve et al., 

2008) gènes codant pour des LEA classés en neuf groupes. Dans la première étude, l’ensemble de ces gènes 

ont été classés en neuf groupes sur la base des domaines Pfam identifiés dans les séquences. Dans la suite du 

mémoire, nous suivrons cette classification Pfam pour les LEA identifiées chez M. truncatula et C. australe et la 

correspondance entre toutes les nomenclatures est donnée dans le tableau 1.2 pour permettre de faciliter les 

références aux travaux précédents. Cependant, la classification des protéines LEA n’est toujours pas figée et 

des évolutions continuent à être proposées. Par exemple, une étude récente et exhaustive des 710 séquences 

codant pour des protéines LEA répertoriées dans la base de données LEAPdb a permis de distinguer des sous 

groupes au sein des familles Pfam et d’arriver à 12 classes (Jaspard et al., 2012). Les auteurs se basent sur les 

similarités et sur les propriétés biochimiques des différentes séquences protéiques. 

 

b)-Caractéristiques biochimiques, structurales 

Une des caractéristiques majeures des protéines LEA est leur hydrophilicité élevée, visible par leur 

profil d’hydropathie ou leur GRAVY (Grand Average of Hydropathy) très négatifs (Baker et al., 1988 ; Dure et 

al., 1989 ; Tunnacliffe & Wise, 2007 ; Hundertmark & Hincha, 2008 ; Battaglia et al., 2008). Cette 

caractéristique s’explique notamment par la richesse en acide aminés polaires et est à la base des propriétés 

structurales et biochimiques comme la structure désordonnée à l’état hydratée. Cependant certaines 

caractéristiques sont propres à chaque famille comme la composition en acide aminées, des motifs particuliers 

ou la présence de structure native ordonnée chez certaines LEA (Jaspard et al., 2012). Nous allons donc faire 

un bref aperçu des données disponibles famille par famille.  

Dehydrines 

Ces LEA font partie des plus hydrophiles. Elles sont riches en acides aminés polaires et chargés et 

généralement dépourvus d’acides aminés aromatiques et de cystéine (Wise & Tunnacliffe, 2004 ; Battaglia et 

al., 2008). Une des raisons pouvant expliquer l’absence de cystéine est la capacité de cet acide aminé à créer 

des ponts disulfures, un élément très structurant pour les protéines et qui est incompatible avec la structure 

désordonnée des déhydrines. Au contraire la richesse en histidine observées chez les déhydrines semble être 

une caractéristique des protéines désordonnées (Jaspard et al., 2012). Ces LEA sont caractérisées par un motif 

de 15 acides aminés EKKGIMDKIKEKLPG à proximité de l’extrémité C-terminale (segment-K), d’une succession 

de résidus sérine (segment-S) et d’un motif conservé T/VDEYGNP près de l’extrémité N-terminale (segment-Y) 

(Close et al., 1993 ; Close, 1997). Le segment-K est toujours présent mais pas forcément les deux autres, ce 

qui a conduit à la création de sous catégories selon la présence ou l’absence et la position des segments S et Y. 

Le segment-K est répété de une à 11 fois et le segment-Y jusqu’à 35 fois selon les protéines. Le segment-S est 

parfois phosphorylé comme démontré pour RAB-17 chez le maïs (Vilardell et al., 1990 ; Plana et al., 1991) ou 

chez C. plantagineum (Röhrig et al., 2006) ce qui montre l’importance des régulations post traductionnelle dans 

l’activité de ces protéines. La forte proportion d’acides aminés chargés permet de diviser les déhydrines en deux 

groupes : acide et neutre/basique, nous verrons par la suite que les déhydrines acides ont des propriétés 

particulières. L’analyse structurale par dichroïsme circulaire a montré que ces protéines sont en grande partie 

désordonnées à l’état hydratée (Ismail et al., 1999 ; Hara et al., 2001 ; Soulages et al., 2003 ; Mouillon et al., 

2006, Shih et al., 2012) mais peuvent adopter une structure en hélice α au cours du séchage (Shih et al., 
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2012), favoriser l’apparition de structure poly-L-proline (PII) aux basses températures (Soulages et al., 2003) 

ou rester désordonnée en présence de sels stabilisants, d’ions métalliques ou de température élevée (Mouillon 

et al., 2006). 

LEA_5 

Ces LEA sont également très hydrophiles, riches en acides aminés chargés et en glycine (environ 18 

%). Elles contiennent un motif hydrophile de 20 acides aminés GGQTRREQLGEEGYSQMGRK (Galau et al., 1992) 

qui est répété de une à quatre fois selon les protéines. Chez les plantes, deux autres motifs conservés ont été 

identifiés (Battaglia et al., 2008 ; Bies-Etheve et al., 2008). D’un point de vue structural, les LEA-5 partagent 

beaucoup de caractéristiques avec les déhydrines. Plusieurs études structurales par NMR (Eom et al., 1996), 

dichroïsme circulaire (Soulages et al., 2002) ou FTIR (Boudet et al., 2006 ; Shih et al., 2012) ont confirmé que 

ces protéines sont majoritairement désordonnées à l’état natif en milieu hydraté mais qu’elles se structurent au 

cours de la dessiccation. Par exemple MtEM6 voit sa proportion de structure désordonnée diminuer de 64 % à 

32 % au profit des hélices α au cours du séchage, qu’il soit lent ou rapide (Boudet et al., 2006). Soulages et al. 

(2002) ont montré que l’abaissement de la température induisait une transition structurale chez GmD-19 

semblable à GmDHN1 (déhydrine) qui se traduit par une proportion plus importante en structure PII. Cette 

structure particulière favorise l’exposition des acides aminés polaires et donc l’interaction de la protéine avec 

l’eau (Soulages et al., 2002).  

 

LEA_4 

Ce groupe est le plus important en nombre et rassemble des LEA assez variées, exprimées chez les 

plantes mais aussi chez les autres procaryotes, nématodes et rotifères (Battaglia et al., 2008). Dure et al. 

(1989) ont rapidement mis en évidence des particularités dans les séquences peptidiques de ces LEA et 

notamment la répétition d’un motif de 11 acides aminés TAQAAKEKAXE susceptible de former une hélice α 

amphiphile. Mais ce motif, bien que présent dans les premières LEA identifiées, n’est pas retrouvé dans les 18 

protéines d’A. thaliana classées dans ce groupe (Hundertmark & Hincha, 2008). En analysant 65 séquences 

protéiques appartenant à ce groupe, Battaglia et al. (2008) ont mis en évidence quatre autres motifs 

permettant de diviser ce grand groupe en deux sous groupes en fonction de la présence ou non de ces motifs et 

de leur position. Certains acides aminés (Lys, Glu, Asp, Ala) sont périodiquement répétés dans les séquences de 

ce groupe (Tunnacliffe & Wise, 2007). L’analyse structurale par dichroïsme circulaire a montré des résultats 

comparables à ceux obtenus pour les déhydrines : une structure native désordonnée capable d’adopter une 

structure majoritairement en hélice α au cours d’un séchage (Goyal et al., 2003 ; Tolleter et al., 2007). La 

vitesse de séchage et la présence d’autres molécules comme le saccharose peuvent influer sur la conformation 

obtenue après dessiccation (Wolkers et al., 2001 ; Shih et al., 2012). De plus ces changements de 

conformation sont parfaitement réversibles (Wolkers et al., 2001 ; Tolleter et al., 2007). 

 

LEA_1 

Les protéines appartenant au groupe LEA_1 présentent une zone assez conservées de 70 à 80 acides 

aminés en position N-terminale mais pendant longtemps aucun motif clair n’avait été identifié et la pertinence 

de maintenir ce groupe a même été discuté (Wise, 2003). Plus récemment, Battaglia et al. (2008) ont proposé 
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jusqu’à cinq motifs identifiés chez la majorité d’entre elles tandis que Bies-Etheve et al. (2008) mettait en 

évidence le motif SAKEKIS dans les cinq séquences protéiques de ce groupe chez A. thaliana. Ces LEA sont 

présentes à travers tout le règne végétal mais ont été assez peu étudiées d’un point de vue structural. Shih et 

al. (2004 ; 2010) ont montré que GmPM16, GmPM1 et GmPM28, bien que majoritairement désordonnée, 

possède des structures en hélice α à l’état hydratée. Ces auteurs ont également montré qu’un séchage rapide 

induisait une modification réversible de conformation de la protéine plus ou moins prononcée selon les protéines 

avec 90 % d’hélice α pour GmPM16 (Shih et al., 2004) contre 49 % pour GmPM1 et 42 % pour GmPM28 (Shih 

et al., 2010). 

 

SMP 

Ce groupe rassemble des LEA caractérisées par une forte proportion d’acides aminés hydrophobes et 

des propriétés physico-chimiques indiquant que ces protéines ne sont pas majoritairement désordonnées à 

l’état natif (Jaspard et al., 2012). Certains auteurs ont suggéré que ces différences amenaient à exclure ces 

protéines du groupe des LEA (Tunnacliffe & Wise, 2007). Boudet et al., (2006) ont étudié par FTIR la structure 

de PM25 chez M. truncatula et ont montré que 33 % de la protéine est structurée en hélice α, 18% en feuillet β 

et 49 % est donc désordonnée à l’état natif. La part de structure désordonnée serait même supérieure d’après 

des études ultérieures par dichroïsme circulaire (Boucher et al., 2010), ce qui va à l’encontre des prédictions 

structurales in silico proposées pour les protéines de ce groupe (Tunnacliffe & Wise, 2007). Une fois encore la 

conformation évolue de façon réversible en condition de séchage, avec davantage de structure en hélice α et 

moins de régions désordonnées (Boudet et al., 2006). 

 

LEA_2 et LEA_3 

Les groupes LEA_2 et LEA_3 regroupent également des LEA atypiques, plus hydrophobes (Hundertmark 

& Hincha, 2008). Au même titre que les protéines du groupe SMP, leur appartenance au groupe des LEA est 

discutée (Tunnacliffe & Wise, 2007). Contrairement à la majorité des LEA, la structure de LEA14, qui appartient 

à ce groupe, a été déterminée par NMR comme étant ordonnée en hélice α et feuillet β en solution (Singh et al., 

2005). Ces protéines fortement structurées pourraient avoir une autre fonction que les LEA décrites 

précédemment. En effet, elles sont plus rapidement fonctionnelles et pourraient donc être induites pour les 

stress modérés alors que les protéines désordonnées seraient plus spécifiques des stress sévères (Jaspard et 

al., 2012). 

 

Autres protéines associées aux LEA 

Deux autres groupes de protéines ont été récemment mis en évidence présentant plusieurs 

caractéristiques communes avec les LEA. Le groupe PvLEA18, dont les premiers membres ont été identifiés 

chez le haricot, est constitué de petites protéines hydrophiles induites en condition de stress hydrique et en 

présence d’ABA (Colmenero-Flores et al., 1997). Quatre motifs, dont deux très conservés, sont retrouvés parmi 

ces protéines (Battaglia et al., 2008) et leur structure est prédite comme étant majoritairement désordonnée 

(Garay Arroyo et al., 2000). Le deuxième groupe est formé par AtM17 et AtM10, deux protéines très  
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Tableau 1.3. Gènes codant pour des protéines LEA identifiés chez M. truncatula. 

Les protéines sont classées d’après les domaines Pfam. Les domaines Interpro associés et la classification de Dure sont 

rappelés pour chacun de ces groupes. Pour chaque gène, l’identifiant MtGI11 (Medicago Truncatula Gene Index) ainsi que 

les identifiants IMGAG 3.5 (International Medicago Genome Annotation Group) et AGI (Arabidopsis Gene Index) sont 

précisés. Les données d’expression sont déduites de l’analyse in silico de Chatelain et al. (2012). Les gènes codant des 

protéines identifiées dans le protéome stable à la chaleur de graine mature (Chatelain et al., 2012 ; Boudet et al., 2006 

pour BudCar5) sont indiqués en rouge ; || = non disponible. 

 

Pfam name Pfam domain InterPro Dure Protein name MtGI11 IMGAG 3.5 AGI Expression (Chatelain et al. , 2012)

DHN3 TC175037 || || Graine / racine stress salin

PM12 TC176019 Medtr3g117190 || Graine

DHN-cognate TC174308 Medtr3g117290 AT1G76180 ||

BudCar5 TC183811 Medtr7g086340 || Ubiquiste

SLTI66 TC182121 || AT1G54410 Ubiquiste

RAB21 TC198429 Medtr8g106140 || Graine / racine stress salin

EM6 TC185907 Medtr4g016960 AT2G40170 Graine

EM1 AJ498523 || || Graine

SBP65 TC185888 Medtr4g079690 AT2G42560 Graine

PM10 TC174929 || AT2G18340 Graine / racine stress salin

PM18 TC183861 || AT2G36640 Graine

MP2 TC187312 Medtr1g061730 AT2G36640 Graine / racine stress salin

LEAM TC179172 Medtr2g014040 AT5G44310 Graine

CapLEA.I TC175990 || AT1G52690 Graine / racine stress salin

CapLEA.II TC194635 || AT1G52690 Graine / racine stress salin

CapLEA.III TC178278 || AT1G52690 Graine / racine stress salin

PM1 TC174780 Medtr7g093170 AT5G06760 Graine / racine stress salin / fleur / feuille

D-113.I TC183667 Medtr7g093140 AT5G06760 Ubiquiste

D113.II TC178511 Medtr7g093160 AT5G06760 Graine / racine stress salin

PM29 TC183357 || AT1G32560 ||

D-34.I TC176519 Medtr1g072090 AT3G22500 Graine

PM25 TC174777 || AT3G22490 Graine

D-34.II TC183570 || AT3G22490 Graine

D-34.III TC178467 Medtr2g076230 AT3G22490 Graine

ECP31 TC189170 Medtr3g034660 AT1G03120 Ubiquiste

D-34.IV TC196118 || AT3G22490 ||

LEA14-like c BQ124186 || AT1G01470 Graine

LEA14 TC179700 Medtr7g079180 AT1G01470 Ubiquiste

LEA-like a TC179542 Medtr5g088850 AT2G44060 Ubiquiste

LEA-like b TC174481 || AT2G44060 Ubiquiste

LEA5 TC186221 Medtr4g120040 || Graine

LEA-like protein NP7252631 || || ||

ARG-2 TC176432 || || ||

ARG-2-like TC187764 || || ||

dehydrin PF00257 IPR000167 D11

LEA_5 PF00477 IPR000389 D19

LEA_4 PF02987 IPR004238 D7

LEA_1 PF03760 IPR005513 D113

LEA_3 PF03242 IPR008082 D73

SMP PF04927 IPR007011 D34

LEA_2 PF03168 IPR004864 D95
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hydrophiles excepté à leur extrémité N-terminale, présentant un domaine constitué de six cystéines au sein 

d’un motif de 47 acides aminés (Raynal et al., 1999).  

 

Les protéines LEA identifiées chez M. truncatula 

Trente quatre gènes codant pour des protéines LEA ont été répertoriés chez M. truncatula par Chatelain 

et al. (2012), ils sont présentés dans le tableau 1.3. Selon la nomenclature Pfam, ils sont classés en sept 

groupes différents car aucun membre des groupes AtM et PvLEA18 n’a été identifié. Sur les 28 pour lesquels 

une analyse de l’expression in silico a pu être effectuée, 12 sont spécifiques des graines (43 %), neuf sont 

exprimés dans les graines et dans les racines en réponse à un stress salin (32 %) et sept ont une expression 

ubiquiste (25 %) (Chatelain et al., 2012). Les protéines codées par 18 de ces gènes, principalement classées 

dans les groupes LEA_5, LEA_4, LEA_1 et SMP, ont été identifiées dans le protéome stable à la chaleur de 

graines matures (Boudet et al., 2006 ; Chatelain et al., 2012). La moitié de ces gènes sont exprimés 

spécifiquement dans les graines. 

 

c)-Localisation cellulaire 

Les études de localisation subcellulaire des protéines LEA menées à ce jour ont montré que ces 

protéines ne sont pas membranaires mais plutôt réparties au sein des différents organites (chloroplaste, 

mitochondrie, réticulum endoplasmique, noyau, cytoplasme) (revue dans Tunnacliffe & Wise, 2007). Il n’est pas 

surprenant que ces protéines ne soient pas membranaires étant donné leur caractère fortement hydrophile. Une 

analyse exhaustive de la localisation des 51 LEA identifiées chez A. thaliana a été récemment entreprise par 

transformation de protoplastes avec les gènes codant ces LEA couplés à la GFP puis visualisation au microscope 

confocal. Elle confirme que ces protéines sont présentes dans tous les compartiments cellulaires même si la 

grande majorité d’entre elles (39) sont cytosoliques et/ou nucléaires (Candat, 2012). Excepté pour la grande 

famille LEA_4 dont les 18 membres ont été localisés dans 6 compartiments cellulaires différents, il y a une 

certaine homogénéité dans la localisation cellulaire des LEA au sein d’une même famille. Par exemple, les 

protéines des groupes LEA_1 ; LEA_2 ; LEA_5 ; SMP ; PvLEA18 et les déhydrines sont toutes cytosoliques et/ou 

nucléaires. Les deux membres de la famille AtM ont été localisées au niveau de la vacuole et la famille LEA_3 

regroupe 4 protéines dont 3 sont mitochondriales (Candat, 2012). 

 

d)- Fonctions proposées chez les plantes 

Dès leur découverte, il a été établi que les LEA étaient principalement exprimées dans les graines en fin 

de maturation et étaient induites en réponse à de nombreux stress abiotiques (revu par Tunnacliffe & Wise 

2007 ; Battaglia et al., 2008), conditions où l’ABA joue un rôle de régulateur majeur. Cependant, deux études 

indépendantes publiées la même année ont montré que tous les gènes codant pour des LEA chez A. thaliana ne 

répondent pas à un traitement à l’ABA. En effet, 27 des 51 gènes identifiés par Hundertmark & Hincha (2008) 

sont sur-exprimés dans des plantules de sept jours en présence de 10 µM d’ABA et seulement 10 des 45 gènes 

identifiés par Bies-Ethève et al. (2008) le sont dans des jeunes plantules mises au contact de 50 µM d’ABA. 

D’après des données de PCR quantitative, 33 des 51 gènes sont exprimés dans les graines (pas nécessairement 

ceux induits par l’ABA) mais 22 sont fortement exprimés dans d’autres tissus. Plus de la moitié de ces gènes 
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exprimés en dehors de la graine (12) est fortement induite en réponse au froid, au stress salin ou à la 

sécheresse (Hundertmark & Hincha, 2008). Seulement 10 gènes sont à la fois exprimés dans les graines et 

dans les tissus végétatifs en condition de stress suggérant qu’un groupe de LEA est impliqué dans la réponse 

aux stress abiotiques tandis qu’un autre groupe jouerait un rôle spécifique dans les graines. Cette hypothèse a 

été renforcée par des analyses transcriptomique et protéomique chez M. truncatula. L’analyse des données de 

puce à ADN pour 28 des 34 gènes codant des protéines LEA chez cette espèce a révélé que 12 d’entre eux 

étaient spécifiquement exprimés dans les graines (Chatelain et al., 2012). Ces LEA, principalement retrouvées 

au sein des familles LEA_4, LEA_5 et SMP chez M. truncatula, pourraient jouer un rôle spécifique dans la TD. En 

effet, l’accumulation de cinq d’entre elles a été spécifiquement corrélée à l’acquisition de la TD chez M. 

truncatula alors que d’autres LEA non spécifiques des graines (notamment des déhydrines) sont accumulées en 

réponse au stress osmotique (Boudet et al., 2006). Pour identifier les protéines induites spécifiquement en 

réponse à la dessiccation, les auteurs ont tiré partie de la possibilité de ré-induire la TD dans des radicules de 

taille inférieure à 2,8 mm en présence de polyethylene glycol (PEG). Les protéines induites uniquement dans 

des radicules de 5 mm en présence de PEG (sensibles à la dessiccation mais stressées) par rapport aux 

radicules dans l’eau (sensibles à la dessiccation) répondent à un stress osmotique tandis que celles induites 

uniquement dans les radicules de 2,8 mm sont spécifiquement liées à la TD. D’autres études associent 

l’expression de protéines LEA à la dessiccation. Par exemple, Buitink et al. (2006) ont montré que presque tous 

les gènes codant pour des LEA sont sur-exprimés lors de la réinduction de la TD dans des radicules. De plus, 

l’expression de gènes codant pour des LEA a été détectée chez les plantes reviviscentes au cours de leur 

déshydratation (Ditzer et al., 2001 ; Collett et al., 2004 ; Illing et al., 2005). Cependant les déhydrines ont été 

identifiées dans les graines récalcitrantes de plusieurs espèces (Finch-Savage et al., 1994; Farrant et al., 1996; 

Han et al., 1997; Panza et al., 2007; Sunderlikova et al., 2009; Ismail et al., 2010; Lee et al., 2012). 

L’expression de gènes codant pour les déhydrines dans des graines récalcitrante de Quercus robur est induite 

par l’ABA (Finch-Savage et al., 1994). Si la présence ou l’absence de déhydrines ne semble pas liée à la TD, 

l’expression des autres familles de LEA n’a pas été étudiée chez les graines récalcitrantes. 

Ces études corrélatives ne suffisent pas à comprendre les fonctions biologiques et biochimiques de ces 

protéines. Par conséquent, plusieurs études fonctionnelles ont été menées par sur-expression d’un ou plusieurs 

gènes codant pour des LEA. Dans la majorité des cas, une augmentation de la tolérance au stress hydrique 

(Sivamani et al., 2000 ; Chandra Babu et al., 2004 ; Amara et al., 2013) et salin (Xu et al., 1996 ; Cheng et 

al., 2002b ; Rohila et al., 2002 ; Park et al., 2005, 2011) ou au froid (Houde et al., 2004 ; Xing et al., 2011 ; 

Wu et al., 2012) a été observée. Cependant, aucun effet n’est visible après sur-expression des déhydrines 

RAB18 et COR47 chez A. thaliana (Puhakainen et al., 2004 concernant le stress hydrique). Le même résultat est 

obtenu en sur-exprimant simultanément chez le tabac trois protéines induites par la dessiccation chez 

Craterostigma plantagineum (Iturriaga et al., 1992). Ces trois protéines sont en réalité deux déhydrines et une 

LEA appartenant à la famille LEA_4 (Tunnacliffe & Wise, 2007). L’analyse phénotypique de mutants déficients 

pour l’expression d’une LEA donnée est assez délicate du fait de la redondance fonctionnelle entre certaines de 

ces protéines qui pourraient compenser cette mutation (Tunnacliffe & Wise 2007). Néanmoins, le mutant 

d’Arabidopsis déficient en EM6 (LEA_5) présente une maturation altérée de la graine, avec notamment une 

déshydratation plus rapide en fin de développement (Manfre et al., 2006 ; 2009). Olvera-Carillo et al., (2010) 
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ont inactivé l’expression des trois protéines LEA appartenant au groupe LEA_1 chez Arabidopsis, et montré chez 

cette lignée mutante une tolérance réduite au stress osmotique dans les plantules, et au stress hydrique dans 

les plantes adultes par rapport aux plantes sauvages. De plus, en condition hydrique optimale, la production de 

graines est altérée chez le mutant avec une masse sèche inférieure à celle mesurée chez l’espèce sauvage. Par 

ailleurs, la longévité des graines et la germination en condition de stress salin sont réduites dans une lignée 

d’A. thaliana sous-exprimant fortement trois déhydrines (Hundertmark et al., 2011). Ces graines restent 

néanmoins tolérantes à la dessiccation. 

Si le rôle des LEA dans la réponse aux stress et à la dessiccation est de plus en plus avérée, 

l’expression importante de LEA dans les tissus végétatifs non stressées (Bies-Ethève et al., 2008 ; Hundertmark 

& Hincha, 2008) permet de supposer que ces protéines jouent de nouvelles fonctions, mal connues à ce jour, 

dans le développement des plantes (Battaglia et al., 2008 ; Olvera-Carillo et al., 2010). Afin de mieux 

appréhender l’ensemble des fonctions jouées par ces protéines il est important de comprendre leur mécanisme 

d’action à l’échelle cellulaire. 

  

e)-Mécanismes d’action 

La modélisation des structures tri dimensionnelles a permis d’émettre des hypothèses pour comprendre 

par quels mécanismes les protéines LEA peuvent jouer un rôle dans la TD. Par exemple, le segment-K des 

déhydrines, qui se structure en hélice α, peut interagir avec les domaines hydrophobes d’autres molécules et 

éviter leur agrégation (Close, 1997). Depuis, de nombreuses études in vitro ont été menées pour mettre en 

évidence les propriétés des protéines LEA. Elles jouent un rôle de molécule chaperonne en préservant l’activité 

enzymatique de la lactate déshydrogenase, malate déshydrogenase, la catalase, la rhodanese, la fumarase ou 

la citrate synthase contre le gel (Wisniewski et al., 1999 ; Hara et al., 2001 ; Bravo et al., 2003) ou la 

dessiccation (Grelet et al., 2005 ; Reyes et al., 2005 ; Goyal et al., 2005 ; Boucher et al., 2010). Si ces 

enzymes sont mises au contact d’albumine de sérum bovin (protéine contrôle sans activité chaperonne), elles 

sont dénaturées et s’agrègent dans ces conditions extrêmes. Goyal et al. (2005) ont montré que l’activité 

chaperonne des protéines EM de blé (LEA_5) et AaLEA1 (LEA_4) du nématode tolérant à la dessiccation 

Aphelenchus avenae est spécifique des stress limitant la disponibilité en eau (dessiccation et gel). Les LEA 

n’interagissent pas avec leurs protéines cibles de la même manière que les autres chaperonnes comme les Heat 

Shock Proteins (HSP). Les LEA ne coprécipitent pas avec leurs cibles contrairement aux HSP, suggérant qu’elles 

ne forment pas d’étroits complexes mais plutôt qu’elles agissent comme des boucliers moléculaires limitant les 

interactions entre molécules (Chakrabortee et al., 2011). 

Il a également été mis en évidence que COR15a (dehydrine) (Steponkus et al., 1998) et LEAM (LEA_4) 

(Tolleter et al., 2007, 2010) pouvaient s’associer respectivement aux membranes chloroplastiques et 

mitochondriales et participer à leur stabilisation en réponse au froid et à l’état sec. Le segment-K des 

déhydrines joue un rôle majeur dans l’association de ces LEA avec les phospholipides, comme le démontre Koag 

et al. (2009) en induisant des délétions dans ce motif chez DHN1 d’A. thaliana. Cette association est bien la 

conséquence du changement de conformation induit par la déshydratation car les interactions entre déhydrines 

et membranes ne sont pas visibles à l’état natif (Koag et al., 2003). De plus, la déhydrine wCOR410 

s’accumulent préférentiellement dans les tissus les plus exposées au stress (Danyluk et al., 1998). 
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De part leur forte teneur en acides aminés chargés, les déhydrines (particulièrement celles du groupe 

acide) sont capables de fixer des ions Ca2+ (Heyen et al., 2002) et des ions métalliques Fe3+ Cu2+ Ni2+ Co2+ Zn2+ 

(Hara et al., 2005). Cette propriété a d’ailleurs été utilisée pour purifier les déhydrines par chromatographie 

(Svensson et al., 2000). Une région riche en histidine pourrait être à l’origine de la liaison de ces protéines aux 

ions métalliques (Hara et al., 2005). Afin de fixer des ions Ca2+ les déhydrines acides doivent être activées par 

phosphorylation (Alsheikh et al., 2005). Ces ions peuvent être à l’origine de radicaux hydroxyles et leur fixation 

aurait donc une fonction antioxydante (Hara et al., 2004 ; Liu et al., 2011). 

 D’autres fonctions ont été proposées pour les déhydrines comme tampon d’hydratation. Cette propriété 

permet de conserver une activité enzymatique au niveau de poche d’eau dans les graines de bouleau (Rinne et 

al., 1999). La même fonction a été proposée pour EM6 afin de réduire la vitesse de déshydratation dans les 

derniers stades de maturation des graines d’A. thaliana (Manfre et al., 2006 ; Boucher et al., 2010). De plus, 

les LEA jouent un rôle majeur dans la mise en place de l’état vitreux que nous détaillerons au point 2.3.6. 

 

2.3.4-HSP 

Les Heat Shock Proteins (HSP) ont été initialement mises en évidence en réponse aux stress 

thermiques de façon ubiquiste au sein des organismes vivants. Plusieurs groupes de ces molécules chaperonnes 

ont été décrites et classées selon leur poids moléculaire approximatif, leur localisation cellulaire et leur 

similarité de séquences (revue par Vierling, 1991). Parmi les petites HSP (sHSP) (15 à 42 kDa), 6 classes ont 

été définies : trois classes cytosoliques ou nucléaires (I, II et III), une classe chloroplastique, une classe 

mitochondriale et une classe endomembranaire. Ces différentes classes partagent au moins un domaine 

conservé de 90 acides aminés à l’extrémité carboxy-terminale : le domaine α-crystallin (ou « heat shock 

domain ») (revue par Waters et al., 1996 ; Sun et al., 2002). L’expression de sHSP cytosoliques au cours de la 

maturation a été démontrée dans les graines de pois (De Rocher & Vierling, 1994), de tournesol (Coca et al., 

1994), d’A. thaliana (Wehmeyer et al., 1996, Sun et al., 2001) et de Jatropha curcas (Omar et al., 2011). Leur 

expression est régulée par le développement et non par l’environnement. De plus, ces protéines ont la 

particularité de persister à l’état sec. Des analyses fonctionnelles in vitro ont confirmé qu’elles jouent un rôle de 

chaperon moléculaire, principalement sous la forme de complexes oligomériques (Waters et al., 1996, Sun et 

al., 2001). Les sHSP cytosoliques de pois PsHSP18.1 et PsHSP17.7 stimulent le repliement de la citrate 

synthase et de la lactate déshydrogenase après dénaturation chimique de ces enzymes et empêchent 

l’agrégation de la malate déshydrogenase et de la glyceraldehyde 3-phosphate déshydrogenase (Lee et al., 

1995 ; Waters et al., 1996). De même, 60 % de l’activité de la citrate synthase est récupérée après 

dénaturation en présence de AtHSP17.6 (Sun et al., 2001). In vivo, la luciférase est protégée d’une inactivation 

thermique par les HSP17.7 et HSP17.3 de tomate dans des protoplastes d’A. thaliana (Löw et al., 2000). 

D’autres études in vivo ont montré que leur sur-expression dans des plantes transgéniques induit une 

augmentation de la tolérance aux stress hydrique et salin chez A. thaliana (Sun et al., 2001) et au stress 

hydrique chez le riz (Sato & Yokoya, 2008). Le mécanisme d’action des sHSP est différent de celui des protéines 

LEA : elles ne forment pas de boucliers moléculaires mais interagissent avec les protéines substrats pour éviter 

leur agrégation. Les sHSP font partie des protéines chaperonnes indépendante de l’ATP (au même titre que les 

protéines LEA), même si certaines études ont montré que la présence d’ATP pouvait stimuler (Muchowski &  
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Figure 1.10. Structure des sucres non réducteurs impliqués dans la tolérance à la dessiccation et voie de 

biosynthèse du saccharose et des oligosaccharides de la famille du raffinose (RFO). 

A) Le tréhalose est un disaccharide formé de deux glucoses. B) Les RFO sont formés par ajout d’un (raffinose), deux 

(stachyose) ou trois (verbascose) résidus galactose sur un saccharose, disaccharide constitué d’un glucose et d’un fructose 

(D’après Bewley et al., 2013). C) Voie de biosynthèse du saccharose (vert) et des RFO (bleu). Les enzymes impliquées sont 

notées en rouge : PGM = phosphoglucomutase ; UDP-GP = UDP-glucose pyrophosphorylase ; SPS = saccharose phosphate 

synthase ; SPP = saccharose phosphate phosphorylase ; RFS = raffinose synthase ; STS = stachyose synthase ; IMP = 

myo-inositol monophosphatase ; MIPS = myo-inositol phosphate synthase ; GS = galactinol synthase (Adapté de Verdier et 

al., 2013). 
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Clarck, 1998) ou au contraire inhiber (Smykal et al., 2000) leur activité chaperonne. Cependant, elles 

fonctionnent en collaboration avec d’autres familles de chaperons moléculaires dépendant de l’ATP, comme les 

HSP70, DnaK ou DnaJ (Nakomoto & Vigh, 2007).  

Il existe une corrélation entre le niveau de sHSP dans les graines et la TD ou la longévité des graines. 

Bettey & Finch Savage (1998) ont montré que les lots de graines de Brassica oleracea avec les teneurs en 

HSP17.6 les plus élevées étaient moins sensibles au vieillissement accéléré, suggérant un impact positif des 

sHSP sur la longévité. De même la sur-expression du gène de tournesol codant pour le Heat Shock Factor 

HSFA9 dans des plantes de tabac stimule l’expression des HSP (dont les sHSP de classe I et II) et augmente la 

longévité des graines transgéniques en condition de vieillissement accéléré (Prieto-Dapena et al., 2006). La 

teneur en HSP17.4 est réduite ou nulle chez les mutants d’A. thaliana sensibles à la dessiccation : abi3-6, lec1-

2 (Wehmeyer & Vierling, 2000) et tan (Yamagishi et al., 2005). Cependant, elle reste inchangée chez d’autres 

mutants tolérants à la dessiccation : lec2-1 et emb266 (Wehmeyer & Vierling, 2000). Ces auteurs ont 

également montré par expression GUS que le promoteur du gène codant pour HSP17.4 est activé par un stress 

thermique, y compris chez les mutants lec1-2 et abi3-6. Ces travaux suggèrent donc que deux voies de 

régulation indépendantes contrôlent l’expression de ce gène au cours du développement et en réponse à un 

stress thermique (Wehmeyer & Vierling, 2000). 

Les études sur les plantes reviviscentes confirment l’importance de ces protéines pour la TD. En effet, 

des homologues de HSP17.6 et HSP17.9 sont également exprimés de façon constitutive dans les tissus 

végétatifs tolérants à la dessiccation de C. plantagineum. Ces polypeptides n’ont pas été identifiés dans les cals 

sensibles à la dessiccation en absence de stress mais l’ajout exogène d’ABA dans ces cals induit l’acquisition de 

la TD et l’expression de ces sHSP (Alamillo et al., 1995). 

Cependant, une HSP homologue aux sHSP cytosolique de classe I identifiée dans les graines orthodoxes 

s’accumule fortement au cours du développement des graines récalcitrantes de châtaigner (Collada et al., 

1997). In vitro, cette sHSP est tout à fait fonctionnelle en augmentant la renaturation de la citrate synthase et 

en empêchant son inactivation thermique. Ces auteurs ont testé leur anticorps contre les extraits protéiques de 

graines orthodoxes ou récalcitrantes de 13 autres espèces d’arbres et un signal a pu être détecté chez toutes 

les espèces, suggérant que l’expression de ces protéines n’est pas suffisante pour induire l’acquisition de la TD.  

 

2.3.5-Sucres solubles 

L’accumulation de sucres non réducteurs tels que le saccharose, les oligosaccharides de la famille du 

raffinose (RFO) (raffinose, stachyose et verbascose) et le tréhalose ont été corrélés à l’acquisition de la TD chez 

les végétaux et animaux tolérants à la dessiccation (Koster & Leopold, 1988 ; Crowe et al., 2002). La structure 

de ces sucres ainsi que la voie de biosynthèse des RFO sont représentées sur la figure 1.10.  Koster & Leopold 

(1988) ont montré que les teneurs en saccharose et en RFO diminuent fortement dans des axes embryonnaires 

de pois, de soja et de maïs au cours de leur germination, parallèlement à la perte de la TD de ces tissus. De 

plus, la teneur en saccharose et en stachyose augmente fortement dans des axes immatures de soja séchées 

lentement (Blackman et al., 1992), tout comme la teneur en raffinose et stachyose lors de l’acquisition de la TD 

de graines de haricot (Bailly et al., 2001) ou de pois (Corbineau et al., 2000). La même observation est faite 

avec la teneur en raffinose et l’expression d’un gène codant pour une galactinol synthase (enzyme de  
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Figure 1.11. Mécanismes de protection des protéines (A-E) et membranes (F-J) par les sucres selon le niveau 

d’hydratation (D’après Hoekstra et al., 2001). 

A l’état hydraté (A et F), les protéines (noté N) sont en solution dans leur conformation fonctionnelle et les membranes 

dans leur état cristallin liquide. Au cours de la dessiccation, la cellule connait un état d’hydratation intermédiaire et la 

concentration des solutés non compatibles (destabilizer) et des molécules amphiphiles augmente. Dans un tissu sensible, 

ces solutés se fixent aux protéines (C) ce qui aboutit à leur dénaturation (noté D). Les molécules amphiphiles s’intercalent 

entre les phospholipides (H) ce qui déstabilise les membranes. Dans un tissu tolérant, les solutés compatibles comme la 

proline et les sucres non réducteurs maintiennent une couche d’eau autour des protéines (B), évitant ainsi leur dénaturation 

par hydratation préférentielle. Les sucres non réducteurs jouent le même rôle autour des membranes (G). En dessous de 

0,3 gH2O/gMS, la viscosité augmente et les macromolécules sont progressivement immobilisées dans un état vitreux à 

partir de 0,1 gH2O/gMS. Dans un tissu tolérant, les sucres non réducteurs remplacent les molécules d’eau en créant des 

liaisons hydrogènes avec la protéine ou les phospholipides (D ; I). La structure native des protéines et l’espace entre les 

phospholipides sont conservés, les protéines ne sont donc pas dénaturées et les membranes restent dans leur état cristallin 

liquide. Dans un tissu sensible (E ; J), les protéines sont irrémédiablement dénaturées et les phospholipides fusionnent, à 

l’origine de transition de phase. Une double flèche indique un processus réversible. 
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biosynthèse du raffinose) dans les graines de colza (Li et al., 2011). Bailly et al., (2001) montre également que 

les graines sèches sont riches en saccharose et pauvres en monosaccharides (glucose et fructose), profil 

retrouvé lorsque la TD est réinduite dans des radicules de concombre (Avelange-Macherel et al., 2006). 

L’accumulation de stachyose est plus précoce et plus importante dans des graines de Brassica campestris 

soumises à un stress hydrique (irrigation arrêtée en début de maturation), ce qui renforce l’importance de ce 

sucre lorsque la disponibilité en eau diminue (Sinniah et al., 1998). 

La composition en sucres et notamment le ratio saccharose/oligosaccharide est également utilisé 

comme marqueur de longévité des graines. Ainsi d’après Horbowicz & Obendorf (1994) un ratio < 1 caractérise 

des graines à longévité importante (> 10 ans). Bien que la composition en sucre varie fortement d’une espèce à 

l’autre et entre les tissus d’une même graine, Steadman et al. (1996) ont noté que la teneur en raffinose et 

stachyose est globalement plus faible chez les espèces récalcitrantes. D’ailleurs, chez les espèces récalcitrantes 

Inga vera (Caccere et al., 2013) et Quercus rubra L. (Sun et al., 1994), aucun sucre de la famille des RFO n’est 

détecté au cours de la maturation.  

Le tréhalose est un disaccharide formé de deux glucoses. Il est rarement détecté dans les graines, 

excepté dans une étude portant sur le développement des graines d’A. thaliana où une forte accumulation est 

mise en évidence lors de la transition entre accumulation des réserves et dessiccation (Fait et al., 2006). 

Cependant, ce sucre est fortement accumulé chez les animaux anhydrobiotes tels que nématodes et Artemia 

salina ou les levures tolérantes à la dessiccation (Crowe et al., 2002). Le tréhalose est très efficace pour former 

des états vitreux (Crowe et al., 1996), protéger les protéines solubles (Crowe et al., 1987 ; Kaushik & Bhat, 

2003) et les membranes au cours du séchage (Crowe et al., 1996 ; Ricker et al., 2003). Une étude a même 

montré que des cellules humaines sur-exprimant des gènes codant pour des enzymes de biosynthèse de ce 

sucre deviennes tolérantes à la dessiccation pendant 5 jours (Guo et al., 2000). Le saccharose est également 

capable de protéger les protéines (Crowe et al., 1987 ; Leslie et al., 1995) et les membranes (Bryant et al., 

2001 ; Halperin & Koster, 2006), en limitant leur fusion et en abaissant leur température de transition de 

phase, mais avec une moindre efficacité que le tréhalose (Crowe et al., 1996 ; Sun & Davidson, 1998). 

Cependant, toutes les études ne montrent pas de lien entre accumulation de ces sucres non réducteurs 

et la survie à l’état sec. Par exemple, aucune corrélation n’est observée entre l’accumulation de raffinose et 

l’acquisition de la TD chez le blé (Black et al., 1999) ou entre la teneur en sucres solubles et la longévité en se 

basant sur une analyse QTL avec plusieurs accessions d’A. thaliana (Bentsink et al., 2000). La corrélation entre 

la teneur en RFO et la longévité n’est pas retrouvée en étudiant l’effet du priming (qui diminue la longévité) et 

de traitement post-priming (qui restaure la longévité) sur les graines de plusieurs espèces différentes 

(Gurusinghe & Bradford, 2001). De plus, la comparaison entre une espèce sensible et une espèce tolérante à la 

dessiccation du genre Selaginella montre que le tréhalose est plus abondant chez l’espèce sensible (Yobi et al., 

2012). Ce sucre est même absent chez des rotifères pourtant tolérant à la dessiccation (Lapinski & Tunnacliffe, 

2003). 

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le mécanisme de protection des membranes et des 

protéines par les sucres : l’exclusion préférentielle (ou hydratation préférentielle) et le remplacement de l’eau 

(Hoekstra et al., 2001) (Figure 1.11). Selon le premier mécanisme, les sucres maintiennent une couche d’eau 

autour des macromolécules, évitant ainsi leur dénaturation. Cette hypothèse est privilégiée lorsque la teneur en 
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eau n’est pas encore trop basse dans la cellule (Hoekstra et al., 2001). Dans le deuxième mécanisme, les 

sucres se substituent aux molécules d’eau pour interagir avec les têtes polaires des phospholipides et maintenir 

suffisamment d’espace entre eux (Hoekstra et al., 1997 ; Golovina et al., 2009). 

D’autres fonctions ont été proposées pour les sucres non réducteurs. Le raffinose pourrait jouer un rôle 

antioxydant en réagissant avec les radicaux hydroxyles (Nishizawa et al., 2008), tout comme le saccharose 

(Ende & Valluru, 2009). Les RFO sont dégradés très rapidement durant l’imbibition des graines (Gorecki et al., 

1997 ; Rosnoblet et al., 2007), leur mobilisation pourrait servir de substrat respiratoire durant la germination 

(Blöchl et al., 2007) et la croissance hétérotrophe de la plantule (Vandecasteele et al., 2011). Enfin, les RFO 

pourraient être impliqués dans la réponse aux stress abiotiques dans les tissus végétatifs. Une accumulation de 

raffinose et de galactinol (précurseur du raffinose) a été mise en évidence dans des plantes d’A. thaliana 

soumises à différents stress abiotiques (Taji et al., 2002) et dans des plantules de Vicia villosa soumises à un 

stress osmotique (Lahuta & Gorecki, 2011). 

 

2.3.6-Etat vitreux 

Par opposition à une structure cristalline, l’état vitreux peut être assimilé à un solide, 

thermodynamiquement instable, sans structure régulière et présentant une viscosité élevée (Walters, 1998 ; 

Buitink & Leprince, 2004). Dans cette matrice, la mobilité moléculaire est fortement réduite ce qui pourrait 

expliquer la corrélation entre la formation de l’état vitreux et l’allongement de la durée de stockage des graines 

(Sun, 1997, Buitink et al., 1998). En effet, dans ces conditions, les structures cellulaires ne sont pas altérées au 

cours de la déshydratation et les radicaux libres, nocifs pour les membranes, sont fortement ralentis (Sun & 

Leopold, 1995). L’état vitreux se forme lors des derniers stades de déshydratation de tous les tissus tolérants à 

la dessiccation : pollen (Buitink et al., 1996), graine orthodoxe et plante reviviscente (Buitink & Leprince, 

2008). Cependant, la teneur en eau à partir de laquelle il se forme dépend de la température. A 20°C, la 

viscosité augmente de façon progressive dans les graines de pois à partir d’une teneur en eau inférieure à 0,3 g 

H2O/g MS et le cytoplasme devient vitreux à partir de 0,1 g H2O/g MS (Buitink & Leprince, 2004) alors qu’il est 

vitreux dans des embryons de maïs dès 0,15 g H2O/g MS en condition de stockage standard (-5°C) (Bruni & 

Leopold, 1992). La température de transition à laquelle une molécule passe de l’état vitreux à l’état liquide (Tg) 

est plus élevée pour les substances de poids moléculaire important (Buitink et al., 2000). Par conséquent, la 

composition biochimique influe également sur les conditions de formation de l’état vitreux. Par exemple, un état 

vitreux constitué de saccharose (faible poids moléculaire) se formera à des teneurs en eau plus basse qu’un 

état vitreux constitué de raffinose ou stachyose (poids moléculaire plus élevé). Les premières études sur la 

formation de l’état vitreux dans les graines en lien avec la TD ont proposé que les sucres étaient responsables 

de leur formation (Koster & Leopold, 1988 ; Koster, 1991) mais d’autres molécules pourraient également jouer 

un rôle (Sun & Leopold, 1993 ; Walters, 1998), notamment les protéines LEA (Berjak, 2006 ; Buitink & 

Leprince, 2008). En effet, une quantité importante de sucres reste fortement liée aux protéines LEA extraites 

dans une fraction stable à la chaleur (Walters et al., 1997). Wolkers et al. (2001) ont également montré que 

l’association entre une LEA pollinique et du saccharose produisait un état vitreux plus stable qu’en présence de 

saccharose seul. L’interaction entre protéines LEA et les sucres non réducteurs a depuis été démontrée chez le 

soja (Shih et al., 2010 et 2012). Peu d’études ont été menées pour comprendre la synergie entre les sucres et 
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les LEA dans la formation de l’état vitreux. Il a été proposé que les hélices α formées à l’état sec chez AavLEA1 

pourraient constituer un réseau de filaments renforçant la matrice de sucres formant l’état vitreux (Goyal et al., 

2003). Les travaux de Bryant et al. (2001) montrent que les petits solutés (comme le saccharose) s’immiscent 

à proximité des membranes pour limiter les interactions physiques entre membranes, propriété non observée 

pour les gros solutés. Ces travaux amènent Berjak (2006) à proposer une répartition hétérogène des LEA (gros 

solutés) et des sucres au sein de l’état vitreux, ces derniers occuperaient les espaces inter membranaires 

étroits et joueraient un rôle complémentaire des LEA dans l’état vitreux. Il est probable que les autres 

composants cellulaires (sels, ions, acides aminés et composés organiques) participent également à la formation 

de l’état vitreux (Buitink & Leprince, 2004) 

Si la formation d’état vitreux est indispensable à la survie à l’état sec, certaines observations montrent 

que son absence ne suffit pas à expliquer la sensibilité à la dessiccation. En effet, un état vitreux a été observé 

dans le pollen de maïs, tissus sensible à la dessiccation (Buitink et al., 1996). De plus, les graines récalcitrantes 

meurent généralement à des teneurs en eau bien supérieures à celles nécessaires la formation de l’état vitreux 

(Buitink & Leprince, 2008 ; Berjak & Pammenter, 2008). 

 

2.3.7-ROS et antioxydants 

a) Définition des ROS et impact dans les graines 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) regroupent les radicaux dérivées du dioxygène présentant 

des électrons non appareillés comme l’oxygène singlet (1O2), l’anion superoxyde (O2
.-), le radical hydroxyle 

(.OH) et l’oxyde nitrique (NO.) auxquels il faut ajouter le peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui n’est pas un radical 

(Kranner & Birtic, 2005). Ces espèces sont instables (à l’exception du H2O2) et hautement réactives, elles ont de 

nombreux effets délétères sur les structures cellulaires : peroxydation des membranes, oxydation des protéines 

et de l’ADN. Les oxydases impliquées dans la chaine respiratoire sont une source importante de production de 

O2
.- par transfert d’électrons libres sur le dioxygène (3O2) (Kranner & Birtic, 2005). Cet anion O2

.- est peu 

impliqué directement dans la dégradation des structures mais réagit avec lui-même pour former le H2O2 

(Kranner & Birtic, 2005). Le radical hydroxyle (.OH), le plus réactif des ROS, se forme à partir des deux espèces 

précédentes (H2O2 et O2
.-) d’après la réaction de Haber-Weiss mais est aussi produit dans la paroi par des 

peroxydases. L’oxygène singlet (1O2) est principalement produit au niveau des photosystèmes, suite à un 

transfert d’énergie lumineuse trop important sur le 3O2. Il peut également se former à partir du .OH et du O2
.- 

dans les tissus non photosynthétiques et il a été montré qu’il initie la peroxydation des lipides. Les 

peroxysomes, les chloroplastes et les mitochondries sont les sources les plus importantes de ROS (Foyer & 

Noctor, 2005). 

La production de ROS fait partie intégrante du métabolisme et joue même un rôle majeur de 

signalisation et de régulateur du développement : ces molécules sont impliquées dans la réponse aux stress 

biotiques et abiotiques, la mort cellulaire programmée, la mitose et les tropismes (revu par Mittler et al., 2004, 

2011 ; Foyer & Noctor, 2005 ; Suzuki & Mittler 2006, Miller et al., 2010). Un système antioxydant basal 

fonctionne donc en permanence au niveau cellulaire pour maintenir ce rôle de signalisation tout en évitant les 

effets nocifs de ces molécules. Cependant, la dessiccation peut entraîner la production de ROS (cf 2.2) et des 

adaptations du système antioxydant sont nécessaires pour limiter ou éviter les dégâts structuraux. 
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Cycle de l’ascorbate / glutathion

Cycle de la glutathion peroxydase

Catalase

 

Figure 1.12. Différentes voies d’élimination des espèces réactives de l’oxygène (ROS) par action enzymatique 

(D’après Mittler, 2002). 

La superoxyde dismutase (SOD) convertit l’ion superoxyde (O2
.-) en peroxyde d’hydrogène (H2O2). La catalase réduit 

directement le H2O2 en dioxygène dans les peroxysomes. L’ascorbate peroxydase (APX) et la glutathion peroxydase (GPX) 

réduisent le H2O2 en oxydant respectivement les formes réduites de deux ascorbates (AsA) ou d’un glutathion (GSH). Dans 

le cycle de la glutathion peroxydase, la forme oxydée du glutathion (glutathion disulphide ou GSSG) est régénéré sous sa 

forme réduite (GSH) par la glutathion réductase (GR), réaction consommant du pouvoir réducteur sous la forme d’un 

NAD(P)H. Dans le cycle de l’ascorbate/glutathion, l’ascorbate sous sa forme réduite (AsA) peut être régénéré directement 

par réduction du monodehydroascorbate (MDA) via la  monodehydroascorbate réductase (MDAR), réaction consommant un 

NAD(P)H. Si le MDA n’est pas rapidement réduit il se dissocie en ascorbate (AsA) et dehydroascorbate (DHA). Le DHA est 

réduit en ascorbate (AsA) par l’oxydation d’un glutathion (GSH) via la dehydroascorbate réductase (DHAR). Le GSH est 

régénérée par la glutathion réductase (GR) comme indiqué pour le cycle de la glutathion peroxydase. 
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b) Antioxydants enzymatiques  

Huit enzymes majeures participent directement ou indirectement à la dégradation des ROS en 

molécules non toxiques parmi lesquelles la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), l’ascorbate 

peroxydase (APX), (mono)déhydroascorbate réductase (MDAR et DHAR) et les glutathion -réductase (GR) -

peroxydase (GPX) -S-transférase (GST) (Noctor & Foyer, 1998). La SOD transforme O2
.- en H2O2 qui est lui-

même converti en eau et dioxygène par la CAT. Les peroxydases sont également capables de dégrader le H2O2 

mais un réducteur est nécessaire (chez les plantes principalement l’ascorbate et le glutathion sous leur forme 

réduite) (Noctor & Foyer, 1998). Les enzymes MDHAR, DHAR et GR agissent donc indirectement dans la 

dégradation des ROS en permettant la réduction de l’ascorbate et du glutathion et donc la régénération des 

substrats pour les peroxydases APX et GPX, formant ainsi le cycle de l’ascorbate/glutathion (Bailly, 2004). 

L’ensemble de ces réactions est visible dans la figure 1.12. La CAT à une plus faible affinité pour le H2O2 que les 

peroxydases et est donc moins efficace à faible concentration de H2O2. Cependant son activité catalytique 

élevée la rend très efficace pour une détoxification rapide lorsque la concentration en H2O2 est élevée (Kranner 

& Birtic, 2005). La CAT est spécifiquement localisée dans les peroxysomes, contrairement aux autres enzymes 

retrouvées dans tous les compartiments cellulaires (Mittler et al., 2002 ; Mhamdi et al., 2012). 

L’eau et l’énergie sont nécessaires aux activités enzymatiques, les mécanismes enzymatiques 

antioxydants présentés ci-dessus ne sont donc vraisemblablement pas opérationnels à l’état sec. Cependant, 

suffisamment d’eau est disponible au stade intermédiaire d’hydratation (stade III 0,45 et 0,25 g H2O/g MS) 

pour permettre l’activation de certaines enzymes (Bewley et al., 2013). Les enzymes à activité antioxydante 

peuvent donc jouer un rôle au cours de la maturation et de l’imbibition des graines. D’ailleurs, elles changent 

radicalement lors de l’acquisition de la TD au cours de la maturation de la graine de haricot (Bailly et al., 2001). 

Les activités CAT et GR augmentent fortement tandis que les activités SOD et APX diminuent en lien avec 

l’acquisition de la TD dans les graines. Plusieurs études montrent l’importance de la CAT et de la GR en lien 

avec la TD car leur activité enzymatique augmente avant le séchage des graines (De Gara et al., 2003 ; Bailly 

et al., 2004). De plus, la CAT est impliquée dans la protection durant le vieillissement et dans les processus de 

réparation au cours du priming chez le tournesol (Kibinza et al., 2011). En revanche, l’ascorbate est peu 

présent et l’activité APX est faible dans les graines sèches de trois espèces orthodoxes mais élevée dans les 

graines récalcitrantes de quatre espèces à l’abscission (Tommasi et al., 1999). Les auteurs suggèrent un lien 

avec l’activité métabolique qui reste élevée dans les graines récalcitrantes, hypothèse confortée par la reprise 

de synthèse de l’ascorbate et de l’activité APX 10h après imbibition dans des embryons de blé (De Gara et al., 

1997). L’ensemble des données suggère que le système de détoxification par l’ascorbate n’est pas lié à 

l’acquisition de la TD mais que cette enzyme pourrait jouer un rôle de co-substrat pour les dioxygenases, 

enzymes clés de synthèse des phytohormones (De Tullio & Arrigoni, 2003 ; Bailly, 2004). 

Dans des tissus sensibles à la dessiccation les activités antioxydantes sont insuffisantes pour contrôler 

la production de ROS. Farrant et al. (2004) ont montré, au cours du séchage de coléoptiles de blé sensibles et 

tolérants à la dessiccation, une accumulation plus forte de H2O2 et de malondialdehyde (indicateur d’oxydation 

des lipides) dans les tissus sensibles. Les activités de la SOD, de la GR et de la catalase sont altérées lors de la 

réhydratation de ces tissus sensibles après dessiccation (Farrant et al., 2004) et après séchage de grains de 



63 
 

maïs (Leprince et al., 1990). La perte de viabilité des graines récalcitrantes est corrélée à une augmentation de 

la peroxydation des lipides et une diminution des activités de la SOD et des peroxydases (Chaitanya & Naithani, 

1994 ; Li & Sun, 1999 ; Parkhey et al., 2012). 

 

c) Antioxydants non enzymatiques 

Un grand nombre de molécules ont été décrites comme ayant des propriétés antioxydantes directes 

sans l’intervention d’activité enzymatique. A l’état sec, les réactions enzymatiques sont très limitées, ces 

antioxydants non enzymatiques jouent donc certainement un rôle très important (Bailly, 2004). Parmi les 

exemples les plus documentés on retrouve l’ascorbate, le glutathion, les β-carotènes ou les tocophérols 

(vitamine E) (Noctor & Foyer, 1998 ; Munné-Bosch & Falk, 2004 ; Noctor et al., 2012). Les deux premiers sont 

solubles dans l’eau tandis que les deux derniers sont liposolubles et donc spécifiques des membranes (Kranner 

& Birtic, 2005). Le glutathion et l’ascorbate ne sont pas seulement des co-facteurs enzymatiques, ils peuvent 

également jouer directement un rôle d’antioxydant (Noctor & Foyer, 1998). L’étude de mutants d’A. thaliana 

déficients dans la synthèse de tocophérols a confirmé le rôle de ces molécules dans la protection des lipides 

contre l’oxydation au cours du stockage à l’état sec, et de l’imbibition des graines (Sattler et al., 2004). Par la 

même approche, Cairns et al. (2006) ont montré l’importance du glutathion dans la maturation de la graine d’A. 

thaliana, sans pour autant démontrer une implication précise dans l’acquisition de la TD. En effet, les graines du 

mutant homozygote gsh1 ne sont pas viables mais peuvent être sauvées si mises à germer en présence de 

glutathion 10 jours après fécondation. Deux enzymes dépendante de l’ATP sont impliquées dans la biosynthèse 

du glutathion : la glutamate cystéine ligase (ou γ-glutamylcysteine synthetase) et la glutathion synthétase 

(Noctor & Foyer, 1998). La forme réduite du glutathion (GSH) joue le rôle d’antioxydant et se retrouve sous 

forme oxydée (GSSG) après réaction avec les ROS. Cette forme oxydée est recyclée en GSH par l’intervention 

de la glutathion réductase (GR) et consommation de pouvoir réducteur (NADPH) (Noctor et al., 2012) (Figure 

1.12). La régénération du GSH joue un rôle majeur dans la longévité des graines orthodoxes et des plantes 

tolérantes à la dessiccation, si bien que le potentiel redox du glutathion (EGSSSG/2GSH) est utilisé comme 

marqueur de viabilité. Au dessus d’une certaine proportion de GSSG dans le pool total de glutathion, EGSSSG/2GSH 

augmente et initie un signal de mort cellulaire programmée (Kranner & Birtic, 2005). 

D’autres molécules ont été proposées comme antioxydant d’après des études de réponse au stress 

dans les tissus végétatif ou d’après des études in vitro : flavonoïdes, polyols, proline, polyamines (revu par 

Smirnoff, 1993). Dans les graines, un certain type de protéines appelées peroxyredoxines a été identifié comme 

antioxydant potentiellement impliqué dans la TD. En effet, les 1-cys peroxyredoxines sont accumulées en 

quantité importante dans le noyau juste avant la dessiccation des grains d’orge (Stacy et al., 1999). De plus, le 

profil d’expression du gène associé, régulée par l’ABA, est semblable à celui des gènes codant les LEA 

(diminution lors de l’imbibition en lien avec la perte de la TD) (Aalen, 1999). D’après Illing et al. (2005), 

seulement 4 des 71 gènes codant pour des gènes impliqués dans la réponse antioxydante sont spécifiques des 

graines (parmi lesquels celui codant pour la 1-cys peroxyredoxine), ce qui amènent ces auteurs à penser que 

les mécanismes antioxydants mis en place en réponse à la TD ne sont pas spécifiques chez les espèces 

tolérantes mais que, contrairement aux espèces sensibles, ils sont protégés et restent actifs aux faibles teneurs 

en eau. 
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2.3.8- Oleosines 

Des réserves de lipides sont présentes au niveau cellulaire, elles sont entourées par des protéines 

amphiphiles nommées oléosines. La partie hydrophobe interagit avec les lipides et la partie hydrophile avec la 

phase aqueuse du cytosol permettant ainsi d’isoler des corps lipidiques au sein du cytoplasme (Huang, 1992). 

Les gènes codant pour ces protéines sont exprimés spécifiquement pendant le développement des graines sous 

le contrôle du facteur de transcription LEC2 (Che et al., 2009). Plusieurs gènes codant pour des oléosines sont 

également des cibles directes d’ABI3 (Mönke et al., 2012 ; Verdier et al., 2013). Les oléosines jouent un rôle 

majeur dans la tolérance au froid des graines d’A. thaliana en évitant la fusion des corps lipidiques (Shimada et 

al., 2008). Elles pourraient avoir la même fonction dans la tolérance à la dessiccation. En effet, ces protéines 

sont absentes des graines récalcitrantes de cacaoyer et de Quercus rubra, pourtant riches en lipides de réserve 

(Leprince et al., 1997). De plus, une perte de l’intégrité cellulaire liée à la fusion des corps lipidiques a été 

observée lors de la réhydratation de graines artificiellement séchées de cacaoyer (Leprince et al., 1997). 

 

2.4-Régulation de l’acquisition de la tolérance à la dessiccation 

L’ABA étant connu comme le régulateur majeur de la maturation des graines et de la réponse au stress 

(Ingram & Bartels, 1996) il n’est pas surprenant que la plupart des mécanismes impliqués dans l’acquisition de 

la TD des graines cités précédemment soient positivement régulés par l’ABA. L’expression des LEA (Galau et al., 

1986, Hundertmark & Hincha, 2008), des sHSP (Wehmeyer et al., 1996, Wehmeyer & Vierling, 2000), des 

antioxydants (Larkindale & Knight, 2002 ; Larkindale & Huang, 2004) est en effet activé par l’ABA. Parmi les 

mutants déficients pour des facteurs de transcription majeurs de la maturation des graines (lec1, lec2, fus3, 

abi3, abi5, abi4) d’A. thaliana, les mutants abi3 et lec1 sont sensibles à la dessiccation (To et al., 2006) et 

deviennent donc des outils intéressants pour l’étude de l’expression des mécanismes liés à l’acquisition de la 

TD. 

L’analyse de ces mutants montre qu’ABI3 est l’activateur le plus important des protéines LEA exprimées 

dans les graines. En effet, 19 des gènes codant pour des LEA majoritairement spécifiques des graines chez le 

mutant abi3 sont sous-exprimés (Bies-Ethève et al., 2008). De plus, de nombreuses LEA ont été identifiées 

dans les cibles directes d’ABI3 chez A. thaliana (Mönke et al., 2012) et M. truncatula (Verdier et al., 2013) ainsi 

que dans les cibles d’ABI4 et d’ABI5 (Reeves et al., 2011). Les séquences promotrices des gènes codant pour 

les LEA sont enrichies en élément RY (motif reconnu par ABI3) et en motif ABRE (reconnu par les facteurs bZIP 

comme ABI5) (Hundertmark & Hincha, 2008), deux boites majeures dans la signalisation dépendante de l’ABA. 

Elles sont également enrichies en motif DRE/LTRE reconnu par le facteur DREB1 en réponse aux stress 

abiotiques et dont la signalisation est indépendante de l’ABA (Hundertmark & Hincha, 2008). Cependant, la 

régulation des LEA est assez complexe car ABI3 réprime également 10 gènes codant pour des LEA 

principalement exprimés dans les tissus végétatifs. Certains gènes, comme EM6 (LEA_5), sont sous-exprimés 

chez les mutants abi5, abi4 et fus3 pourtant tolérant à la dessiccation (Delseny et al., 2001 ; Bies-Ethève et al., 

2008). EM6 est également sous-exprimé dans le mutant lec1 (Delseny et al., 2001) bien qu’aucune LEA n’ai été 

identifiée parmi les cibles directes du facteur de transcription LEC1 (Junker et al., 2012). L’action du facteur 
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LEC1 sur la TD se ferait donc plus en amont en régulant l’expression des autres facteurs tels que ABI3 (To et 

al., 2006). 

ABI3 est également un régulateur majeur des sHSP, comme le montre la faible teneur de ces protéines 

dans les mutants abi3 d’A. thaliana (Wehmeyer et al., 1996). L’analyse d’autres mutants suggère que LEC1 et 

FUS3 participent également à la régulation mais pas LEC2, mutant dont les graines restent tolérantes à la 

dessiccation (Wehmeyer & Vierling, 2000). L’expression des sHSP est régulée par des facteurs de transcription 

spécifiques : les Heat Shock Factor (HSF) (Scharf et al., 2011 pour une revue récente). Parmi les 21 gènes 

codant des HSF chez A. thaliana, HSFA9 est spécifiquement exprimé dans les graines en fin de développement 

sous le contrôle d’ABI3 (Kotak et al., 2007). La sur-expression du facteur HSFA9 de tournesol dans le tabac 

augmente la longévité des graines (Prieto-Dapena et al., 2006 ; Almoguera et al., 2009). Cependant, 

l’inactivation de ce gène dans les graines de tabac n’a pas d’impact sur l’acquisition de la TD au cours du 

développement, même s’il conduit bien à une baisse de la teneur en sHSP et de la longévité des graines 

(Tejedor-Cano et al., 2010). 

Concernant les autres mécanismes présentés comme liés à la TD, des gènes codant pour les oléosines, 

1-cys peroxyredoxine et superoxyde dismutase ont été identifiés dans le régulon d’ABI3 chez A. thaliana 

(Mönke et al., 2012). Une raffinose synthase et une glutathion-S-transférase ont été également identifiées 

parmi les cibles d’ABI3 chez M. truncatula (Verdier et al., 2013). Chez A. thaliana, Le facteur HSFA1-b est 

responsable de l’accumulation de raffinose dans les feuilles en réponse à un stress thermique via l’activation 

d’une galactinol synthase (Panikulangara et al., 2004). D’après les données d’expression disponibles sur le site 

BAR-eFPbrowser, le gène codant HSFA1-b (At5g16820) est également fortement exprimé dans la graine sèche, 

où il pourrait jouer le même rôle. 

 

3-Modèle d’étude 

3.1- Intérêt de la comparaison orthodoxe-récalcitrante 

La maturation est une étape complexe du développement de la graine au cours de laquelle la TD est 

acquise au milieu d’autres processus (cf 1.1.1). De plus, les régulateurs majeurs des graines orthodoxes 

exercent des contrôles partiellement redondants sur l’ensemble de ces processus (cf 1.1.2). Il est donc très 

difficile d’isoler spécifiquement les mécanismes moléculaires liés à l’acquisition de la TD en analysant 

simplement la maturation des graines orthodoxes et des approches comparatives sont nécessaires. La 

réinduction de la TD dans des radicules juste après germination a été utilisée précédemment chez A. thaliana 

(Maia et al., 2011) et M. truncatula (Buitink et al., 2003 ; 2006 ; Boudet et al., 2006) pour dissocier 

l’acquisition de la TD du reste de la maturation. Dans cette étude, nous avons initié une autre approche en 

comparant sur le plan moléculaire le développement d’une graine orthodoxe avec celui d’une graine 

récalcitrante. L’objectif est de mettre en évidence des mécanismes présents chez l’espèce tolérante à la 

dessiccation et absents chez l’espèce sensible, ou inversement. Cette approche, suggérée et initiée il y a déjà 

plus de 15 ans (Farrant et al., 1996, 1997 ; Kermode, 1997 ; Greggains et al., 2000), se heurtait à la difficulté 

d’obtenir des données moléculaires sur des espèces non modèles. Le bond technologique du séquençage  
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Figure 1.13. Classification phylogénétique de la famille des Fabacées (Doyle, 1995). 

Synthèse des résultats d’une analyse par maximum de parcimonie basée sur les séquences complètes ou partielles du gène 

rbcL chez 54 espèces. Pour plus de clarté, seuls les noms de sous familles (gros caractères), de tribus (caractères 

intermédiaires) et de genres (petits caractères en italique) sont indiqués sur cette figure. Les sous famille des Papilionoideae 

et Mimosoideae sont monophylétiques alors que la sous famille des Caesalpinoideae est paraphylétique. Parmi les 17 

espèces récalcitrantes identifiées dans la famille des Fabacées, quatre appartiennent à la même sous famille que M. 

truncatula, dont C. australe. Ces deux espèces sont encadrées en rouge dans l’arbre alors que les trois autres genres 

contenant des espèces récalcitrantes de la sous famille des Papilionoideae sont encadrées en bleu.  
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permet désormais l’acquisition de telles données. La comparaison de tissus végétatifs sensibles et tolérants à la 

dessiccation a déjà fourni des résultats intéressants chez les plantes reviviscentes (Oliver et al., 2011 ; Gasulla 

et al., 2013), les mousses (Yobi et al., 2012) et les fougères (Farrant et al., 2009).  

 

3.2- Intérêt des Fabacées et de M. truncatula 

Les Fabacées (anciennement Légumineuses) représentent la deuxième famille la plus importante du 

règne végétal, d’un point de vue économique, derrière les Graminées. Les cultures de Fabacées représentent 

environ un quart de la production mondiale, principalement pour l’alimentation humaine et animale de part la 

richesse en protéines et/ou lipides des graines (Graham & Vance, 2003). Parmi les espèces les plus importantes 

on retrouve le soja (Glycine max), le haricot (Phaseolus vulgaris), le pois (Pisum sativum) ou la cacahuète 

(Arachis hypogea). La particularité la plus intéressante des Fabacées est leur capacité à utiliser le diazote de 

l’air via une symbiose avec des bactéries du genre Rhizobium au niveau de nodosités racinaires. De Faria et al. 

(1989) ont estimé que 88 % des 3 395 espèces étudiées étaient capables de développer des nodosités dans des 

conditions favorables. Cette propriété renforce l’intérêt des Fabacées pour un développement d’une agriculture 

plus respectueuse de l’environnement. En effet, on estime qu’entre 40 et 65 millions de tonnes de diazote sont 

fixées chaque année par les cultures et les espèces sauvages de Fabacées (Graham & Vance, 2003). Par 

conséquent, des cultures de trèfle ou de luzerne en rotation avec des céréales permettent d’enrichir le sol en 

azote et de limiter l’apport d’engrais. 

Medicago truncatula est une espèce proche de la luzerne cultivée qui a été choisi comme espèce 

modèle des Fabacées car elle présente des caractéristiques intéressantes. C’est une espèce diploïde, autogame 

avec un temps de génération relativement court et une production de graine conséquente (Cook, 1999). La 

phase de maturation de la graine s’étale sur environ 4 semaines (dont environ 10 jours de maturation tardive 

après remplissage) contre quelques jours pour A. thaliana. M. truncatula constitue donc un meilleur modèle 

qu’A. thaliana pour étudier la maturation des graines, notamment l’acquisition de la TD et de la longévité. 

 Son génome est relativement petit (environ 500 Mbases) et est presque entièrement séquencé. De 

plus, des méthodes de transformation de feuille par Agrobacterium tumefaciens et de racines par 

Agrobacterium rhizogenes ont été développées (Chabaud et al., 2003 ; Araujo et al., 2004 ; Crane et al., 

2006 ; Cheng et al., 2011). Pour l’analyse fonctionnelle, plus de 19 000 lignées de mutants d’insertions ont été 

crées par la Samuel Roberts Noble Foundation. En intégrant les collections crées par des groupes européens, 

l’objectif est d’arriver à plus de 21 000 lignées couvrant 90 % de l’ensemble des gènes (Medicago-

mutant.noble.org). Deux génotypes sont utilisés dans cette étude : A17 qui correspond au génotype séquencé 

et R108 pour lequel la régénération de plantes à partir de cals est plus efficaces (Hoffman et al., 1997 ; Wright 

et al., 2006). La banque de mutants d’insertion (comprenant Mtabi3-1 et Mtabi3-2 utilisés dans cette étude) a 

donc été produite dans le génotype R108 (Tadege et al., 2005). 

 

3.3- Choix de C. australe comme modèle de graine récalcitrante 

Les Fabacées constituent également la troisième famille en taille du règne végétal avec environ 700 

genres et 18 000 espèces (Graham & Vance, 2003), d’où une très grande diversité écologie et morphologique.  
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Figure 1.14. Morphologie des plantes (ou arbres), fleurs, gousses et graines de M. truncatula et C. australe. 

M. truncatula est une plante au port étalé (A) alors que C. australe est un arbre pouvant atteindre 45 m de haut (B). Les 

fleurs de M. truncatula (C) et C. australe (D) sont zygomorphes (symétriques par rapport à un plan) ce qui caractérise 

l’appartenance à la sous famille des Faboidées. La taille et la forme des gousses et des graines de M. truncatula (E) et C. 

australe (F) diffèrent fortement. Les gousses de M. truncatula, enroulées en hélice, font moins d’un centimètre de long et 

contiennent de 8 à 10 graines. Celles de C. australe, de forme allongée, contiennent généralement de 2 à 6 graines et 

mesurent entre 10 et 25 cm. Une graine mature de M. truncatula est ovoïde, mesure environ 3 mm et pèse autour de 4 mg 

alors qu’une graine à l’abscission de C. australe est sphéroïde, mesure entre 3 et 5 cm et pèse entre 15 et 45 g. Les 

échelles de taille sont approximatives. (Photos : (A) INRA Montpellier ; (B) Jérôme Bove ; (C et E) Julien Delahaie ; 

(D) Tyrrenian sur Flickr ; (F) Benoît Ly Vu). 
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A ce jour, 17 espèces ont été clairement identifiées comme produisant des graines récalcitrantes chez les 

Fabacées (SID, Kew). Nous avons donc cherché l’espèce récalcitrante la moins éloignée de M. truncatula d’un 

point de vue phylogénétique afin de maximiser la similarité des séquences au niveau des transcrits. En se 

basant sur les classifications réalisées par Käss & Wink (1996) et Doyle (1995), la plus proche disponible est 

Castanospermum australe (Figure 1.13). Cette espèce, seule représentant du genre Castanopermum appartient 

à la même sous-famille que M. truncatula : les Faboidées (anciennement Papilionoidées). Il s’agit d’un arbre 

originaire d’Australie et planté comme arbre d’ornement en Afrique du Sud. Il est communément appelé 

châtaigner de Morton ou châtaigner d’Australie et peut mesurer jusqu’à 45 m en milieu naturel (environ 10 m 

en ornement). Les graines ne sont pas comestibles sauf après élimination des saponines et alcaloïdes qu’elles 

contiennent par une cuisson de plusieurs heures (Duke, 1989). 

Cette espèce a été relativement peu étudiée en lien avec la récalcitrance mais la castanospermine, 

inhibiteur des glycosydases, a été proposée (puis abandonnée) comme candidat pour lutter contre les rétro-

virus et notamment celui du VIH (Virus Immunodéficience Humaine) (Walker et al., 1987). Les réserves 

accumulées dans la graine de C. australe sont principalement constituée de glucides (85 % de la matière sèche 

[MS]) (Harris, 1987) et notamment d’amidon (Thorburn et al., 1987). La teneur en protéines est plus faible que 

chez M. truncatula (environ 8 % de la MS contre 30 à 39 % chez l’espèce orthodoxe) (Harris, 1987 ; Djemel et 

al., 2005) et la teneur en lipide est de 5,8 % (Finkelstein & Grubb, 2002). Farrant et al. (1996) ont montré que 

la teneur en ABA était élevée dans ces graines (392 ng/g MS) comparée à d’autres espèces récalcitrantes 

d’origine tropicale. De plus, l’accumulation de déhydrines a été mise en évidence par Western blot dans les axes 

et cotylédons de graines mi-matures et matures (Farrant et al., 1996 ; Han et al., 1997). La taille du génome 

de C. australe a été évaluée à 554 Mb (Bennett et al., 2000 ; Ohri et al., 2004). A l’exception de deux 

séquences obtenues pour la réalisation d’arbre phylogénétique, aucune donnée n’est disponible dans GenBank. 

Les différences morphologiques et écologiques entre les plantes et les graines de M. truncatula et C. australe 

sont importantes (Figure 1.14). 

Il est intéressant de noter que cette analyse comparative orthodoxe/récalcitrante n’aurait pas pu se 

faire avec A. thaliana car aucune espèce récalcitrante n’a été identifiée chez les Brassiccacées (Hong et al., 

1996). 
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Abstract 

In contrast to orthodox seeds that acquire desiccation tolerance during maturation, recalcitrant seeds 

are unable to survive drying. These desiccation sensitive seeds constitute an interesting model for comparative 

analysis with phylogenetically close species that are desiccation-tolerant. Considering the importance of LEA 

proteins as protective molecules both in drought-and desiccation tolerance, we characterized the heat stable 

proteome in cotyledons of the legume Castanospermum australe and compared it to the orthodox model 

legume Medicago truncatula. RNA sequencing identified transcripts of 16 homologues out of 17 LEA genes for 

which polypeptides are detected in M. truncatula seeds. We show that for 12 LEA genes, polypeptides were 

either absent or strongly reduced in C. australe cotyledons compared to M. truncatula seeds. Instead, 

osmotically responsive, non-seed specific dehydrins accumulated to high levels in the recalcitrant cotyledons 

compared to orthodox seeds. Next, we characterized M. truncatula mutants of the ABSCISIC ACID 

INSENSITIVE3 (ABI3) gene. Mature Mtabi3 seeds were found to be desiccation sensitive when dried below a 

critical water content of 0.4 g H2O g / dw. Characterization of the LEA proteome of the Mtabi3 seeds revealed a 

subset of LEA proteins with severely reduced abundance that were also found reduced or absent in C. australe 

cotyledons. Transcripts of these genes were indeed shown to be ABI3-responsive. Our results highlight those 

LEA proteins that are critical to desiccation tolerance and suggest that comparable regulatory pathways 

responsible for their accumulation are missing in both desiccation-sensitive genotypes, revealing new insights 

into the mechanistic basis of the recalcitrant trait in seeds. 

 

Keywords: abi3, Castanospermum australe, desiccation tolerance, late embryogenesis abundant proteins, 

Medicago truncatula, recalcitrant seed, RNAseq, proteomics 
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Introduction 

Global agriculture and the conservation of plant biodiversity rely on seeds and their ability to be stored 

for long periods of time in dedicated national and international storage facilities (Li & Pritchard 2009; Walters et 

al., 2013). The terms 'orthodox' and 'recalcitrant' are used to describe the storage behaviour of seeds. 

Orthodox seeds undergo maturation drying and are shed from the parent plant at low moisture contents. 

During maturation, they acquire desiccation tolerance, allowing them to be dried to moisture contents in the 

range of 1-5% without irreversible damage. Because of this ability, seeds can be stored for long periods in cold 

and dry vaults. Recalcitrant seeds, on the other hand, do not undergo maturation drying, and are shed at 

relatively high moisture contents. Such seeds are highly susceptible to desiccation injury, and thus are not 

storable under conditions suitable for orthodox seeds (reviewed in Farnsworth, 2000; Berjak & Pammenter, 

2008; Li & Pritchard, 2009). The mechanisms by which recalcitrant seeds lose viability during drying and/or 

storage are not well understood, which poses a challenge to determine appropriate measures to better conserve 

these species.  

In orthodox seeds, isolation and analysis of viviparous mutants and loss-of-function mutants impaired 

in embryogenesis and seed maturation resulted in the identification of master seed development regulator loci 

lec1 and abi3, regulating partially and redundantly desiccation tolerance (Ooms et al., 1993; Parcy et al., 1997; 

To et al., 2006). A third regulator, FUSCA3, appears to control seed longevity (Tiedemann et al., 2008). In 

Arabidopsis and maize, some of the target genes of these activators are genes proposed to have a protective 

role in desiccation tolerance, such as small heat shock protein genes, genes with antioxidant functions, as well 

as Late Embryogenesis Abundant (LEA) genes (Kotak et al., 2007; Bies-Etheve et al., 2008; Mönke et al., 

2012).  

LEA proteins are small hydrophilic, largely unstructured and thermostable proteins that are synthesized 

in orthodox seeds during mid- to late-maturation and in vegetative tissues upon osmotic stress. They are 

thought to have a range of protective functions against desiccation with different efficiencies, including ion 

binding, antioxidant activity, hydration buffering, membrane and protein stabilization (Tunnacliffe & Wise, 

2007; Battaglia et al., 2008; Amara et al., 2012). Evidence of an in vivo role of these proteins in seed 

desiccation comes from Arabidopsis thaliana em6 deficient mutants that show defects in maturation drying 

(Manfre et al., 2009). A recent study in A. thaliana showed that down-regulation of seed-specific dehydrins (one 

of the LEA families) reduced seed survival in the dry state, although seeds did acquire desiccation tolerance 

(Hundertmark et al., 2011). However, the precise role of LEA proteins in seed desiccation tolerance remains to 

be ascertained for the vast majority of them. Genomic studies to date have identified a large number of LEA 

genes whose expression is either restricted to seed tissues and/or up-regulated in response to biotic and abiotic 

stress in vegetative tissues (Illing et al., 2005; Hundertmark & Hincha, 2008; Amara et al., 2012; Chatelain et 

al., 2012). Proteomic studies demonstrate that a subset of polypeptides accumulate during the acquisition of 

desiccation tolerance and/or longevity in orthodox seeds (Boudet et al., 2006; Buitink et al., 2006; Chatelain et 

al., 2012). In desiccation-sensitive seeds of Arabidopsis mutants, transcript levels of several LEA genes were 

reduced, whereas other increased (e.g. dehydrins) (Bies-Etheve et al., 2008).  
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Figure 2.1. Determination of the critical water content of mature Castanospermum australe cotyledons. 

C. australe seed after shedding with (A) and without seed coat (B). C) Embryonic axis and cotyledons of mature seeds. 

Scale bar represents 1 cm. D) Tetrazolium staining (red being alive) of cubes (50 mm3) taken from the core of mature 

cotyledons that were first dried at 44 % RH for the indicated time. E) The relation between water content during drying and 

pixel intensity of the tetrazolium (TZ) staining. Data for four independent experiments (represented by different symbols) 

are shown. 
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The situation regarding the occurrence and role of LEAs in recalcitrant seeds is ambiguous. Work has 

been constrained to detect members of the dehydrin family and showed that they are present in a range of 

species from different habitats, while apparently being absent from others. Several studies reported the 

presence of dehydrins in recalcitrant species of temperate origin, whereas these proteins could not be detected 

in some highly desiccation-sensitive seeds from certain tropical species (Finch-Savage et al., 1994; Farrant et 

al., 1996; Han et al., 1997; Hinniger et al., 2006; Panza et al., 2007; Sunderlikova et al., 2009; Ismail et al., 

2010; Lee et al., 2012). In stored recalcitrant seeds of Quercus robur L., dehydrin mRNA can also be induced 

by ABA and limited drying treatments (Finch-Savage et al., 1994). Whereas the presence/absence of dehydrins 

cannot explain the recalcitrant behavior of the species studied to date, several other families of LEA proteins 

exist in orthodox seeds that have not been studied in recalcitrant seeds. 

A comparative analysis of recalcitrant and orthodox seed development is an interesting alternative to 

identify mechanisms involved in desiccation tolerance, especially if closely related species are compared 

(Kermode, 1997; Oliver et al., 2011). Recently, the comparison of the metabolomic responses of drying leaves 

of two closely related grass species (sister group contrast), one being desiccation-tolerant and the other 

desiccation-sensitive, highlighted the metabolic predispositions associated with desiccation tolerance (Oliver et 

al., 2011). In this study, we characterized a recalcitrant seed species of the Papilionaceae sub-family to allow 

comparison with our previous studies on orthodox seeds of the model legume M. truncatula. The 

phylogenetically closest recalcitrant species for which seeds can be currently obtained is Castanospermum 

australe A.Cunn ex Hook. (Doyle, 1995). C. australe is a tropical tree native of east Australia and now 

implanted in South Africa and Sri Lanka. In the seeds of this species, dehydrins were detected by western blot 

analysis (Han et al., 1997). The absence of a sequenced genome of this species impedes the thorough 

molecular comparison of the entire LEA proteome with orthodox seeds. Thus, we used high throughput 

sequencing technology to obtain, assemble and annotate the transcriptome of these recalcitrant seeds. 

Whereas transcripts could be detected in C. australe for most LEA genes that are present in the desiccation-

tolerant M. truncatula seeds, a comparative analysis of the LEA proteome profiles revealed that abundance for a 

number of seed-specific LEA proteins was severely affected in the recalcitrant seeds. In contrast, homologues of 

several dehydrins that are expressed in seedlings or non-seed tissues of M. truncatula submitted to osmotic 

stress accumulated to high levels in C. australe seeds. Comparison of the LEA proteome with desiccation-

sensitive abi3 mutants of M. truncatula showed a comparable reduction of a number of seed-specific LEA 

proteins. 

 

Materials and methods 

Plant material and treatments 

Seeds of M. truncatula (A17) were produced as described in Chatelain et al. (2012). C. australe seeds 

were harvested during maturation and at shedding from trees growing in Pietermaritzburg (Kwazulu-Natal, 

South Africa) in 2009 and 2011. Within 48 h after collection, they were air-freighted to Angers (France) where 

there were immediately processed as indicated. From the 2009 harvest, embryos and cotyledons from 

immature and mature seeds were separated. Cotyledon tissues were used for the critical water content 

determination or dried one or three days over 75 % relative humidity (RH) NaCl before being frozen in liquid 
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nitrogen then stored at -80°C for RNA sequencing (Illumina) and proteomics. From the 2011 harvest, 

cotyledons and embryos were extracted from immature (green pods), mid-mature (yellow pods) and mature 

(brown pods) seeds and frozen fresh in liquid nitrogen then stored at -80°C. The 2011 harvest was used for 

analysis by 454 to improve the sequence assembly.  

Desiccation sensitivity of mature C. australe cotyledons was determined on 3x5x3 mm cubes that were 

isolated from the inner part of the cotyledons. Cubes were dried for the indicated time intervals over a 

saturated salt solution at 75 % RH, after which they were divided in two halves. One half was used for water 

content determination, and the other half for viability assessment following incubation for 24h in a 1 % (w/v) 

tetrazolium solution (Sigma-Aldrich, France). Red color was quantified by pixel intensity on the image using 

ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Water content was determined gravimetrically by weighing the 

seeds before and after drying in an oven for 48h at 96°C. Viability assays were performed on 4 independent 

drying experiments of 50-100 cubes. 

Two M. truncatula mutants with Tnt1 insertions in the ABI3 gene (NF3185, hereafter referred to as 

Mtabi3-1 and NF6003, Mtabi3-2) were obtained from the Samuel Noble Foundation (Oklahoma, USA). Tnt1 

insertions in two mutants were verified by PCR (Annex 1 for primers). Mutant and wild-type lines (R108) were 

multiplied in a growth chamber according to Chatelain et al. (2012), and lines were backcrossed once for the 

Mtabi3-1 and twice for the Mtabi3-2 mutants.  

Desiccation tolerance was determined on seeds that were harvested at different time points during 

development. Two to five replicates of 30-50 seeds were rapidly dried to 0.09 g H2O g DW-1 over an airflow of 

43% RH, and rehydrated after two days on filter paper at 20°C in the dark. Seeds were considered desiccation-

tolerant when they germinated, scored by the protrusion of the radicle through the seed coat. For ABA 

insensitivity assays, triplicates of 40-50 of freshly harvested seeds just prior to pod abscission (0.8-1.0 g H20/g 

DW) were imbibed on filter paper on a range of ABA concentrations (mixed isomers, Sigma, St Louis, MO, USA) 

at 20°C. ABA was dissolved in methanol prior to dilution in water. Control seeds were imbibed in the MeOH 

concentration corresponding to the highest ABA concentration (0.5 % MeOH). Germination was scored after 14 

days. For proteomic analysis, Mtabi3-1 and Mtabi3-2 seeds were harvested at the point of abscission, when 

seeds were still viable. For RT-PCR analysis, seeds were harvested at 24 DAP. 

 

Cloning of MtABI3 

To obtain the full-length sequence for MtABI3, genomic DNA was extracted using the Nucleospin Food 

kit (Macherey Nagel) from leaf material of M. truncatula A17. An inverse PCR was performed on 5 µg genomic 

DNA that was digested with EcoRI (25u/50µl final volume, Promega, Madison, WI, USA), and ligated using T4 

DNA ligase (50u/450µL final volume, Fermentas, Vilnius, LT). The full length was amplified on the ligated DNA 

using the primers indicated in Annex 1 that were designed based on the MtABI3-fragment available in the EST 

database (TC97588, The DFCI Medicago truncatula Gene Index v8). The full-length genomic DNA fragment 

(3,458 bp) was cloned into pJet1.2 (CloneJET kit, Thermo Scientific, Bremen, Germany) and sequenced (Annex 

1 for primers). 

 

RNA extraction, and sequencing and assembly  
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Table 2.1. Contigs features from 454 and Illumina RNAseq of Castanospermum australe seeds and annotation 

of the corresponding  transcriptome. 

 

 454 Illumina  454 + Illumina  

Total number or reads after sequencing   626,225  7,784,004 8,410,229 

Total number of contigs   36,767  18,483 48,334 

Average contig length  869 318 773 

N50  1,001 345 1,020 

Number of nucleotides in contigs  31,937,738  5,882,730 37,365,884 

Total number of contigs annotated   28,391  16,018 35,050 

Contigs annotated with MT3.5  19.885 11,987 25,615 

Contigs annotated with MtGI11  4,847 3,207 6,138 

Contigs annotated with Swissprot  1,470 414 739 

Contigs annotated with NR (NCBI)  2,189  410 2,558 
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For M. truncatula seeds, total RNA was extracted using the nucleospin RNAplant kit (Macherey Nagel, 

Düren, Germany) and 10 μg of total RNA from each sample were DNAse treated (Turbo DNAse, Ambion) and 

purified (RNeasy MinElute Cleanup kit, Qiagen), according to manufacturer’s instructions. Total RNA was 

extracted with phenol from cotyledons or embryonic axes of C. australe as described by Bove et al. (2005). 

Quantity, purity and integrity of RNA were checked using a NanoDrop ND-1000 UV-VIS spectrophotometer 

(NanoDrop Technologies) and a bioanalyzer (Experion, BioRad). From the 2009 RNA pool, a cDNA library was 

prepared, normalized and sequenced by GenXPro GmbH (Frankfurt am Main, Germany) using Illumina 

technology (Genome Analyser-IIx). From the 2011 RNA pool, a cDNA library was prepared, normalized and 

sequenced by Eurofins (Ebersberg, Germany) using the 454 GS FLX+ technology. Reads obtained from each 

sequencing were assembled de novo in two steps: first with MIRA 3.4.0 (Chevreux et al., 2004) then with DNA 

Dragon (SequentiX, http://www.sequentix.de/software_dnadragon). The detailed procedure is described in 

figure 6.3.  

 

Functional annotation and classification 

Contig annotation to known sequences by sequence similarity was performed using two M. truncatula 

nucleic databases: MT3.5 from the International Medicago Genome Annotation Group (IMGAG) and MtGI11 

from the Dana-Farber Cancer Institute (DFCI) Medicago Gene Index. Contigs that remained un-annotated after 

these two analyses were blasted using Blast2GO (version 2.6.0) (Götz et al., 2008) against protein databases 

including all plant species: Swissprot and non redundant protein from NCBI. Next, classification of C. australe 

annotations in Gene Ontology (GO) was performed by Blast2GO. GO terms were retrieved from public 

databases and mapped to each contig, after which the most specific ones were selected by an annotation rule. 

The detailed annotation workflow is described in Figure 6.3. 

 

Reverse transcriptase PCR 

Two µg of M. truncatula wild type and abi3-1 and abi3-2 RNA was retro-transcribed according to the 

manufacturers' instructions (Thermo Scientific, Bremen, Germany). Resulting cDNA were diluted 1:3. Primers 

sequences and annealing temperatures are provided in Annex 1. PCR was performed with DreamTaq 

(Fermentas, Vilnius, Lithuania) according to manufacturers' instructions.  

 

Protein extraction and 2D gel electrophoresis 

Total soluble proteins were extracted in triplicate from 25 seeds of M. truncatula (A17, R108 or Mtabi3-

1 and Mtabi3-2) and 400 mg of cotyledons of mature C. australe from a minimum of three seeds for each 

replicate (2009 harvests) according to Boudet et al. (2006) and the heat stable proteins were recovered 

according to Chatelain et al. (2012). After centrifugation at 20 000 g at 4°C, the pellet was successively washed 

with 100 µL of 80 % acetone, 100 % acetone, 80 % ethanol and 100 % ethanol then resuspended in 300 µL of 

rehydration buffer for 36h according to Boudet et al. (2006). Protein concentration was assayed by Bradford 

(1976). Heat stable proteins fractions of M. truncatula and C. australe (150µg), as well as a 1:1 mix of both 

protein fractions (300 µg) were rehydrated and separated on 24 cm immobilized non linear pH 3–10 gradient 

strips (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Isoelectrofocusing was performed at 20°C, with 3h at 250 V, then 4h at 6  
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Table 2.2. LEA transcripts identified in the Castanospermum australe seed transcriptome. 

 

Family 

(PFAM) 
protein name 

Blast 

database 

M. truncatula 

IMGAG 3.5 

C. australe 

contigs
1
 

E-value 
Aln 

length 

% 

iden 

% 

sim 

Spot 

2D gel 

dehydrin DHN3 MtGI11 TC175037 Ca_11990 2.E-09 198 47.2 52.0 3,4 

DHN-cognate Mt3.5 Medtr3g117290 Ca_9276 2.E-10 120 53.3 65.0 5 

BudCar5 Mt3.5 Medtr7g086340 Ca_31427 5.E-06 119 62.2 77.7 1 

LEA_5  EM6 Mt3.5 Medtr4g016960 Ca_14307 4.E-45 98 81.6 90.8 37 

EM1 MtGI11 AJ498523 Ca_2036 9.E-40 100 78.2 85 51 

LEA_4 SBP65 Mt3.5 Medtr4g079690 Ca_7340 5.E-17 90 58.9 72.2 75 

PM10 MtGI11 TC174929 Ca_3035 4.E-43 274 59.9 74.8 ND 

PM18 MtGI11 TC183861 Ca_330 2.E-41 335 56.0 67.2 ND 

MP2 Mt3.5 Medtr1g061730 Ca_8462 3.E-31 226 57.5 67.1 9 

LEAm Mt3.5 Medtr2g014040 Ca_7604 3.E-45 268 48.6 62.4 74 

CapLEA.I MtGI11 TC175990 Ca_8841 1.E-31 141 66.0 85.8 18,19 

LEA_1 PM1 Mt3.5 Medtr7g093170 Ca_8304 3.E-16 91 64.8 75.8 ND 

D113.II Mt3.5 Medtr7g093160 Ca_8304 5.E-17 91 65.2 76.1 ND 

SMP PM25 MtGI11 TC174777 Ca_6007 2.E-83 238 75.6 84.4 92 

D-34.I MtGI11 Medtr1g072090 ND         ND 

D-34.II MtGI11 TC183570 Ca_25629 6.E-42 128 86.7 93 ND 

D-34.III Mt3.5 Medtr2g076230 Ca_23377 3.E-06 24 76.0 87.5 ND 

  
1C. australe contigs that were homologs to the 17 LEA gene products detected in M. truncatula seeds were identified based 

on the MtGI11 and Mt3.5 Medicago databases (E-value < e-06). ND = homologue not detected. Contigs were translated to 

calculate the percentage of identity (iden) and similarity (sim). Aln, alignment. 
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kV, followed by a gradual increase to 27 kVh at 6 kV/h and to 40 kVh at 8 kV/h) in a Bio-Rad Protean isoelectric 

focusing cell. Size separation of proteins was performed on vertical polyacrylamide gels (12 % (w/v) 

acrylamide) in a Ettan Daltsix Electrophoresis system (Amersham Biosciences, Orsay, France) according to 

Boudet et al. (2006) using a running buffer containing 15.6 mM Tris (pH 8.3), 120 mM Gly, 0.1 % (w/v) SDS. 

Gels were stained with 0.08 % (w/v) Brillant Blue G-Colloidal for 24 h, destained briefly in 5% (v/v) acetic acid 

and 25 % (v/v) methanol then in 25 % (v/v) methanol for 8 h. Stained gels were scanned at 63.5 x 63.5 

resolution using a GS 800 scanner (Bio-Rad). At least three digitalized gels from three independent experiments 

(extraction, focalization and migration) were analyzed using the PDQuest 7.2.0 software (Bio-Rad). Spot 

intensities were normalized using the total quantity in valid spot method. A paired t-test was performed to 

analyze differences in intensity between C. australe and M. truncatula LEA proteins and between WT (R108) and 

Mtabi3-1/Mtabi3-2 seeds. 

 

Mass spectrometry and protein identification 

Spots of interest were excised from the 2D gels and subjected to in-gel tryptic digestion according to 

Chatelain et al. (2012). Tryptic fragments were analysed by LC-ESI-MS/MS spectroscopy using a nanoscale 

HPLC (Famos-Switchos-Ultimate system, LC Packings, Dionex, San Francisco, CA, USA) coupled to a hybrid 

quadrupole orthogonal acceleration time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF Global, Micromass-Waters, 

Manchester, UK) as described in Boudet et al. (2006). Mass data were analysed with the Protein Lynx Global 

Server software (Micromass-Waters). Protein identification was performed by comparing the data with the 

UniProt sequence databank (date of release: August 2010) or with TIGR Medicago EST databank (date of 

release: April 2010). For the M. truncatula heat stable proteome, spots linked to LEA polypeptides were 

identified according to the reference gel published by Chatelain et al. (2012).  

 

Data submission 

Raw sequence data from this article can be found in the Sequence Reads Archive database (NCBI) 

under BioProject PRJNA193308. The data on the ectopic expression of MtABI3 in hairy roots discussed in this 

publication have been deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus (Edgar et al., 2002) and are accessible 

through GEO Series accession number GSE44291  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE44291). 

 

Results 

Physiological description of C. australe seeds  

At reception, fresh weight and water content of mature, shedded C. australe seeds was 45.9 ± 14.9 

g/seed and 1.94 ± 0.41 g H20 g dry weight (DW)-1, respectively. The embryo is composed of two prominent 

cotyledons and a comparatively small axis and surrounded by a thin brown testa (about 250 µm thickness) (Fig. 

2.1A-2.1C). When planted, fresh seeds germinated at 100 % and produced healthy seedlings. The critical water 

content corresponding to the onset of loss of cell viability during rapid drying was determined on cotyledons 

using tetrazolium staining. During drying, the loss of viability as a function of water content showed the typical  
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Figure 2.2. Reference map of the heat-stable proteome of mature Castanospermum australe cotyledons. 

Hundred-fifty µg of the heat-stable proteins was separated by 2D SDS-PAGE using 24 cm non-linear immobilized pH 

gradient strips (3–10). pI and molecular mass (in kDa) are indicated. Numbers indicate the polypeptides that were 

sequenced (see Annex 3 Table 2). 
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pattern found in other recalcitrant seeds (Fig. 2.1D and 2.1E). The intensity of the staining remained high and 

constant until a water content of ca. 1.5 g H20 g DW -1 was reached, after which the intensity decreased 

progressively with further drying (Fig. 2.1E). The critical water content, here defined as the water content 

corresponding to the break point for which cotyledon tissues begin to lose staining intensity, was estimated at  

1.2 g H20 g DW-1. Tissues were completely absent of red staining when dried below 0.5 g H20 g DW-1 (Fig. 

2.1D), indicating total loss of viability. This value is consistent with that reported by Han et al. (1997) on 

isolated axes of C. australe during rapid drying using electrolyte conductivity as an indication of membrane 

damage. In contrast, complete drying and rehydration of 10h imbibed M. truncatula cotyledons in tetrazolium 

solution rendered the tissues red, indicating that viability was maintained (data not shown). For the proteomic 

study, we chose to focus on cotyledons as a model for desiccation-sensitive tissues, due to their high critical 

water content. Cotyledons are large and surround the axis, thereby possibly slowing rate of dehydration of the 

latter. In M. truncatula, few differences were found between LEA abundance and composition of the axes and 

cotyledons, except for EM6 (Chatelain et al., 2012). 

 

Sequencing of the C. australe seed transcriptome and identification of LEA contigs 

To enable comparative analysis on a molecular level between the recalcitrant C. australe and its 

orthodox counterpart M. truncatula, sequence information on transcripts present in seeds was obtained from a 

range of tissues to capture the maximum variation of the transcriptome at harvest: intact isolated axis, 

cotyledons from three developmental stages, and partially dried yet alive cotyledon tissues (Figure 6.3). Using 

Illumina and 454 technologies, sequencing of the normalized cDNA libraries resulted respectively in 7,784,004 

paired reads of 76 bp long and 626,225 reads with an average length of 376 bp (Table 2.1). The assembly 

resulted in 48,334 contigs varying between 200 bp and 14,334 bp long with an average length of 773 bp 

(Figure 6.3 ; Table 2.1). A total of 35,050 contigs (72.5 %) were annotated, of which 91 % were provided by 

the IMGAG 3.5 M. truncatula database and the MtGI11 version of the Medicago EST database. An additional 740 

and 2,558 of the remaining contigs were identified respectively using Swissprot and NR databases related to 

other plant species (Figure 6.3). Annotations were classified according to Gene Ontology (GO) using the Plant-

GO-slim version of Blast2GO (B2G). Enzyme Classification (EC) numbers were retrieved with the additional 

functionalities of B2G linked to KEGG pathways. A total of 23,637 contigs (48.9%) were annotated with 98,615 

GO terms and 8,962 EC numbers. Distribution of the main biological processes (BP, 45,568 annotations), 

molecular functions (MF 35,110 annotations) and cellular components (CC 17,937 annotations) is shown in 

figure 3.3.  

Using the annotated transcriptome of C. australe, the next step was to perform a comparative analysis 

between LEA sequences found in both legume species. In C. australe, contigs were found for 29 LEA genes that 

are identified in the M. truncatula genome (Annex 2). In mature seeds of M. truncatula, a proteome analysis led 

to the detection of polypeptides corresponding to 17 genes (Chatelain et al., 2012). For 16 out of these 17 

genes, at least one corresponding contig was detected in the C. australe transcriptome (Table 2.2). Amino acid 

sequence alignment displayed between 52 % to over 90 % similarity between the two species. The dehydrin 

family members were most divergent, with similarity that ranged only from 52 to 77 % (Table 2.2). Other  
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Figure 2.3. Comparative analysis of LEA polypeptides in cotyledons of Castanospermum australe and Medicago 

truncatula seed heat stable proteome. 

Reference map of the heat stable proteome of M. truncatula (A) and C. australe seeds (B) and separation of a mixture of 

equal amounts of heat stable proteins (150 µg) from both species (C). Panels D-O show details of different regions of 2D 

gels of the proteome of M. truncatula (D-G), C. australe (H-K) and both species (L-O). Indicated spots refer to Annex 3 

and Annex 4. 
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families are much more conserved between the two species, such as the SMP and LEA_5 family (EM1 and EM6), 

showing 76-86 % identity and 85-91 % similarity with M. truncatula, respectively. 

 

Identification of the heat-stable proteome of C. australe  

Identification of polypeptides corresponding to the 16 LEA transcripts that were detected in C. australe 

transcriptome was carried out by separation of the heat-stable protein fraction on 2D gel electrophoresis (Fig. 

2.2). This method has been successfully applied to characterize and quantify the entire LEA proteome of M. 

truncatula (Boudet et al., 2006; Chatelain et al., 2012). A total of 110 spots were sequenced using LC-ESI-

MS/MS spectroscopy, out of which 82 spots were identified (Annex 3).  

Polypeptides were detected for 10 of the 16 LEA genes identified from the C. australe sequence 

assembly (Table 2.2). These polypeptides include two highly abundant dehydrins (CaDHN3 (spot 3 and 4) and 

CaBudcar5 (spot 1)) and CaCapLEA-1 (spot 18 and 19). Other less abundant LEA polypeptides include one more 

dehydrin (CaDHN cognate, spot 5), the two LEA_5 members (CaEM1 (spot 51) and CaEM6 (spot 37)), three 

LEA_4 members (CaSBP65 (spot 75), CaMP2 (spot 9) and CaLEAm (spot 74)) and CaPM25 (spot 92). For six 

LEA contigs,  no polypeptides were identified in C. australe proteome, despite the presence of their transcripts 

(Table 2.2) In M. truncatula, four of these LEA proteins are highly abundant in mature seeds and include two 

members of the LEA_5 family (CaPM10 and CaPM18) and both LEA_1 members (CaD113.I and CaPM1) 

(Chatelain et al., 2012). The other two LEA proteins that were not identified are members of the SMP family 

(CaD34.II and III). 

Next to LEA polypeptides, other abundant polypeptides were detected in the heat-stable C. australe 

proteome. They were identified as three pathogenesis related proteins (spots 26, 27 and 29) (Annex 3), five 

polypeptides corresponding to small heat shock proteins (spots 2, 56, 61, 62 and 93), and four polypeptides 

corresponding to superoxide dismutases (38, 54, 67 and 69). Furthermore, two desiccation-related 

polypeptides (spots 82 and 88) were detected with homology to Lb_13-62 and PCC13-62. These genes are up-

regulated in the desiccation-tolerant resurrection plants Craterostigma plantagineum and Lindernia brevidens 

(Phillips et al., 2008) and were also recently detected in floral nectar of the evergreen velvet bean (Mucuna 

sempervirens Hemsl) (Zha et al., 2013).  

 

Comparative analysis of the LEA proteome between C. australe and M. truncatula 

The amount of heat stable proteins relative to the total soluble protein fraction was lower for C. 

australe (20 % ± 1.8) than for M. truncatula seeds (36 %, Chatelain et al., 2012). Equal amounts of the heat 

stable protein fraction of C. australe or M. truncatula were separated by 2D gel electrophoresis and 2D profiles 

were compared. For most of the LEA polypeptides, the exact position on the gel differed slightly between both 

species (Fig. 2.3A and 2.3B). This made it possible to combine the two extracts and separate them on the same 

gel, allowing for an accurate comparative quantification of the polypeptides from both species and avoiding the 

drawbacks associated with variations due to polypeptide migration and gel staining (Fig. 2.3C, Annex 4). In 

both species, the dehydrin DHN3 (Fig. 2.3D, 2.3H and 2.3L) and LEA_4 CAPLEA (Fig. 2.3G, 2.3K and 2.3O) 

were present with high spot intensity. For six LEA polypeptides, spot intensity was much lower in C. australe 

compared to M. truncatula; SBP65 and MP2 (Fig. 2.3D, 2.3H and 2.3L), PM25 and LEAm (Fig. 2.3E, 2.3I and  



84 
 

 

Figure 2.4. Relative abundance of the different LEA polypeptides identified in cotyledons of Castanospermum 

australe and Medicago truncatula seeds. 

Abundances were calculated based on the spot intensities of 3 replicates of the gels shown in Fig. 3. 
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2.3M) and EM1 and EM6 (Fig. 2.3F, 2.3J and 2.3N) (Annex 4). The other two dehydrins, Budcar5 and DHN-

cognate, are highly abundant in C. australe, whereas their homologues in M. truncatula are barely detectable. 

A quantitative overview of the comparative analysis of the LEA proteome, based on relative spot 

intensity, is presented in Fig. 2.4. The LEA profile is strikingly different between the recalcitrant and orthodox 

seeds. In contrast to mature M. truncatula seeds, where dehydrins comprise 20 % of the LEA proteome, this 

family represents 83 % of the LEA proteome of C. australe cotyledons. Four LEA proteins (CaEM1, CaEM6, 

CaMP2 and CaPM25) were four-fold less abundant in the recalcitrant seeds compared to the orthodox M. 

truncatula, whereas CaLEAm and CaSBP65 relative abundance was reduced over twenty-fold. In addition, six 

LEA proteins were not detected in cotyledons of C. australe (CaPM1, CaD113.I, two CaD34 members, CaPM10 

and CaPM18). CAPLEA was present in comparable amounts in both species.  

 

Characterization of the LEA proteome of the desiccation sensitive Mtabi3 mutant 

seeds and comparison with C. australe  

To further investigate a cause-effect relationship between the lack of these LEA proteins and 

desiccation sensitivity, we examined the LEA proteome in an orthodox seed that was rendered desiccation 

sensitive by knocking out the MtABI3 gene expression. First, we obtained two independent homozygous Tnt1 

insertion mutants (Mtabi3-1 and Mtabi3-2) that were backcrossed once or twice, respectively (Fig. 2.5A). The 

Tnt1 insertions were located at 1,595 bp and 1,605 bp from the start-codon, respectively, just after the B2 

domain (Fig. 2.5A). RT-PCR analysis confirmed the absence of transcripts in the two Mtabi3 mutants (Fig. 

2.5B). The resulting freshly harvested seeds were used for a physiological characterization. Like in abi3 mutants 

of Arabidopsis (Ooms et al., 1993), mature Mtabi3 seeds retained their chlorophyll (Fig. 2.5C) and exhibited a 

strongly reduced sensitivity to ABA (Fig. 2.5D). During seed maturation between 24 and 32 DAP, the seed 

water content of abi3 mutants remained at around 1,6 g H2O g DW-1, whereas in developing wild type seeds it 

decreased steadily from 1.2 to 1.0 g H2O g DW-1 (Fig. 2.5E). Thereafter, in both abi3 mutants and wild-type, 

the water content decreased until 40 DAP. During the latter stages of drying, when pods were detached, seeds 

of both genotypes exhibited a similar rate of water loss. Desiccation tolerance of harvested seeds was 

determined as a function of their water content at different stages during maturation and after enforced drying 

(at 40 DAP) (Fig. 2.5F). In contrast to wild-type, the seed population of Mtabi3 mutants started to lose their 

viability when water content decreased below 1.0 g H2O g DW-1 and decreased sharply below 0.5 g H2O g DW-1 

(Fig. 2.5F). At 0.2 g H2O g DW-1, all abi3 seeds were dead. In contrast to wild type seeds, fully mature, dried 

seeds did not germinate, and tetrazolium tests showed no staining, indicating that viability was completely lost 

(data not shown).  

Next, LEA polypeptide abundance was determined using 2D-gel electrophoresis on three replicates of 

Mtabi3-1, Mtabi3-2 and wild type seeds (R108 background) (Annex 5). To be able to compare LEA profiles 

among C. australe and Mtabi3 genotypes, polypeptide abundance was expressed as the relative difference with 

M. truncatula wild-type (A17 for the comparison with C. australe, and R108 for the comparison with Mtabi3 

mutants) (Fig. 2.6). The intensity of MtPM1 was highly variable amongst the samples, irrespective of the M. 

truncatula genotypes (Annex 5). This might be due to the very basic nature of this protein in the R108 

genotype, placing it at the border of the gel where resolution is poor. Likewise, the intensity of MtLEAm and  
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Figure 2.5. Characterization of abscisic acid insensitive3 (Mtabi3) mutants of Medicago truncatula. 

A) Gene structure, position of the A and B domains and Tnt1 insertions within the MtABI3 gene.  B) Validation of absence of 

ABI3 transcripts in the Mtabi3-1 and Mtabi3-2 mutants. Using the same primer set, ABI3 was also amplified on genomic 

DNA. The increased size corresponds to the additional introns. C) Seed color phenotype of Mtabi3-1 and Mtabi3-2 and 

corresponding wild-type seeds (R108) at three stages of maturation: 32 days after pollination (DAP), at pod abscission 

(ABS, 38 DAP) and in dry seed (DS). D) ABA dose response analysis during germination of seeds collected at pod 

abscission. Germination was scored as emergence of the radicle. Data are the average of three replicates of 40-50 seeds ± 

SE. E) Changes in seed water content during development. Data are the average of three replicates of three seeds ± SE. F) 

Germination of Mtabi3 and wild type seeds at different stages of development upon rehydration of 70-80 seeds. Data are 

significantly different when they differ by 18% or more (χ2-test, P<0.05). 
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D34.II could not be determined correctly (Fig. 2.3, Annex 5). To avoid wrong interpretation of these data, they 

were omitted from further analysis.  Overall, the abundance of the LEA proteome of the Mtabi3 mutants 

compared to wild type seeds resembled that of desiccation-sensitive C. australe cotyledons when compared to 

M. truncatula (Fig. 2.6). Like in C. australe, abundance of nine LEA polypeptides from several families was 

decreased in the Mtabi3 mutants, namely LEA_5 (MtEM1 and MtEM6); SMP (MtPM25 and MtD34), LEA_4 

(MtSBP65, MtPM18, MtPM10 and MtMP2) and LEA_1 (D113.I). The dehydrin MtDHN3 was more abundant in 

seeds of Mtabi3 mutants than in wild type seeds, which further underscored the similarity with C. australe. The 

relative amount of MtCAPLEA was slightly lower in seeds of the Mtabi3-2 mutant compared to the wild-type 

seeds, whereas its amount was higher in the Mtabi3-1 mutant (Fig. 2.6, Annex 5).  

 

ABI3 regulation of identified LEA proteins in relation to desiccation tolerance 

The reduction of LEA polypeptides in Mtabi3 mutants raises the question whether the twelve reduced or 

absent LEA proteins in C. australe are regulated by ABI3 at the gene level. In abi3 seeds of Arabidopsis, 

transcript levels of all LEA genes that are affected in the desiccation-sensitive tissues (group A) were decreased 

(Table 2.3, Bies-Etheve et al., 2008). This was not the case for the LEA proteins that were not affected or more 

abundant in these tissues (group B). Transcript levels of the homologues of DHNcognate and CAPLEA1 were 

even increased in the abi3 mutants. In addition, to investigate whether MtABI3 regulates LEA targets, we took 

advantage of our recent transcriptome study on the effect of overexpressing MtABI3 in the hairy roots of M. 

truncatula (GeOmnibus GS GSE44291). The advantage of this ectopic expression model is that it avoids the 

interfering effects of other B3 domain transcription factors such as FUS3 and LEC2 with ABI3 in seeds (Mönke et 

al., 2012). Expression of nine out of eleven genes coding for group A LEA proteins was overexpressed MtABI3 

(Table 2.3). Moreover, in silico promoter analysis of eight out of twelve LEA genes for which promoter 

sequences could be retrieved indicated that seven LEA promoters contain both RY (CATGCA) and ABRE 

(ACGTG(G/T)C) cis-regulatory elements. The RY element is known to be bound by ABI3, while ABRE motifs are 

implicated in the binding of bZIP-TFs, known to interact with ABI3 (Busk et al., 1997; Hattori et al., 2002; 

Guerriero et al., 2009). A study on the identification of the ABI3 regulon in Arabidopsis confirmed three LEA 

genes as direct targets by transient promoter activation assay or ChIP-chip analysis (Table 2.3). The other LEA 

proteins were identified as being ABI3-responsive gene products in 35S::ABI3-GR seedlings (Mönke et al., 

2012). An analysis of the four other LEA proteins that were abundant in C. australe cotyledons (group B, Table 

2.3) demonstrated that overexpressing MtABI3 in M. truncatula roots induced DHN3 trancripts and slightly 

activated Budcar5, although transcript levels were found to increase in abi3 mutants (Table 2.3). No effect was 

found on transcript levels of CapLEA-1, and DHN-cognate transcripts even decreased significantly. No RY 

element was retrieved in promoter analysis of BudCar5 and DHN-cognate coding genes, and neither gene was 

part of the ABI3 regulon identified by Monke et al. (2012). 

  

Discussion 

 

The aim of this study was to compare the seed LEA proteome of two legume species exhibiting 

orthodox and recalcitrant storage behaviour to gain further insights into the panoply of these protective  
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Figure 2.6. The LEA protein profile from desiccation-sensitive cotyledons of Castanospermum australe and 

seeds of Mtabi3 mutants compared to desiccation-tolerant Medicago truncatula wild type seeds. 

Abundance of LEA proteins in C. australe and Mtabi3 (assessed as spot intensity, Annex 4 and Annex 5) was normalized 

against their respective value obtained for wild type M. truncatula seeds. A value of 1 corresponds to wild type values (C. 

australe/A17 and Mtabi3/R108). Hatched bars correspond to non-seed specific LEA proteins. 
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proteins necessary for desiccation tolerance. This work shows that C. australe and M. truncatula, both from the 

Papilionaceae subfamily of Fabaceae, are phylogenetically close enough to allow for a detailed sequence 

comparison between LEA accumulation in relation to desiccation tolerance. Assembly of a normalised 

sequencing library identified contigs with high similarity for 16 of the 17 M. truncatula LEA genes (Table 2.2) for 

which protein accumulation was shown in M. truncatula (Chatelain et al., 2012). This comparison was further 

extended to a desiccation-sensitive Mtabi3 mutant of M. truncatula that we obtained and characterized. 

We believe this is the first report of full coverage of the identification of the LEA genes and their 

products (the 'LEAome') in cotyledons (the predominant tissue in this species) of a recalcitrant seed. To date, 

studies have been constrained to dehydrins using an antibody against the consensus sequence KIKEKLPG 

(Berjak & Pammenter, 2008). The comparison with M. truncatula revealed that 12 out of 16 LEA proteins are 

less abundant or not detected in the recalcitrant C. australe seed proteome (Figs. 2.4 and 2.6). In silico gene 

expression analysis of M. truncatula transcriptomes demonstrated that all but one (MtMP2) of these 12 genes 

are specifically expressed in seed tissues (Chatelain et al., 2012). Further LEA proteome analysis of the Mtabi3 

mutants revealed that accumulation of the homologues of these LEA proteins was affected in these desiccation-

sensitive seeds. Several of them (MtSBP65, MtPM25, MtEM6, MtPM18 and MtMP2) correlated with the re-

induction of desiccation tolerance in germinated radicles of M. truncatula seeds (Boudet et al., 2006). Fig. 2.5E 

and 5F shows that seeds of Mtabi3 mutants can survive drying to 0.4 g H2O/g DW and can be considered 

drought-tolerant. They lose their viability after they are shed from the mother plant. In C. australe, tissues did 

not survive drying down to 0.5 g H2O/g DW. Collectively, these data suggest that these particular LEA proteins 

are needed once bulk water is removed. For most of them, their role in the dry state is not yet elucidated. In 

vitro studies of EM6, PM25 (Boudet et al., 2006; Gilles et al., 2007, Boucher et al., 2010) and LEAm (Tolleter et 

al., 2007) demonstrated multifunctional protective capacities with different efficiencies. These include 

membrane (LEAm) and enzyme protection (LEAm, EM6, PM25), anti-aggregation against thermo-mechanical 

stress (EM6 and PM25) and water-binding (EM6 and PM25). 

This work offers a new model to study the regulatory and mechanistic pathways implicated in 

desiccation tolerance through comparative analysis of desiccation-sensitive cotyledon tissues from recalcitrant 

seeds with their orthodox counterparts. The proteome comparison with Mtabi3 seeds suggests that comparable 

pathways leading to LEA accumulation are affected in both desiccation-sensitive orthodox and recalcitrant 

cotyledon tissues (Fig. 2.6). Consistent with this observation, homologous LEA genes in Arabidopsis and M. 

truncatula are ABI3-responsive (Table 2.3). It is unknown if the reduced LEA polypeptides in C. australe 

cotyledons are linked to reduced CaABI3 activity or defective upstream or downstream signaling pathways. 

Interestingly, a CaABI3 contig was detected in the RNA assembly, but its temporal and spatial expression, as 

well as its efficiency need to be assessed. In developing orthodox seeds, the RY cis-elements are elements that 

are crucial for transactivation through ABI3/VP1-like B3-domain proteins whereas conserved ABA responsive 

elements (ABREs; PyACGTGG/TC) mediate ABI3-related ABA signaling in conjunction with other transcription 

factors, such as ABI5 (Busk et al., 1997; Hattori et al., 2002; Guerrriero et al., 2009). Most of the LEA 

promoters in Medicago for which protein abundance was decreased or absent in Castanospermum were found 

to contain both RY and ABRE elements (Table 2.3). The LEA genes for which protein abundance was not 

affected or even increased in C. australe compared to M. truncatula do not seem to be regulated by ABI3 (Table  
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Table 2.3. Evidence for ABI3-dependent regulation of LEA homologues for which protein abundance is reduced 

or absent in desiccation-sensitive tissues (C. australe and Mtabi3) (group A) or unaffected or increased (group 

B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Log ratio of transcript levels (and corresponding p-values) in hairy roots overexpressing MtABI3 compared to control 

(empty plasmid), determined by trancriptome analysis using Nimblegen slides (GeOmnibus GSE44291).  
2Number of RY (CATGCA) and ABRE (ACGTG(G/T)C) cis-regulatory motifs known to bind ABI3 was revealed by analyzing the 

2kb promoter sequence of the M. truncatula genes.  
3Relative level of transcripts in mature abi3 seeds of Arabidopsis compared to the wild type. Data are extracted from Bies-

Etheve et al., 2008. 
4Identification of ABI3-responsive gene products in 35S::ABI3-GR seedlings by array-based transcriptome analysis (T) or 

qRT-PCR (P) and confirmation as direct targets by transient promoter activation assay (A) or ChIP-chip analysis (C). Data 

are extracted from Mönke et al., 2012. 

ND, not detected; NA, not analyzed; WT, wild type. 
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2.3). Transcript levels of DHNcognate even increased in the abi3 mutants of Arabidopsis and decreased in 

transgenic roots when overexpressing MtABI3 (Table 2.3). Whether this gene is negatively regulated by ABI3 is 

unknown. Put together, these results strengthen the idea that only LEA proteins positively regulated by ABI3 

are reduced in C. australe cotyledons. However, it is likely that additional regulatory pathways intervene in the 

accumulation of these desiccation-tolerant associated proteins because both in C. australe and the Mtabi3 

mutants, a number of LEA proteins were not absent but their levels were partially reduced. Other transcription 

factors that regulate LEA gene expression are ABI4 and ABI5 (Bies-Etheve et al., 2008; Reeves et al., 2011). 

ABI3 interacts with ABI5 to regulate expression of downstream genes whereas ABI4 controls the induction of 

ABI5 (Bossi et al., 2009; Cutler et al., 2010). However, in Arabidopsis, mature seeds of abi4 and abi5 mutants 

are desiccation tolerant. In addition, loss-of-function lec1 mutants of Arabidopsis produce seeds that lose their 

viability during desiccation or during the first few weeks after harvest (Meinke, 1992). However, an analysis of 

direct targets of LEC1 did not reveal any LEA genes (Bäumlein & Junker, 2012; Wang & Perry, 2013). 

Considering that homologues of ABI3, LEC1, ABI5, FUS3 were detected in the C. australe RNAseq assembly, the 

role of these transcription factors in seed development warrants further investigation, particularly in relation to 

its recalcitrant behaviour.  

Sequencing of the C. australe transcriptome was performed by high throughput sequencing 454 and 

Illumina technologies on a normalised library. Library normalization improves the proportion of low abundant 

sequences and maximizes transcriptome coverage (Zhulidov et al., 2004). Both technologies have been 

extensively used in the past few years to sequence transcriptomes of non model species without reference 

genome (reviewed in Schliesky et al., 2012). Table 2.1 confirms that hybrid de novo assembly combining both 

sequencing technologies improves transcriptome coverage as suggested by Wall et al. (2009) and Garg et al. 

(2011). More than 72 % of the 48,334 contigs could be annotated by this approach and 91% of this annotation 

is provided by M. truncatula specific databases. This approach also enabled the discovery of almost all LEA 

transcripts for comparison with M. truncatula. However, a quantitative transcriptome analysis will be needed to 

reveal to which extent LEA polypeptide abundance is regulated at the transcriptional and/or posttranscriptional 

level in C. australe. Furthermore, there are many other molecular protective mechanisms that could be missing 

in this recalcitrant species such as antioxidant defences, non-reducing sugars, HSPs and/or induction of cell wall 

modifications (reviewed in Berjak & Pammenter, 2008; Leprince & Buitink, 2010). The sequence assembly from 

the normalised library will enable the construction of microarrays to further investigate molecular aspects of 

desiccation sensitivity in recalcitrant seeds.  

A striking observation was the highly increased amount of dehydrins in the recalcitrant seeds compared 

to M. truncatula (Fig. 2.6). Two of them (Budcar5, DHN3) have also been identified in desiccation-sensitive 

seedlings of M. truncatula submitted to osmotic stress (Boudet et al., 2006). Furthermore, in silico analysis 

using the Medicago gene atlas shows that these dehydrins are expressed in many different organs other than 

seeds in stressful conditions (Benedito et al., 2008; Chatelain et al., 2012). One can speculate on the functional 

role for such proteins in recalcitrant seeds (Berjak & Pammenter, 2008). Most recalcitrant seeds are spheroid, 

with large cotyledons surrounding the axis. The synthesis of dehydrins in cotyledons can protect the axis from 

the dehydration stress that they will undergo after shedding. Furthermore, due to their size, dehydration is 

likely to be slow and thus requirement for protection against only mild water deficit stress should be sufficient 
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for maintenance of seed viability as a whole in seeds shed into their natural environmental habitat. Dehydrins 

are known to increase tolerance to osmotic stress, demonstrated by the overexpression of dehydrin Rab17 and 

Rab28 in A. thaliana plants and maize plants, respectively (Figueras et al., 2004 ; Amara et al., 2013).  

In conclusion, the comparative analysis of the LEA proteome profiles of two unrelated desiccation-

sensitive tissues (cotyledons of C. australe and seeds of Mtabi3) with the orthodox M. truncatula indicates that 

the developmental program leading to desiccation tolerance involves the synthesis of a variety of seed-specific 

LEA proteins that have been poorly characterized so far and partially involves ABI3. This developmental 

program is intertwined with the synthesis of additional LEA proteins such as dehydrins as an apparent need to 

retain some tolerance against mild osmotic stress during maturation.  

 

Supplementary data  

 

Figure 6.3. Sequencing, assembly and annotation workflow of C. australe seed transcriptome (cf Material & 

Methods section). 

Figure 3.3. GO annotation of the sequence assembly of the transcriptome of C. australe seeds (cf chapter III). 

Annex 1. Primer sequences used for PCR (cf Annex section). 

Annex 2. Overview of contigs from C. australe transcriptome matching LEA coding genes of M. truncatula (cf 

Annex section).    

Annex 3. Summary of identified spots from the reference gel of  the heat-soluble protein fraction of C. australe 

cotyledons (cf Annex section). 

Annex 4. Normalized intensity of polypeptides of the heat-stable proteome of Medicago truncatula and 

Castanospermum australe seeds (cf Annex section). 

Annex 5. Normalized intensity of polypeptides of the heat-stable proteome of Medicago truncatula R108 (wild 

type), Mtabi3-1 and Mtabi3-2 seeds (cf Annex section). 
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Figure S2.7. Caractérisation du niveau de dormance des graines de M. truncatula sauvages R108 et mutantes 

Mtabi3-1, Mtabi3-2 en fonction du stade de développement. 

Le pourcentage de germination de graines récoltées au cours de la maturation (16 DAF à ABS) et séchées quatre jours à 

température ambiante (DS) a été déterminé sur eau à 20°C et à l’obscurité. Les T50 correspondant à la durée nécessaire à 

la germination de 50 % des graines sont utilisés comme marqueur de dormance. Les valeurs présentées ici sont les 

moyennes de trois à cinq répétitions de 40 à 50 graines. ND = non déterminé car moins de 50 % des graines germent dans 

ces conditions. 
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Données supplémentaires à l’article : compléments sur l’étude du 

phénotype de Mtabi3 

 

Etude de la dormance des graines Mtabi3 

Chez A. thaliana, les graines des différents mutants abi3 étudiés ne sont pas dormantes, à l’exception 

d’abi3-1 pour lequel un certain degré de dormance (inférieur à celui mesuré pour des graines sauvages) est 

visible (Ooms et al., 1993 ; Bies-Ethève et al., 1999). Cet aspect du phénotype a également été étudié chez 

nos deux lignées de mutants Mtabi3 et les résultats sont présentés dans la figure S2.7. Les graines Mtabi3-1, 

Mtabi3-2 et R108 récoltées au cours de la maturation des graines ont été mises à germer sur eau sans 

prétraitement habituellement utilisé pour lever la dormance (stratification). La capacité germinative des graines 

R108 est acquise entre 16 DAF (18 % de germination) et 24 DAF (90 % de germination) (données non 

figurées). Elle est légèrement retardée chez Mtabi3-1 et Mtabi3-2 (respectivement 0 et 2 % à 16 DAF ; 73 et 70 

% à 24 DAF ; 85 et 87 % à 28 DAF) (données non figurées). La durée nécessaire à la germination de 50 % des 

graines (T50) a été utilisée comme marqueur de dormance : plus cette valeur est importante, plus les graines 

sont dormantes. Cette valeur est comprise entre 11,1 et 13,6 jours pour les graines R108 entre 20 et 28 DAF. 

Elle augmente ensuite jusqu’à atteindre 21 jours à l’abscission (Figure S2.7), traduisant une mise en place de la 

dormance en fin de maturation pour les graines R108. En parallèle, la T50 diminue fortement au cours du 

développement  des graines Mtabi3-1 et Mtabi3-2 jusqu’à atteindre moins d’une journée au stade abscission 

(Figure S2.7). Les premières graines Mtabi3-1 et Mtabi3-2 germent 14h après imbibition aux stades 36 DAF et 

abscission dans ces conditions. Ce profil est caractéristique de graines absolument non dormantes. La 

diminution de la T50 entre 20 et 36 DAF signifie une amélioration de la capacité germinative de ces graines en 

fin de maturation chez les mutants Mtabi3.  

En conclusion, le phénotype décrit pour les mutants Mtabi3 présente de nombreuses caractéristiques 

communes avec celui mis en évidence chez les mutants d’A. thaliana : absence de dégradation de la 

chlorophylle en fin de maturation, forte insensibilité à l’ABA, sensibilité à la dessiccation et absence de 

dormance. 
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Chapitre III 

 

Analyse transcriptomique des graines 

immatures et matures de C. australe et 

comparaison avec le développement des 

graines de M. truncatula 
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Approche et principaux résultats 

La maturation des graines de M. truncatula est bien caractérisée d’un point de vue transcriptomique 

(Verdier et al., 2013) et des gènes potentiellement impliqués dans l’acquisition de la TD ont été mis en évidence 

(Buitink et al., 2006). L’objectif est de confirmer ces résultats et de mettre en évidence de nouveaux gènes 

potentiellement impliqués dans la TD des graines en comparant l’expression des gènes au cours du 

développement d’une graine orthodoxe et d’une graine récalcitrante. Dans un premier temps, il est nécessaire 

d’obtenir pour les graines de C. australe des données transcriptomiques comparables à celles obtenues au cours 

du développement des graines de M. truncatula. Pour cela, deux banques d’ADNc de graines de C. australe ont 

été séquencées par les techniques haut-débit 454 et Illumina. Les transcrits potentiels obtenus après 

assemblage ont permis de créer une puce à ADN spécifique de C. australe. L’analyse comparative des données 

transcriptomiques avec M. truncatula a mis en évidence des résultats tout à fait nouveaux : 

 Les régulateurs majeurs de la maturation des graines orthodoxes sont exprimés dans les graines 

immatures de C. australe comme chez M. truncatula. En revanche, l’expression du gène ABI3 et de ses 

cibles chute fortement dans les graines matures de C. australe mais pas chez M. truncatula. 

 Les gènes codant pour les protéines LEA (dont plusieurs sont des cibles d’ABI3) sont exprimés dans les 

graines immatures de C. australe mais pas dans les graines matures contrairement à M. truncatula. 

Ces résultats confortent la moindre accumulation de protéines LEA dans les graines matures de C. 

australe décrite dans le chapitre précédent. Cependant, la ressemblance entre les profils 

d’accumulation de protéines LEA entre les graines matures de Mtabi3-2 et de C. australe ne se retrouve 

pas au niveau transcriptomique. Les gènes codant les LEA sont plus fortement exprimés dans les 

graines matures que dans les graines immatures de Mtabi3-2, contrairement à C. australe. 

 Dans les graines matures de C. australe, plusieurs gènes impliqués dans la biosynthèse et la 

signalisation de l'ABA et dans la réponse au stress (antioxydants, chaperonnes) sont fortement 

exprimés alors que leur expression est faible chez M. truncatula. 

 Les oligosaccharides de la famille de raffinose (RFO), accumulés très fortement dans des graines 

orthodoxes des Fabacéess, sont absents dans les graines de C. australe. En parallèle, les gènes codant 

pour des enzymes impliquées dans la biosynthèse des RFO, fortement exprimés chez M. truncatula en 

fin de maturation, sont très faiblement exprimés dans les graines matures de C. australe. 

 L’analyse en composantes principales de l’expression des gènes préférentiellement exprimés dans la 

graine montre que le transcriptome d'une graine mature de C. australe ressemble plus au 

transcriptome d'une graine germée que d’une graine mature de M. truncatula. De plus, des gènes 

caractéristiques d’une graine prête à germer (répresseur de maturation, voie des GA) sont sur-

exprimés dans les graines matures de C. australe. 
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Tableau 3.1. Caractéristiques des contigs issus de l’assemblage des données de séquençage 454, Illumina et 

hybride 454/Illumina du transcriptome de graines de C. australe. 

Les lectures issus du séquençage Illumina ont été assemblés en contigs par GenXpro. Les lectures du séquençage 454 et 

l’ensemble des lectures 454/Illumina ont été assemblés de novo avec le programme MIRA puis avec DNA Dragon assembly. 

Seuls les contigs de l’assemblage hybride 454/Illumina de taille supérieure à 200 pb ont été conservés pour la suite de 

l’étude. 
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1-Caractérisation du transcriptome de graines de C. australe 

1.1-Séquençages et assemblage 

La création d’une puce à ADN spécifique des graines de C. australe la plus complète possible repose sur 

l’identification du répertoire des gènes exprimés dans différents tissus de la graine, à différents stades de 

développement et sous différentes conditions. Les techniques actuelles de séquençage haut-débit permettent 

désormais d’atteindre cet objectif pour des espèces non modèles. 

Dans un premier temps, des ARN de cotylédons et d’axes embryonnaires de C. australe, récoltés à 

deux stades de maturité différents en 2009, ont été extraits à partir de tissus frais, séchés un jour ou trois 

jours. Le séchage en présence de NaCl 75 % humidité relative induit un stress hydrique mais pas de 

dessiccation. Ce séchage des tissus avant extraction des ARN permet d’activer les gènes de réponse au stress 

et augmente ainsi la probabilité de séquencer les transcrits associés à ces gènes. De plus, la banque d’ADNc 

formée par le pool des huit échantillons a été normalisée avant séquençage par la technologie Illumina. La 

normalisation permet d’équilibrer la probabilité de séquençage entre des transcrits associés à des gènes 

fortement ou faiblement exprimés, en réduisant la proportion des transcrits très abondants au profit des 

transcrits plus rares. Ce premier séquençage a permis d’obtenir 7 784 004 lectures de 76 pb assemblés en 

18 483 contigs par l’entreprise GenXpro GmbH (Francfort-sur-le-Main, Allemagne) (Tableau 3.1). Ces contigs 

sont en général de petite taille, comme le montre la taille moyenne de 318 pb et le N50 de 345 pb. Le N50 est 

équivalent à une médiane, il correspond à la taille du contig pour lequel 50 % des nucléotides de l'assemblage 

sont dans des contigs de taille supérieure et les 50 % restant sont dans des contigs de taille inférieure. Pour ce 

séquençage, 5 882 730 nucléotides ont été assemblés en contigs (somme cumulée de la taille de tous les 

contigs) soit 1,2 % du nombre total de nucléotides disponible dans les lectures. Deux possibilités peuvent 

expliquer cette faible valeur. Soit la proportion de lectures non utilisées pour l’assemblage est forte. Soit la 

profondeur de séquençage est importante, c'est-à-dire qu’un nombre important de lectures est associé à un 

même transcrit. Les données fournies par GenXpro ne nous permettent pas de trancher sur cette question mais 

nous avons estimé que ce premier séquençage n’était pas suffisant pour couvrir l’ensemble des gènes exprimés 

chez C. australe. De plus, la taille relativement faible des contigs pouvait constituer un obstacle à leur 

annotation par similarité. 

Pour ces deux raisons et pour ajouter un stade plus précoce, un deuxième séquençage a été réalisé à 

partir d’une deuxième banque d’ADNc normalisée. Celle-ci a été formée à partir d’un pool d’ARN extraits de 

cotylédons et d’axes embryonnaires de graines récoltées en 2011 sur les mêmes arbres qu’en 2009. Pour cette 

banque, un stade plus précoce, appelé immature (ou gousse verte), a été ajouté aux stades mi-mature (gousse 

jaune) et mature (gousse marron). Pour ce deuxième séquençage, la technologie 454 a été privilégiée car elle 

très complémentaire de la technologie Illumina. En effet, les lectures obtenues sont moins nombreuses 

(seulement 626 225) mais plus longues (376 pb en moyenne) (Tableau 3.1). Elles présentent donc de plus 

grandes régions chevauchantes entre elles et facilitent l’assemblage en contigs comme le montre la taille 

moyenne des 48 471 contigs (771 pb) et le N50 de 867 pb. Cette fois, 37 379 064 nucléotides ont été  
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Figure 3.1. Nombre de contigs décrits par blast contre les différentes bases de données généralistes ou 

spécifiques de M. truncatula.  

35 997 contigs sont décrits par blast contre au moins une des quatre bases de données utilisées pour l’analyse. Le schéma 

présenté ici montre le nombre de contigs décrits par au moins une des bases de données spécifiques de M. truncatula : 

MT3.5 et MtGI11 (cercle bleu) et par les bases de données plus générales : Swissprot (cercle rouge) et NR (cercle vert). La 

taille de chaque zone du diagramme dépend du nombre de contigs qu’elles représentent et la couleur du chiffre est 

panachée à partir de celle des bases de données qui se recoupent. 

Niveau 1 Terme général

Terme 
précis

Niveau 2

Niveau 3

Niveau 4

c

 

Figure 3.2. Organisation en graphique acyclique dirigé (DAG) de la classification Gene Ontology (GO).  

Les termes GO sont définis selon plusieurs niveaux hiérarchiques du plus général (terme « parent ») au plus précis (terme 

« fils ») mais, contrairement à une classification hiérarchique classique, un terme « fils » peut avoir plusieurs parents. Dans 

cet exemple, le terme ‘métabolisme cellulaire des acides aminés et dérivés’ appartient à trois termes « parents » plus 

généraux : ‘métabolisme des petites molécules’, ‘métabolisme primaire’, ‘métabolisme cellulaire’. 
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assemblés en contigs soit 15,8 % du nombre total de nucléotides obtenus après séquençage. La profondeur de 

séquençage est donc assez faible mais le nombre plus important de contigs obtenus suggère une meilleure 

couverture du transcriptome de graines de C. australe et la taille importante des contigs facilite leur annotation 

par similarité. 

 

1.2-Assemblage des lectures des deux séquençages 

La complémentarité des technologies 454 et Illumina nous a incité à assembler les lectures issues des 

deux séquençages pour profiter des avantages de chacune. Les lectures assez longues du 454 permettent de 

créer un squelette de contigs tandis que les lectures Illumina apportent de la profondeur pour l’assemblage. 

L’assemblage de novo de ces lectures a été réalisé à l’aide du programme MIRA mais le résultat obtenu n’était 

pas entièrement satisfaisant. En effet, un très grand nombre de contigs a été obtenu (133 360) (Tableau 3.1) 

mais la taille moyenne de 418 pb et le N50 de 674 pb sont inférieurs aux résultats obtenus avec le séquençage 

454 seul. L’assemblage hybride de novo a donc généré un grand nombre de petits contigs non désirables pour 

le processus d’annotation. Le nombre de contigs hybrides (133 360) étant largement supérieur à la somme des 

contigs obtenus pour chacun des séquençages (48 471 + 18 483), il est fort probable qu’une redondance 

subsiste et que certains de ces contigs hybrides puissent être assemblés entre eux. Un deuxième assemblage 

moins stringent a donc été réalisé à partir des 71 239 contigs de plus de 200 pb à l’aide de l’assembleur DNA 

Dragon. 

Alors que ce deuxième assemblage a eu un effet limité sur les contigs spécifiques 454 et Illumina, il a 

permis de réassembler un grand nombre de contigs hybrides. En effet, le nombre de contigs finaux a été 

abaissé à 48 334 et la taille moyenne et le N50 atteignent désormais respectivement 773 pb et 1020 pb 

(Tableau 3.1). Ces valeurs de taille sont proches de celles obtenues en assemblant uniquement les lectures 454 

(869 pb pour la taille moyenne et 1001 pb pour le N50) mais le nombre de contigs est plus élevé.  

 

1.3-Annotation des contigs 

1.3.1-Description par similarité : blast 

Les 48 334 contigs ont été comparés à quatre bases de données pour les annoter par similarité. Le 

processus d’annotation a débuté par un blast contre des bases de données spécifiques de M. truncatula (MT3.5 

et MtGI11) puis contre des bases plus larges incluant des séquences de toutes les espèces végétales (Swissprot 

et NR). Une annotation par au moins une de ces bases de données a été obtenue pour 35 997 contigs (74,5 

%). Un total de 91 % de ces contigs a reçu une annotation spécifique de M. truncatula : 33 141 par la base de 

données de séquences génomiques MT3.5 et 159 supplémentaires par la banque d’EST MtGI11. Respectivement 

412 et 1 885 contigs supplémentaires ont été décrits par les bases de données protéiques Swissprot et NR. La 

figure 3.1 montre une redondance importante entre les annotations spécifiques de M. truncatula et celles des 

bases NR ou Swissprot. Cependant 10 309 contigs sont uniquement décrits par une base spécifique de M. 

truncatula, résultat vraisemblablement expliqué par la forte proximité génétique entre C. australe et M. 

truncatula. 
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Figure 3.3. Annotation Gene Ontology (GO) du transcriptome de graines de C. australe.  

Seuls les termes GO-slim les plus spécifiques (termes fils) représentant les fonctions moléculaires (MF), les compartiments 

cellulaires (CC) et les processus biologiques (BP) associés à plus de 120 contigs sont représentés. Pour les BP, les termes 

GO sont regroupés en catégories selon leur implication biologique : métabolisme (orange), développement (rouge), réponse 

aux signaux (violet) et expression des gènes (vert). Pour les MF, les termes GO sont regroupés selon leur activité : fixation 

à des molécules (orange), transduction du signal (violet), activité catalytique (vert). 
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1.3.2-Annotation fonctionnelle par Gene Ontology 

Ces descriptions basées sur les résultats de blast ont été complétées par une annotation fonctionnelle. 

Ce type d’annotation est attribué à l’aide d’ontologies et permet de regrouper les gènes présentant des 

caractéristiques fonctionnelles proches en catégories plus larges. Dans cet objectif, la classification Gene 

Ontology (GO) a été mise en place par un consortium international pour décrire les produits de gènes selon 

leurs fonctions moléculaires (MF), les processus biologiques (BP) dans lesquels ils sont impliqués et les 

compartiments cellulaires (CC) dans lesquels ils sont exprimés (Ashburner et al., 2000). Actuellement, la 

classification GO compte plus de 30 000 termes différents définissant des catégories très larges (par exemple 

GO:0008152 - métabolisme) ou très précises (par exemple GO:0000024 - biosynthèse du maltose). Ces trois 

ontologies parallèles sont de type acyclique, ce qui les différencie d’autres classifications dites hiérarchiques 

comme les catégories BIN définies par Mapman. Quelque soit le type de classification (acyclique ou 

hiérarchique), les termes sont définis selon plusieurs niveaux du plus général (terme « parent ») au plus précis 

(terme « fils »). Cependant, un terme « fils » peut avoir plusieurs parents dans la nomenclature acyclique GO 

(Figure 3.2), ce qui n’est pas le cas pour la nomenclature hiérarchique Mapman. La classification acyclique rend 

mieux compte de la complexité des interactions entre processus biologiques comparé à une classification 

hiérarchique. 

Les termes GO des ontologies BP, MF et CC ont été associés aux contigs de C. australe à l’aide du 

logiciel Blast2GO (Conesa et al., 2005 ; Götz et al., 2008). Dans un premier temps, les descriptions de blast 

contre la base de données NR ont été utilisées pour retrouver les termes GO associés en interrogeant plusieurs 

bases de données (étape de mapping). Dans un deuxième temps, seuls les termes GO les plus pertinents ont 

été conservés pour chaque contig (étape d’annotation). Cette sélection suit une règle d’annotation modulable 

mais les paramètres par défaut ont été conservés pour notre analyse. La procédure de base a été complétée 

par l’utilisation des outils supplémentaires de Blast2GO : recherche de motifs IPS par InterProScan, attribution 

des codes d’enzymes selon la nomenclature internationale EC (Enzyme Commission), augmentation de 

l’annotation par l’outil Annex et simplification de la classification par l’outil ‘plant GOslim’. Il s’agit d’une version 

simplifiée de l’annotation GO dans laquelle plusieurs termes spécifiques sont regroupés dans un terme plus 

générique. Par exemple la version GOslim adaptée aux plantes regroupe les 20 437 termes GO BP en seulement 

47 catégories représentatives. Cet outil permet d’avoir une première caractérisation générale du transcriptome 

de C. australe.  

Au final, 23 637 contigs (48,9 % du total) ont été annotés avec 98 615 termes et 8 962 identifiants EC. 

La distribution des principaux termes BP, MF et CC après GOslim est représentée sur la figure 3.3. Pour plus de 

clarté, seuls les termes les plus spécifiques associés à un minimum de 120 contigs sont figurés sur chacun des 

trois diagrammes. Ainsi, ces trois diagrammes représentent 17 349 annotations MF, 9 122 annotations CC et 

25 529 annotations BP. Les fonctions moléculaires majoritaires sont la liaison aux nucléotides (30 %), aux 

protéines (16,4 %) et à l’ADN (11,1 %) ainsi que l’activité kinase (12,5 %). Les plastes (18,6 %) et la 

membrane plasmique (15,9 %) sont les composants cellulaires les plus représentés dans l’annotation des 

transcrits de graines de C. australe. Enfin l’ensemble des processus biologiques liés au métabolisme (termes 

orange) au développement (termes rouge), à la réponse aux signaux (termes violet) et à l’expression des gènes  

(termes vert) représentent respectivement 46,8 %, 13,3 %, 20,9 % et 18,9 % des annotations BP. 
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Figure 3.4. Comparaison des processus biologiques associés aux gènes exprimés dans les graines de C. australe 

et M. truncatula.  

Deux stades de développement sont présentés pour M. truncatula : 20 DAF et abscission (ABS). Seuls les termes GO-slim 

les plus spécifiques (termes fils) représentant les processus biologiques (BP) associés à plus de 120 contigs sont 

représentés. Les termes GO sont regroupés en catégories selon leur implication biologique : métabolisme (orange), 

développement (rouge), réponse aux signaux (violet) et expression des gènes (vert). 
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Ces proportions ont été comparées à celles obtenues pour l’ensemble des gènes exprimés dans les 

graines de M. truncatula au stade 20 DAF et au stade abscission (ABS) (Figure 3.4). A partir de données 

transcriptomiques récemment publiées (Verdier et al., 2013) issues de la puce Affymetrix, respectivement 

32 655 et 33 641 gènes ont été déterminés comme exprimés aux stades 20 DAF et ABS sur 48 116 sondes (cf 

matériel et méthodes). 88 % des gènes exprimés au stade 20 DAF restent exprimés au stade ABS, confirmant 

que le développement des graines dépend du niveau d’expression des gènes plus que de la nature des gènes 

exprimés à différents stades. Par conséquent, les proportions des termes BP associés aux gènes exprimés pour 

ces deux stades de développement de la graine de M. truncatula sont très proches (Figure 3.4). Il est 

intéressant de constater que les différences de proportion entre C. australe et M. truncatula sont peu 

importantes. Ce résultat paraît logique car le répertoire des processus biologiques exprimés entre différentes 

graines ne peut pas être très différent. Il est donc plutôt rassurant de constater que notre répertoire de contigs 

représentant le transcriptome de graine de C. australe ne semble pas biaisé par rapport à celui de M. 

truncatula. On note cependant une légère sous représentation de tous les BP liés au métabolisme dans le 

transcriptome de C. australe par rapport aux gènes exprimés dans la graine de M. truncatula (Figure 3.4). En 

effet, les BP liés au métabolisme représentent 51,9 % des annotations pour M. truncatula contre 46,8 % chez 

C. australe. Cependant, les BP liés à la réponse aux stress et aux stimuli biotiques et abiotiques sont sur 

représentés chez C. australe (12 %) par rapport à M. truncatula (8,3 %). 

C’est donc vraisemblablement le niveau d’expression des gènes qui traduit les différences entre le 

transcriptome des graines de C. australe et de M. truncatula. Des données quantitatives sont donc nécessaires. 

 

1.4-Construction de la puce spécifique des graines de C. australe 

Afin d’obtenir des données quantitatives sur l’expression des gènes au cours du développement des 

graines de C. australe, une puce à ADN spécifique de ces graines a été élaborée à partir du répertoire de 

contigs obtenu par séquençage haut-débit et décrit précédemment. Une nouvelle puce Nimblegen 102 k 

(102 123 sondes) spécifique de M. truncatula est désormais disponible au laboratoire. La même plate forme 

Nimblegen a donc été utilisée pour la puce spécifique de C. australe afin de faciliter la comparaison des données 

entre les deux espèces. A partir des séquences des 48 334 contigs, 48 125 sondes spécifiques de 60 

nucléotides représentant 48 139 contigs ont pu être dessinées par NimbleGen. En effet, 14 de ces sondes 

reconnaissent deux contigs et ne sont pas totalement spécifiques. Les lames commandées pour cette étude 

accueillent 12 puces d’une capacité maximale de 135 k. Nous avons profité de la place disponible pour déposer 

sur chaque puce les 48 125 sondes en sens et en antisens, soit 96 250 sondes (Figure 3.5). L’ajout de ces 

sondes antisens sur la puce présente deux intérêts : 

 Avec les techniques de séquençage utilisées, le contig obtenu peut représenter le transcrit (cas 1) ou 

son inverse complément (cas 2). L’expression du gène, correspondant à l’accumulation du transcrit, est 

quantifiée par la sonde ‘sens’ dans le cas 1 et par la sonde ‘antisens’ dans le cas 2. 

 L’expression des antisens des gènes (sonde ‘antisens’ pour le cas 1 et sonde ‘sens’ pour le cas 2) peut 

se révéler intéressante. En effet, il est désormais admis que les antisens jouent un rôle majeur dans la  
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Figure 3.5. Association entre les sondes des puces Nimblegen spécifiques de C. australe et de M. truncatula.  

A partir des 48 334 contigs obtenus après assemblage, 48 125 sondes spécifiques (sauf 14 d’entre elles qui reconnaissent 

deux contigs) ont pu être dessinées par Nimblegen. Ces sondes ainsi que leur reverse complément ont été placés sur la 

puce Nimblegen spécifique de C. australe (Ca), soit 96 250 sondes présentes sur chaque puce. 35 997 contigs (74% des 

contigs totaux) ont pu être décrits par au moins un des blast utilisé pour l’annotation ce qui permet de déterminer si ces 

contigs correspondent directement au transcrit (76% des cas) ou au reverse complément du transcrit (24% des cas). 

35 964 de ces contigs sont associés à une sonde sens et une sonde antisens de la puce C. australe, ce qui permet à la fois 

de quantifier l’expression du gène et du transcrit antisens potentiel. En parallèle, la puce spécifique de M. truncatula (Mt) 

comporte 102 123 sondes associées à autant d’identifiants MT3.5. Il est donc possible d’associer 32 926 sondes Ca à une 

sonde Mt via l’annotation MT3.5 des contigs Ca. Au total 15 083 sondes Mt différentes, soit 15 083 gènes, ont été identifiées 

parmi ces 32 926 associations. Les cadres en bleu représentent Les données spécifiques à C. australe, celles spécifiques à 

M. truncatula sont représentées par un cadre rouge et les données communes à C. australe et M. truncatula sont 

représentées par des cadres violets.  
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répression de l’expression de nombreux gènes (Hamilton & Baulcombe, 1999 ; Vaucheret, 2006). Ils 

n’ont cependant pas été étudiés dans le cadre de cette thèse.  

Seulement 195 contigs (0,4 %) ne sont pas représentés sur la puce ce qui signifie que l’expression de 

presque tous les gènes, et des antisens associés, exprimés dans les graines de C. australe est quantifiée par cet 

outil. Cependant, pour tirer partie de ces données d’expression il faut connaitre l’orientation du contig, c’est à 

dire savoir pour chaque contig si nous avons affaire au cas 1 ou au cas 2. Le seul moyen de déterminer 

l’orientation du contig est d’utiliser les alignements de blast. Si un contig a été aligné dans le même sens qu’un 

gène connu dans les bases de données, nous sommes dans le cas 1 où le contig représente directement le 

transcrit. Au contraire, un contig aligné en sens inverse avec un gène connu dans les bases de données signifie 

que le contig correspond à l’inverse complément du transcrit, nous sommes donc dans le cas 2. 

D’après les résultats d’annotation par similarité présentés précédemment, 35 997 contigs ont pu être 

décrits par blast, 27 271 (76 %) dans le cas 1 et 8 726 (24 %) dans le cas 2. 35 964 d’entre eux sont associés 

à une sonde sur la puce ce qui signifie que les 96 250 sondes de la puce peuvent être réparties en trois 

catégories : 35 964 sondes ‘sens’ permettant de quantifier l’expression du gène, 35 964 sondes ‘antisens’ 

permettant de quantifier l’expression éventuelle de l’antisens du gène et 24 322 sondes non exploitables à 

l’heure actuelle car l’orientation du contig associée n’est pas connue (Figure 3.5). 

 

2-Comparaison transcriptomique des graines de C. australe et 

de M. truncatula 

2.1-Association des données transcriptomiques des deux espèces 

Les 102 123 sondes de la puce Nimblegen spécifique de M. truncatula sont associées à un identifiant 

MT3.5. Cette annotation commune aux puces des deux espèces permet de relier les sondes de la puce 

spécifique C. australe (Ca) aux sondes de la puce spécifique M. truncatula (Mt). Ainsi, sur les 35 964 sondes Ca 

exploitables, 32 926 (92 %) ont pu être reliées à une sonde Mt via l’identifiant MT3.5. Dans certains cas 

plusieurs sondes Ca sont associées à une même sonde Mt. Ainsi 15 083 sondes Mt différentes sont liées à la 

puce spécifique de C. australe (Figure 3.5). Ces 15 083 gènes potentiels ont servi de base à la comparaison des 

données transcriptomiques des deux espèces en se basant sur l’intensité (en log) du signal après soustraction 

du bruit de fond pour chacune de ces sondes. Lorsqu’une seule sonde Ca est associée à une sonde Mt (43 % 

des 15 083 sondes) les intensités d’expression des gènes sont directement comparables entre les deux espèces. 

Lorsque plusieurs sondes Ca sont associées à une même sonde Mt, la moyenne des intensités de signal des 

sondes Ca a été calculée et cette valeur a été comparée avec l’intensité du signal de la sonde Mt. Ce calcul 

d’intensité moyenne n’est pas idéal d’un point de vue statistique mais constitue la seule façon de comparer 

l’expression de ces gènes entre les deux espèces. Dans la majorité des cas, seulement deux ou trois sondes Ca 

sont associées à une sonde Mt (respectivement 27 % et 15 % des 15 083 sondes). De plus, toutes les sondes 

Ca associées à une même sonde Mt suivent bien souvent le même profil d’intensité. La valeur moyenne 

d’intensité reflète donc bien l’expression du gène associé à toutes ces sondes. A titre d’exemple, l’association  
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Figure 3.6. Evolution de la valeur de l’intensité médiane d’expression des gènes au cours du développement 

des graines de C. australe, M. truncatula A17, R108 et Mtabi3-2.  

La valeur médiane a été calculée à partir des intensités d’expression des 15 083 gènes différents de M. truncatula qui ont pu 

être associés à C. australe (A) ou à partir des intensités d’expression des 273 gènes préférentiellement exprimés dans les 

graines (B). Un gradient de couleur permet de visualiser les variations de cette valeur selon l’échantillon considéré. Les 

différents stades de développement de chacune des graines ont été placés le long d’un axe de développement de la graine 

allant de l’embryogenèse à la germination. Pour C. australe, les graines des deux premiers stades sont en phase de 

remplissage alors qu’au dernier stade les graines sont presque à l’abscission. DAF = jours après floraison ; ABS =  

abscission. 
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entre les gènes de M. truncatula et de C. australe codant pour les régulateurs majeurs de la maturation des 

graines est présentée dans l’annexe 6. 

L’association des deux puces permet donc de comparer l’expression de 15 083 gènes potentiels entre 

tout échantillon de graines de M. truncatula et de C. australe. Nous avons à notre disposition au sein de l’équipe 

quatre jeux de données transcriptomiques chez M. truncatula : 

 Le développement des graines génotype A17 en condition optimale de 20°C, avec 14 stades de la fin 

de l’embryogenèse (8 jours après floraison [DAF]) à la graine sèche. 

 Le développement des graines mutantes Mtabi3-2 en condition optimale à 20°C, avec quatre stades 

(16 DAF, 24 DAF, 32 DAF et 40 DAF). 

 Le développement des graines sauvages R108 (fond génétique de Mtabi3-2), avec les quatre mêmes 

stades (16 DAF, 24 DAF, 32 DAF et 40 DAF). 

 Le stade germination des graines R108 correspondant à la percée des téguments (radicule 2,7 mm). 

Concernant les échantillons de graines de C. australe, les ARN issus des trois stades de développement 

de graines récoltés en 2011 et utilisés pour le séquençage 454 ont été hybridés sur la puce Castanospermum. 

La couleur de la gousse a servi de critère pour séparer ces trois stades qui peuvent être définis comme 

immature (gousse verte : CaG), mi-mature (gousse jaune : CaY) et mature (gousse marron : CaB). Une 

caractérisation physiologique plus précise de ces stades est en cours en Afrique du Sud. Pour une raison 

inconnue, l’extraction d’ARN à partir d’axes embryonnaires pose problème : les rendements d’extraction sont 

bons mais les tests d’intégrité des ARN sur gel et sur Experion révèlent une forte dégradation. Nous avons donc 

concentré notre analyse sur les cotylédons de graines de ces trois stades.  

  

2.2-Comparaison globale des différents stades de développement des 

graines de C. australe et M. truncatula 

2.2.1-Les intensités d’expression des gènes sont-elles globalement 

comparables entre C. australe et M. truncatula ? 

L’objectif est de comparer les intensités d’expression des gènes entre les deux espèces pour tenter de 

rapprocher chaque stade de développement de C. australe d’un stade caractérisé chez M. truncatula. Comme 

les données transcriptomiques des deux espèces ont été obtenues sur des lames différentes et à partir de plans 

d’hybridation différents, au préalable, il est nécessaire de s’assurer que ces intensités sont globalement 

comparables entre C. australe et M. truncatula afin d’éviter des erreurs d’interprétation. La valeur médiane des 

intensités associées aux 15 083 sondes a donc été calculée pour les différents échantillons utilisés dans notre 

analyse (Figure 3.6A). Elle est du même ordre de grandeur pour presque tous les échantillons (log intensité 

compris entre 3,5 et 4). Elle est cependant plus élevée pour le stade 14 DAF (4,58) et plus basse pour le stade 

ABS (2,92) au cours du développement des graines A17. Un problème de normalisation n’est pas forcément à 

l’origine de ces différences. En effet, l’activité transcriptionnelle générale est très importante en fin 

d’embryogenèse/début de remplissage alors qu’elle diminue en fin de développement dans les graines d’A. 

thaliana (Le et al., 2010). L’intensité médiane sur l’ensemble des gènes est donc logiquement plus élevée en  
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Figure 3.7. Analyse en composantes principales (ACP) de l’expression des gènes préférentiellement exprimés 

dans les graines de C. australe, M. truncatula R108 et Mtabi3-2.  

Basé sur les données d’expression dans différents tissus de M. truncatula, 991 sondes (sur 102 123) ont été identifiées 

comme associées à des gènes préférentiellement exprimés dans les graines. Parmi ces sondes, 273 correspondent à des 

gènes dont des homologues ont été identifiés dans le transcriptome de C. australe. L’ACP présenté ici est basée sur 

l’expression de ces 273 sondes au cours du développement des graines de C. australe (bleu), M. truncatula R108 (orange) 

et Mtabi3-2 (vert). Le stade radicule (violet) correspond aux gènes exprimés dans une radicule de 2,7 mm. La visualisation 

3D est représentée sur deux plans : selon les axes X et Y (respectivement 35% et 28% de la variation totale des données) 

(A) puis selon les axes Y et Z (13% de la variation totale des données) (B). 
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début de développement qu’en fin de développement. A titre comparatif, l’intensité maximale (en log) observée 

pour chaque échantillon est située entre 8 et 8,5.  

Les intensités médianes des gènes exprimés aux différents stades de développement des graines A17, 

R108, Mtabi3-2 et C. australe ont été placés le long d’un axe allant de l’embryogenèse à la germination (Figure 

3.6A). Comme le développement des graines R108 est légèrement plus rapide que celui des graines A17, le 

stade 16 DAF R108 est proche du stade 20 DAF A17 tout comme le stade 24 DAF R108 est proche du stade 26 

DAF A17. De même le stade 40 DAF R108 correspond à l’abscission de la graine et doit être rapproché du stade 

ABS de A17 plutôt que du stade 41 DAF. Le développement des graines Mtabi3-2 suit la même chronologie que 

chez le sauvage R108, les différents stades Mtabi3-2 ont donc été placés au même niveau que pour R108. 

Après vérification de l’homogénéité des données transcriptomiques grâce au calcul de l’intensité 

médiane sur l’ensemble des sondes, nous avons analysé un jeu de données restreint dont le niveau 

d’expression est susceptible de varier au cours du développement des graines : les gènes préférentiellement 

exprimés dans les graines. Ces gènes ont été identifiés à partir de données transcriptomiques issues de 

différents tissus de M. truncatula (feuille, tige, racine, graine). Ils ont été définis comme étant les gènes au 

moins cinq fois plus exprimés dans les graines que dans les autres tissus. Sur les 15 083 gènes analysés, 273 

sont préférentiellement exprimés dans les graines. La valeur médiane des intensités associées à ces gènes 

montre des variations très importante au cours du développement de M. truncatula (Figure 3.6B). Elle 

augmente progressivement au cours du remplissage jusqu’à atteindre son maximum à 32 DAF (log intensité 

médiane > 5) avant de diminuer en fin de développement pour les graines des deux génotypes. Comme 

attendu pour des gènes préférentiellement exprimés dans les graines, la valeur médiane est très faible (1,74) 

dans les autres tissus, comme les radicules R108 lors de la germination. L’évolution de la valeur médiane est 

différente pour les graines Mtabi3-2. Elle augmente plus tardivement que chez les graines sauvages R108 et ne 

diminue pas en fin de développement car elle atteint son maximum au stade 40 DAF. Cette différence majeure 

chez le mutant suggère un retard général du développement des graines en l’absence de l’expression du gène 

ABI3. La valeur médiane d’expression de ces 273 gènes préférentiellement exprimés dans les graines nous 

donne une indication pour placer les trois stades de C. australe sur cet axe de développement. En effet, pour 

les stades immature et mi-mature, elle est respectivement très proche des stades 16 DAF et 24 DAF des 

graines R108. Elle diminue ensuite fortement dans les graines matures pour atteindre une valeur proche de 

celle observée à l’abscission des graines A17 et R108. Cependant, ces graines ont été récoltées dans l’arbre 

avant l’abscission ce qui explique leur position légèrement en avant de l’abscission sur l’axe de développement. 

 

2.2.2-Analyse en composantes principales 

Pour aller plus loin dans le rapprochement des stades de développement entre les graines de M. 

truncatula et de C. australe, les valeurs d’intensité des 273 sondes liées aux gènes préférentiellement exprimés 

dans les graines ont été analysées en composantes principales (ACP). Pour plus de clarté, les stades de 

développement des graines A17 ne sont pas figurés sur les figures 3.7A et 3.7B. Le premier axe, qui explique 

35 % de la variation, montre une séparation claire entre les échantillons de M. truncatula et ceux de C. 

australe. L’effet espèce est donc important (Figure 3.7A). Les axes Y et Z, qui expliquent respectivement 28 % 

et 13 % de la variation, mettent en évidence l’évolution au cours du développement des graines de M.  
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Figure 3.8. Intensité d’expression des gènes codant pour les régulateurs majeurs de la maturation au cours du 

développement des graines de C. australe, M. truncatula A17, R108 et Mtabi3-2.  

A) L’évolution de l’expression des gènes codant pour les régulateurs majeurs de la maturation des graines est représentée 

au cours du développement : Leafy cotyledon-1 (LEC1), FUSCA3 (FUS3), basic Leucine Zipper67 (bZIP67), basic Leucine 

Zipper12 (bZIP12 appelé aussi EEL), basic Leucine Zipper53 (bZIP53), ABA-insensitive-5 (ABI5), ABA-insensitive-4 (ABI4), 

Phytochrome Interacting factor3 like5 (PIL5), SOMNUS et ABA-insensitive-3 (ABI3) ainsi que des répresseurs majeurs de la 

maturation Pickle (PKL), Suppressor of abi3-5 (SUA), ABI3-interacting protein (AIP2), VP1/ABI3-like2 (VAL2) et VP1/ABI3-

like3 (VAL3). L’intensité d’expression est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir pour une 

expression nulle à rouge pour une expression maximale (intensité exprimée en log). Chez M. truncatula aucun gène ABI3-

like n’a été mis en évidence et la sonde de la puce liée au gène ABI4 ne permet pas de suivre son expression. L’absence de 

données d’expression pour ces deux gènes est donc remplacée par un carré gris. En revanche, deux gènes codant pour 

VAL2 ont été identifiés chez M. truncatula et C. australe, le deuxième a été nommé VAL2-like dans cette figure. B) Pour 

chacun de ces gènes, les ratios d’intensité entre stade mature (CaB et ABS) et immature (CaG et 14 DAF) des graines de C. 

australe et M. truncatula A17 sont figurés dans les deux premières colonnes. Les autres colonnes représentent la différence 

d’expression entre les graines mutantes Mtabi3-2 et sauvages R108 à un stade donné (24 DAF pour la troisième colonne et 

40 DAF pour la quatrième colonne). La différence d’expression est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant 

de vert pour une sous expression chez la graine mature par rapport à la graine immature ou chez la graine mutante par 

rapport à la graine sauvage ; rouge pour une sur expression et noir si l’expression est comparable entre les deux conditions. 
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truncatula et de C. australe (Figure 3.7B). L’ACP confirme d’une part que le développement des graines Mtabi3-

2 semble retardé comparé à celui des graines R108. D’autre part, alors que les stades immatures et mi-matures 

de C. australe sont très proches entre eux, ils sont très différents du stade mature. 

Sur la base de l’ACP, il est difficile d’associer chaque stade de développement des graines de C. 

australe à un stade de développement de M. truncatula. Cependant, il est intéressant de constater que 

l’évolution entre les stades mi-mature et mature de C. australe suit la même direction qu’une graine de M. 

truncatula en germination. 

 

2.3-Expression chez C. australe des régulateurs majeurs de la 

maturation des graines orthodoxes 

Après une première analyse globale basée sur le niveau d’expression de l’ensemble des gènes identifiés 

chez M. truncatula et C. australe, concentrons nous maintenant sur le profil d’expression de groupes de gènes 

spécifiques en commençant par les régulateurs majeurs de maturation des graines. 

LEC1, FUS3, bZIP67 (codant pour un facteur qui interagit avec LEC1 au cours de la maturation des 

graines [Yamamoto et al., 2009]) et EEL (codant pour un facteur antagoniste d’ABI5 [Bensmihen et al., 2002 ; 

2005]) sont exprimés exclusivement au début du développement des graines de M. truncatula A17 et R108 

(Figure 3.8A). Le même profil est observé au cours du développement des graines de C. australe, avec 

cependant un niveau d’expression plus faible pour EEL tout au long du développement. Ces quatre gènes sont 

donc sous-exprimés dans les graines matures par rapport aux graines immatures chez les deux espèces (Figure 

3.8B colonnes 1 et 2). Les gènes ABI5 et bZIP53 (codant pour un facteur capable de former des hétérodimères 

avec ABI5 [Alonso et al., 2009]) présentent également des profils d’expression similaires entre M. truncatula et 

C. australe. Le gène bZIP53 est exprimé tout au long du développement des graines de M. truncatula alors que 

l’expression d’ABI5 augmente en cours de maturation (20 DAF pour A17 et 24 DAF pour R108) avant de 

diminuer légèrement en fin de développement (Figure 3.8A). Chez C. australe, l’expression est forte aux stades 

immature et mi-mature et diminue également légèrement au stade mature. Le gène ABI4 suit le même profil 

d’expression qu’ABI5 dans les cotylédons de C. australe (Figure 3.8A). Aucun signal n’est détecté au cours du 

développement des graines de M. truncatula pour la sonde associée à ABI4. Cependant, il a été montré avec 

l’ancienne puce Affymetrix que ce gène était exprimé au cours du développement. Ce résultat serait donc plutôt 

du à un problème technique et n’est pas considéré ici. 

D’autres gènes présentent des profils différents entre M. truncatula et C. australe au cours du 

développement des graines. Par exemple, l’expression de PIL5 diminue légèrement dans les graines matures de 

C. australe (ratio = -0,7) alors qu’elle augmente légèrement dans les graines matures de M. truncatula A17 

(ratio = 1,3) (Figures 3.8A et 3.8B colonnes 1 et 2). Le profil d’expression inverse est observé pour SOMNUS, 

avec une expression très élevée dans les graines immature et mature de C. australe alors qu’une diminution est 

visible dans les graines matures de M. truncatula A17 (Figure 3.8A). Mais la différence la plus importante entre 

les deux espèces concerne le profil d’expression du gène ABI3. Ce gène est fortement exprimé tout au long du 

développement des graines de M. truncatula A17 et R108 (Figure 3.8A). Deux gènes ABI3 ont été identifiés 

chez C. australe (cf chapitre IV) et suivent tous les deux le même profil d’expression dans les cotylédons. Ils  
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sont exprimés aux stades immature et mi-mature (Figure 3.8A) mais fortement sous-exprimés au stade 

mature, contrairement à ce qui est observé chez M. truncatula (Figure 3.8B). 

L’expression de la plupart de ces régulateurs est décalée au cours du développement des graines 

Mtabi3-2 par rapport au type sauvage R108. Par exemple, les gènes FUS3, LEC1, bZIP67, EEL et bZIP53 sont 

exprimés au début du développement des graines Mtabi3-2 comme chez R108 mais reste exprimés en fin de 

maturation (Figure 3.8A). Ils sont donc fortement sur-exprimés par rapport aux graines sauvages R108 au 

stade 40 DAF (Figure 3.8B colonne 4). 

L’expression d’autres gènes est retardée chez Mtabi3-2 par rapport au type sauvage. Par exemple, le 

niveau d’expression du gène ABI5 est bas en début de maturation mais augmente fortement au stade 32 DAF. 

chez le mutant Mtabi3-2. Ce gène est donc sous-exprimé au stade 24 DAF dans les graines mutantes mais le 

niveau d’expression est comparable au type sauvage en fin de maturation (40 DAF) (Figure 3.8A et 3.8B 

colonnes 3 et 4). Le même profil est observé pour ABI3. 

Enfin les gènes PIL5 et SOMNUS constituent une troisième catégorie de gènes pour lesquels le profil 

d’expression est semblable entre Mtabi3-2 et R108 tout au long du développement (Figure 3.8A et 3.8B 

colonnes 3 et 4). 

 

L’intensité d’expression des gènes codant pour les répresseurs majeurs de la maturation des graines 

PKL, SUA et AIP2 est forte et varie peu au cours du développement des graines de M. truncatula (excepté une 

forte diminution au stade abscission pour AIP2). Elle ne varie pas non plus dans les cotylédons de C. australe 

mais le niveau d’expression est plus faible que chez M. truncatula pour PKL et SUA (Figure 3.8A). 

Concernant les gènes VAL, les différences d’expression sont plus marquées au cours du développement 

et entre espèces. VAL2-like et VAL3 suivent le même profil d’expression : ils sont sur-exprimés dans les graines 

matures de C. australe mais sous-exprimés dans celles de M. truncatula A17 par rapport aux graines immatures 

(Figure 3.8B colonnes 1 et 2). En revanche, le gène VAL2 suit un profil d’expression inverse. Il reste exprimé 

dans les graines matures de M. truncatula A17 et R108, alors qu’il est sous-exprimé dans celles de C. australe 

par rapport au stade immature (Figure 3.8A et 3.8B colonnes 1 et 2). 

 Le profil d’expression des répresseurs de la maturation est moins divergent entre les graines mutantes 

Mtabi3-2 et les graines sauvages R108. PKL, SUA et AIP2 sont fortement exprimés à un niveau comparable tout 

au long du développement des graines de R108 et Mtabi3-2 (Figure 3.8A et 3.8B colonnes 3 et 4). Cependant, 

VAL2-like et VAL3 restent exprimés tout au long du développement des graines Mtabi3-2 alors qu’ils sont 

réprimés dans les graines matures de R108 au stade 40 DAF (Figure 3.9A). A l’inverse le gène VAL2 est sous-

exprimé dans les graines matures Mtabi3-2 par rapport aux graines matures sauvages (Figure 3.8B colonne 4). 

 

Finalement, concernant l’expression des régulateurs majeurs de la maturation, la différence majeure 

entre les graines de C. australe et de M. truncatula est la sous-expression d’ABI3 dans les graines matures 

récalcitrantes, alors que ce gène est exprimé dans les graines immatures à un niveau comparable chez les deux 

espèces. Nous avons également mis en évidence une expression tardive de ce gène dans les graines Mtabi3-2. 

Ce résultat est surprenant car l’insertion du transposon TnT1 (5 334 pb) entre le domaine B2 et le domaine B3 

du gène ABI3 devrait empêcher son expression. Dans le chapitre II, l’absence de transcrit dans les mutants  
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Figure 3.9. Intensité et ratio d’expression des gènes codant pour les protéines LEA au cours du développement 

des graines de C. australe, M. truncatula A17, R108 et Mtabi3-2. 

Les gènes codant pour les protéines LEA sont classés par famille selon la nomenclature Pfam (DHN  = déhydrines ; SMP = 

Seed Maturation Protein). A) L’intensité d’expression est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir 

pour une expression nulle à rouge pour une expression maximale (intensité exprimée en log). B) Les ratios d’intensité entre 

stade mature (CaB et ABS) et immature (CaG et 14 DAF) des graines de C. australe et M. truncatula A17 sont figurés dans 

les deux premières colonnes. Les autres colonnes représentent la différence d’expression entre les graines mutantes Mtabi3-

2 et sauvages R108 à un stade donné (24 DAF pour la troisième colonne et 40 DAF pour la quatrième colonne). La 

différence d’expression est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de vert pour une sous expression chez la 

graine mature par rapport à la graine immature ou chez la graine mutante par rapport à la graine sauvage ; rouge pour une 

sur expression et noir si l’expression est comparable entre les deux conditions. Les gènes dont l’expression est spécifique 

des graines d’après Chatelain et al. (2012) sont indiqués par un carré marron. Sur les puces à ADN Mt et Ca, deux sondes 

sont associées à des gènes codant pour la protéine SBP65. Les signaux de ces deux sondes sont représentés sur la figure. 

Comme présenté dans le chapitre précédent, seul le contig Ca_8304 a été identifié dans le transcriptome de graines de C. 

australe comme étant homologue des gènes PM1 et D113 de M. truncatula. La très forte similarité entre les séquences de 

ces deux gènes ne permet pas d’associer préférentiellement ce contig à PM1 ou D113. Par conséquent, le signal associé au 

contig Ca_8304 est représenté ici pour l’expression de ces deux gènes chez C. australe. 
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Mtabi3-1 et Mtabi3-2 avaient été vérifiée à partir d’ARN extraits au stade 24 DAF par RT-PCR avec des amorces 

ATG-stop (Figure 2.5). Cependant, la production en fin de maturation d’un transcrit tronqué pouvant s’hybrider 

sur la puce à ADN ne peut pas être écartée. La sonde de la puce spécifique d’ABI3 hybride une région juste en 

aval du transposon (126 pb après le transposon). Quoi qu’il en soit, le profil d’expression d’ABI3 est inversé 

entre les graines de C. australe et celles du mutant Mtabi3-2. Alors que l’expression est retardée chez le mutant 

par rapport aux graines sauvages (mais atteint un niveau élevé dans les graines matures), elle est éteinte au 

cours de la maturation des graines de C. australe. Nous nous sommes donc ensuite intéressés à l’expression 

des gènes connus pour être des cibles du facteur de transcription ABI3 afin de déterminer si les mêmes profils 

d’expression pouvaient être mis en évidence. 

 

2.4-ABI3 et ses cibles : un réseau sous-exprimé dans les graines 

matures de C. australe par rapport à M. truncatula 

2.4.1-Les gènes codant pour les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) 

De nombreuses études ont confirmé le rôle d’ABI3 dans l’activation de l’expression de la majorité des 

protéines LEA (Parcy et al., 1994 ; Bies-Ethève et al., 1999 ; Mönke et al., 2012 ; Verdier et al., 2013). Dans le 

chapitre précédent, 16 homologues sur les 17 gènes codant pour des LEA présentes dans le protéome de 

graines de M. truncatula ont été identifiés dans le transcriptome de C. australe. En ajoutant les protéines LEA 

identifiées dans le transcriptome de M. truncatula mais non détectées dans le protéome stable à la chaleur des 

graines, un total de 34 gènes codant pour des protéines LEA, répartis en 7 familles, a été mis en évidence chez 

M. truncatula (Chatelain et al., 2012). Des homologues pour 25 d’entre eux ont été identifiés dans le 

transcriptome de C. australe et l’évolution de l’expression de ces gènes au cours du développement des graines 

de M. truncatula A17, R108, Mtabi3-2 et C. australe est présentée dans la figure 3.9. 

La majorité de ces 25 gènes sont exprimés (log intensité > 3) au cours du développement des graines 

de M. truncatula (20 pour A17 et 21 pour R108) et de C. australe (23). 14 gènes ont un niveau d’expression 

comparable dans les graines immatures de C. australe et de M. truncatula A17 (différence de log intensité < 1). 

Six gènes sont plus exprimés chez l’espèce récalcitrante (DHN cognate, RAB21, PM10, PM18, CAPLEA-I et 

LEA14-likec) et cinq chez l’espèce orthodoxe (EM1, SBP65, PM29, D34-II et Arg2-like) (Figure 3.10A). Parmi 

ces cinq gènes, trois ont été déterminés comme spécifiques des graines (EM1, SBP65 et D34-II) tandis que 

l’expression des deux autres n’a pas été étudiée (Chatelain et al., 2012). Le très faible niveau d’expression des 

gènes PM10 et PM18 chez M. truncatula A17 est surprenant car les protéines correspondantes sont fortement 

accumulées dans le protéome stable à la chaleur (Chapitre II). Une mauvaise spécificité de la sonde pourrait 

expliquer ce résultat. 

Dans les graines de M. truncatula A17, la grande majorité des gènes exprimés (18/20) sont sur-

exprimés dans les graines à l’abscission par rapport au stade 14 DAF (ratio >1) (Figure 3.9B colonne 1). Le 

profil d’expression inverse est observé chez C. australe. En effet, l’expression de 18 des 23 gènes exprimés est 

réprimée dans les graines matures (ratio < -1) (Figure 3.9B colonne 2). Les cinq gènes restant dont 

l’expression ne diminue pas dans les graines matures de C. australe sont membres des déhydrines (BudCar et  
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Figure 3.10. Intensité et ratio d’expression des gènes cibles de MtABI3 identifié dans le transcriptome de 

graines de C. australe au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17. 

A) Les résultats de deux analyses transcriptomiques ont été utilisés pour déterminer les gènes cibles de MtABI3 : la sur 

expression de MtABI3 dans les racines de M. truncatula R108 (Verdier et al., 2013) et l’analyse transcriptomique du 

développement des graines du mutant Mtabi3-2 (données non publiées). Un gène cible de MtABI3 a été défini comme étant 

à la fois sur-exprimé en réponse à la sur-expression de MtABI3 dans les racines (cadre rouge et cercle rouge du diagramme 

de Venn) et sous-exprimé dans les graines de Mtabi3-2 comparé à celles du type sauvage R108 au stade 16 DAF (cadre et 

cercle bleu) ou 24 DAF (cadre et cercle cyan). Le nombre de gènes associés à une sonde de la puce Nimblegen Ca parmi les 

trois listes de gènes identifiés sur la puce Nimblegen Mt est indiqué sous chaque cadre. 55 gènes cibles de MtABI3 ont ainsi 

été identifiés dans le transcriptome de C. australe (en rouge dans le diagramme de Venn). B) L’intensité de leur expression 

au cours du développement des graines de C. australe, de M. truncatula A17, R108 et Mtabi3-2 est visualisée sous la forme 

d’un gradient de couleur allant de noir pour une expression nulle à rouge pour une expression maximale (intensité exprimée 

en log) ; N.A = non annoté. C) Les ratios d’intensité entre stade mature (CaB et ABS) et immature (CaG et 14 DAF) des 

graines de C. australe et M. truncatula A17 sont figurés dans les deux premières colonnes. Les autres colonnes représentent 

la différence d’expression entre les graines mutantes Mtabi3-2 et sauvages R108 à un stade donné (24 DAF pour la 

troisième colonne et 40 DAF pour la quatrième colonne). La différence d’expression est visualisée sous la forme d’un 

gradient de couleur allant de vert pour une sous-expression chez la graine mature par rapport à la graine immature ou chez 

la graine mutante par rapport à la graine sauvage ; rouge pour une sur expression et noir si l’expression est comparable 

entre les deux conditions ; carré violet = gène sous-exprimé dans les graines immatures Mtabi3-2 (24 DAF) par rapport à 

celles de R108 mais non sous-exprimé dans les graines matures (40 DAF). 
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DHN cognate) ou des familles LEA-2 (LEA-likeb) et LEA-3 (ARG2 et ARG2-like) regroupant des protéines LEA 

non spécifiques des graines (Figure 3.9B colonne 2). 

La grande majorité des gènes codant pour des protéines LEA (17 sur 25) et la totalité de ceux 

spécifiquement exprimés dans les graines (9 sur 9 en excluant PM18) sont sous-exprimés dans les graines 

immatures de Mtabi3-2 comparé aux graines immatures de R108 (ratio < -1) (Figure 3.9B colonne 3). 

Cependant, seuls 7 gènes sur 25 (5 sur 9 spécifiques des graines) sont encore sous-exprimés dans les graines 

matures de Mtabi3-2 : RAB21, EM6, EM1, SBP65, PM29, D34-II et LEA14-likec. Certains sont même sur-

exprimés dans les graines mutantes, comme DHN cognate, CAPLEA-III, PM1, ARG2 et ARG2-like (Figure 3.9B 

colonne 4). 

Que ce soit dans les graines de M. truncatula, de Mtabi3-2 ou de C. australe, l’expression des gènes 

codant pour les protéines LEA suit le même profil qu’ABI3 : 

 Une forte expression dans les graines matures de M. truncatula. 

 Une expression importante dans les graines immatures de C. australe suivie d’une forte répression dans 

les graines matures 

 Un retard d’expression dans les graines de Mtabi3-2. 

Cette conclusion doit être nuancée pour Mtabi3-2 car sept gènes restent sous-exprimés dans les 

graines matures mutantes par rapport à celles du type sauvage R108 (Figure 3.9B colonne 4). Ces LEA sont-

elles des cibles particulières d’ABI3 ? Qu’en est-il des autres gènes cibles d’ABI3 ne codant pas pour des 

protéines LEA ? 

 

2.4.2-Les gènes cibles régulés par MtABI3 

Les LEA font partie des cibles d’ABI3 mais d’autres gènes sont positivement régulés par ce facteur de 

transcription. Une liste de 368 gènes potentiellement cibles de MtABI3 (ou régulés en aval de ce facteur) a été 

récemment déterminée par sur-expression de ce gène dans des racines de M. truncatula (Verdier et al., 2013). 

Parmi ces gènes, 135 (37 %) font partie des 15 083 gènes retrouvés dans le transcriptome de C. australe 

(Figure 3.10A). Afin de conserver uniquement les cibles les plus spécifiques de MtABI3, ces données ont été 

recoupées avec l’analyse transcriptomique du développement des graines de Mtabi3-2, en partant du principe 

que les gènes cibles de MtABI3 sont sous-exprimés dans les graines mutantes par rapport aux graines 

sauvages. Seuls les stades 16 DAF et 24 DAF ont été considérés car en fin de maturation l’expression d’un 

transcrit ABI3 est mise en évidence chez le mutant (Figure 3.8A). Respectivement, 473 et 890 gènes sont sous-

exprimés dans les graines Mtabi3-2 par rapport aux graines R108 (BH < 5 %) aux stades 16 DAF et 24 DAF. 

149 (32 %) et 329 (37 %) de ces gènes ont été identifiés dans le transcriptome de graines de C. australe 

(Figure 3.10A). En croisant ces trois jeux de données, 55 gènes identifiés chez C. australe sont retenus comme 

cibles potentielles d’ABI3 (intersection en rouge du diagramme de Venn de la figure 3.10A). Presque la totalité 

de ces gènes est exprimée dans les graines de M. truncatula et dans les graines immatures de C. australe 

(Figure 3.10B). Cependant, comme pour les gènes codant pour les protéines LEA, l’expression de ces gènes 

cibles est fortement réprimée dans les graines matures de l’espèce récalcitrante alors qu’elle est au contraire 

activée dans les graines matures de l’espèce orthodoxe (Figure 3.10C colonne 1 et 2). Le profil d’expression de  
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Figure 3.11. Intensité et ratio d’expression des gènes cibles de MtABI3 non identifié dans le transcriptome de 

graines de C. australe au cours du développement des graines de M. truncatula A17. 

Dans la figure précédente, nous avions noté que moins de la moitié des gènes sur-exprimés en réponse à la sur-expression 

de MtABI3 dans les racines (cadre rouge et cercle rouge du diagramme de Venn) et sous-exprimé dans les graines de 

Mtabi3-2 comparé à celles du type sauvage R108 au stade 16 DAF (cadre et cercle bleu) ou 24 DAF (cadre et cercle cyan) 

avaient été identifiés dans le transcriptome de C. australe. Par conséquent, en appliquant la même démarche que pour la 

figure précédente, 54 gènes cibles de MtABI3 n’ont pas été identifiés dans le transcriptome de C. australe (en rouge dans le 

diagramme de Venn). L’intensité de leur expression au cours du développement des graines de M. truncatula A17, R108 et 

Mtabi3-2 est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir pour une expression nulle à rouge pour une 

expression maximale (intensité exprimée en log) ; N.A = non annoté. Les ratios d’intensité entre graines mutantes Mtabi3-2 

et sauvages R108 à un stade donné (24 DAF pour la première colonne et 40 DAF pour la deuxième colonne) sont figurés. La 

différence d’expression est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de vert pour une sous expression chez la 

graine mature par rapport à la graine immature, rouge pour une sur expression et noir si l’expression est comparable entre 

les deux échantillons ; carré violet = gène sous-exprimé dans les graines immatures Mtabi3-2 (24 DAF) par rapport à celles 

de R108 mais non sous-exprimé dans les graines matures (40 DAF). 
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ces 55 gènes cibles au cours du développement des graines Mtabi3-2 est également semblable à ce qui 

est observé pour ceux codant les protéines LEA. 52 d’entre eux (95 %) sont sous-exprimés au stade 24 DAF 

par rapport aux graines sauvages R108 (BH < 5 %) (Figure 3.10C colonne 3) mais seulement 34 (62 %) le sont 

encore au stade 40 DAF. 12 gènes (22 %) sont mêmes sur-exprimés dans les graines Mtabi3-2 par rapport aux 

graines sauvages à ce stade (BH < 5 %) (Figure 3.10C colonne 4). 

Ces gènes cibles suivent donc parfaitement le profil d’expression du gène ABI3 mis en évidence chez 

les deux espèces. Hormis ceux codant pour les protéines LEA, on retrouve parmi ces gènes des oléosines, un 

heat shock factor HSF30, des enzymes liés à la signalisation et au métabolisme des sucres (Protéine de liaison 

au saccharose, 6-phosphofructokinase 2, glycogenin 2), des protéines liées à la défense antioxydante (1-cys-

peroxyredoxine, glutaredoxine) et le gène ABI3 lui même. 

 

Si 55 gènes cibles de MtABI3 ont pu être identifiés dans le  transcriptome de C. australe, la majorité 

des gènes de M. truncatula sur exprimés dans les racines transformées et sous exprimés chez le mutant 

Mtabi3-2 par rapport à R108 n’a pas trouvé d’homologues chez C. australe. En effet 233 des 368 gènes (63 %) 

mis en évidence par Verdier et al. (2013) ne font pas partie des 15 083 gènes identifiés sur les deux puces à 

ADN Mt et Ca. De même, 324 sur 473 (68 %) et 560 sur 890 (63 %) gènes sous-exprimés dans les graines 

Mtabi3-2 par rapport aux graines R108 respectivement à 16 DAF et 24 DAF n’ont pas été identifiés dans les 

graines de C. australe (Figure 3.11A). En recoupant ces trois jeux de données comme précédemment, 54 gènes 

cibles de MtABI3 non identifiés dans le transcriptome de C. australe ont été mis en évidence (intersection en 

rouge du diagramme de Venn de la figure 3.11A). Ces gènes potentiellement non exprimés au cours du 

développement des graines de C. australe sont pour la plupart fortement exprimés au cours de la maturation 

des graines de M. truncatula A17 (Figure 3.11B). Une partie de ces gènes présentent des similitudes 

fonctionnelles avec d’autres gènes présents dans la figure 3.10 : gènes codant pour des oléosines, des 

protéines LEA, des protéines de réserve (legumine A, vicilline). Cependant, d’autres gènes jouant un rôle 

majeur dans la maturation des graines orthodoxes et pour lesquels aucun homologue n’est présent dans la 

figure 3.10 font également partie de ces 54 gènes : TT12 (Transparent Testa 12) (Debeaujon et al., 2001) et 

SNF4b (Sucrose Non Fermenting related kinase subunit 4b) (Rosnoblet et al., 2007 ; Bolingue et al., 2010). 

La majorité de ces 54 gènes (44 soit 81 %) est sous-exprimée au stade 24 DAF dans les graines 

Mtabi3-2 par rapport aux graines sauvages R108 (BH < 5 %) (Figure 3.11C colonne 1) mais seulement 19 (35 

%) le sont encore au stade 40 DAF. 19 autres gènes (35 %) sont mêmes sur-exprimés dans les graines Mtabi3-

2 par rapport aux graines sauvages à ce stade (BH < 5%) (Figure 3.11C colonne 2).  

 

Le gène ABI3 et les gènes cibles de ce facteur sont fortement sous-exprimés dans les graines matures 

de C. australe. ABI3 est impliqué dans la signalisation de l’ABA et dans la tolérance à la dessiccation (Ooms et 

al., 1993 ; Parcy et al., 1994 ; Bies-Ethève et al., 1999). C’est également un régulateur majeur de la 

maturation de la graine et sa répression pourrait indiquer une préparation à la germination via l’activation de la 

voie de signalisation des GA. Les gènes impliqués dans la biosynthèse et la signalisation de l’ABA et des GA, la 

réponse au stress, le métabolisme des RFO ont été isolés parmi les 15 083 gènes et leur expression a été 

comparée au cours du développement des graines de M. truncatula et de C. australe. L’objectif est d’une part  
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Figure 3.12. Intensité d’expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans la réponse au stress 

oxydatif au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17. 

Basé sur les annotations MT3.5, les gènes codant pour les enzymes et peroxyredoxines impliquées dans l’inactivation des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) ont été identifiées dans les transcriptomes de C. australe et M. truncatula. Ces gènes 

sont regroupés selon leur fonction [superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT), enzymes impliquées dans le cycle de 

l’ascorbate/glutathion, Glutathion-S-transférase (GST), peroxydases ou peroxyredoxines] et par famille au sein de chaque 

fonction. L’intensité d’expression de ces gènes au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17 

est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir pour une expression nulle à rouge pour une expression 

maximale (intensité exprimée en log). Un carré orange signifie que l’expression du gène est plus forte dans les graines 

matures de C. australe par rapport aux graines matures (41 DAF et ABS) de M. truncatula. A l’inverse, un carré bleu indique 

une expression plus forte dans les graines matures de M. truncatula par rapport à celles de C. australe. APX = ascorbate 

peroxydase ; MDAR = monodehydroascorbate réductase ; GR = glutathion réductase ; GPX = glutathion peroxydase. 
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d’identifier les mécanismes liés à la TD (autres que les LEA) exprimés chez M. truncatula mais sous-exprimés 

chez C. australe et d’autre part de caractériser les voies de signalisation activées dans la graine mature de 

l’espèce récalcitrante. 

 

2.5-Expression des mécanismes liés à l’acquisition de la tolérance à la 

dessiccation : comparaison entre les graines de C. australe et de M. 

truncatula 

2.5.1- Gènes liés à la réponse antioxydante  

Les mécanismes antioxydants sont fortement mobilisés dans l’acquisition de la TD de la graine pour 

contrer la production croissante de ROS au cours de la dessiccation (revu dans Bailly, 2004 ; Kranner & Birtic, 

2005). Les gènes codant pour des enzymes liées à la réponse antioxydante ont été identifiés parmi les 15 083 

gènes communs à M. truncatula et C. australe en effectuant une recherche par mots clés dans les annotations 

MT3.5. Ces 103 gènes ont été regroupés en six catégories selon leur fonction (‘SOD et CAT’ ; ‘cycle de 

l’ascorbate et glutathion’ ; ‘biosynthèse du glutathion’ ; ‘GST’ ; ‘peroxydases’ ; ‘cys-peroxyredoxine’) et en 

famille au sein de chacune des catégories. L’expression de ces gènes au cours du développement des graines 

des deux espèces est présentée sur la figure 3.12. Les gènes fortement exprimés dans les graines matures de 

C. australe par rapport aux graines matures de M. truncatula (41 DAF et ABS) (différence log intensité > 2) 

sont identifiés par un carré orange. Un carré bleu est utilisé pour les gènes exprimés à un niveau plus élevé 

dans les graines matures de M. truncatula. 

Parmi les 17 gènes codant pour une SOD, enzyme qui convertit l’ion superoxyde en peroxyde 

d’hydrogène (Kranner & Birtic, 2005), sept sont exprimés à un niveau plus élevé dans les graines matures de C. 

australe que dans celles de M. truncatula (différence log intensité > 2) et 6 suivent un profil inverse (Figure 

3.12). Plusieurs co-facteurs métalliques différents sont associés à cette enzyme et dépendent de la localisation 

cellulaire (Bowler et al., 1992). Ainsi les gènes codant pour les SOD cytosoliques (SOD [Cu]) sont 

principalement sur-exprimés dans les graines matures de C. australe tandis que ceux codant pour les SOD 

mitochondriales (SOD [Mn]) et chloroplastiques (SOD [Cu-Zn] et SOD [Fe]) sont exprimés plus fortement dans 

les graines matures de M. truncatula. Un seul gène codant pour une catalase, enzyme permettant la 

dégradation du peroxyde d’hydrogène, a été identifié. Il est exprimé à un niveau comparable dans les graines 

matures des deux espèces mais l’expression augmente fortement en fin de développement chez C. australe 

alors qu’elle est élevée tout au long du développement des graines de M. truncatula (Figure 3.12). 

Le peroxyde d’hydrogène peut également être dégradé par le cycle de l’ascorbate et du glutathion qui 

implique l’activité de plusieurs enzymes. Aucune tendance forte ne se dégage en observant l’intensité 

d’expression des gènes impliqués dans ce cycle. Les gènes Medtr4g073410.1 et Medtr1g072570.1 codant 

respectivement pour une APX et une GPX sont exprimés plus fortement dans les graines matures de C. australe 

que dans celles de M. truncatula (Figure 3.12). Le même profil est observé avec les gènes codant pour les 

gènes AC235679_6.1, Medtr4g049390.1 codant pour une ascorbate oxydase et les gènes Mt3.5.1.s060107 

Mt3.5.1.s013289 codant pour une MDAR. Cependant, d’autres gènes codant pour ces enzymes suivent le profil 

inverse (Medtr2g088080.1, Mt3.5.1.s031894 et Mt3.5.1.s010496) (Figure 3.12). 
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Figure 3.13. Teneurs en sucres solubles et intensité d’expression des gènes impliqués dans la synthèse des 

oligosaccharides de la famille du raffinose (RFO) au cours du développement des graines de C. australe et M. 

truncatula A17. 

A) La teneur en glucose, fructose, saccharose et RFO (raffinose, stachyose et verbascose) a été mesurée dans des 

cotylédons de graines immatures et matures de C. australe et de M. truncatula (DAF = jours après floraison ; ABS = 

abscission) B) Sur cette voie métabolique, les RFO sont notés en bleu et les enzymes impliquées directement ou 

indirectement dans leur biosynthèse sont notées en rouge : PGM = phosphoglucomutase ; UDP-GP = UDP-glucose 

pyrophosphorylase ; SPS = saccharose phosphate synthase ; SPP = saccharose phosphate phosphorylase ; RFS = raffinose 

synthase ; STS = stachyose synthase ; IMP = myo-inositol monophosphatase ; MIPS = myo-inositol phosphate synthase ; 

GS = galactinol synthase. L’expression des gènes codant pour ces enzymes au cours du développement des graines de C. 

australe et M. truncatula est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir pour une expression nulle à 

rouge pour une expression maximale (intensité exprimée en log). 
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Notons que les gènes impliqués dans l’activité antioxydante dépendante du glutathion semblent moins 

activé dans les graines matures de C. australe que dans celles de M. truncatula. En effet, deux des trois gènes 

codant pour une GR et quatre des cinq gènes liés à la biosynthèse du glutathion sont plus exprimés dans les 

graines matures de M. truncatula (Figure 3.12). Le profil d’expression des gènes Medtr5g010210.1 et 

Medtr5g010250.1 codant pour une glutamate cystéine ligase est d’ailleurs très intéressant. Ces deux gènes, 

impliqués dans la biosynthèse du glutathion, sont exprimés dans les graines immatures de C. australe mais 

fortement réprimés dans les graines matures. Au contraire, ils sont progressivement exprimés au cours du 

développement des graines de M. truncatula jusqu’à être fortement exprimés dans les graines matures (Figure 

3.12).  

Deux familles de gènes codant pour des enzymes impliquées dans la réponse antioxydante sont 

fortement exprimées dans les graines matures de C. australe : les GST et les peroxydases. Concernant les GST, 

15 gènes sur les 26 identifiés ont un niveau d’expression plus élevé dans les graines matures de C. australe que 

dans celles de M. truncatula alors que seulement deux suivent le profil inverse. Concernant les peroxydases, 13 

gènes sur 23 sont plus exprimés chez C. australe et seulement un chez M. truncatula (Figure 3.12). 

Enfin, parmi la dernière catégorie d’antioxydant étudié ici, un gène codant pour une 1-cys 

peroxyredoxine et un autre codant pour une 2-cys peroxyredoxine sont exprimés plus fortement dans les 

graines matures de M. truncatula que dans celles de C. australe. 

 

La réponse antioxydante n’est pas complètement réprimée en fin de développement des graines de C. 

australe, comme en témoigne la forte expression de gènes codant pour les SOD cytosoliques, les GST et les 

peroxydases. Cependant, les gènes codant pour certaines catégories d’antioxydants liés au glutathion et aux 1-

ou 2-cys peroxyredoxines sont peu exprimés dans les graines matures de C. australe.  

 

2.5.2- Métabolisme et expression des enzymes de voie de biosynthèse des RFO  

Une corrélation entre l’acquisition de la TD et l’accumulation des sucres solubles, particulièrement des 

RFO, a été démontrée dans plusieurs travaux (Koster & Leopold, 1988 ; Corbineau et al., 2000 ; Bailly et al., 

2001). La teneur en sucres solubles a été mesurée au cours du développement des graines de M. truncatula 

(Rosnoblet et al., 2007) et C. australe et est présentée dans la figure 3.13A. La teneur totale en sucres solubles 

est comparable entre les graines des deux espèces (comprise entre 51 et 65 mg / g MS selon les échantillons) 

mais la composition varie fortement au cours de la maturation des graines de M. truncatula et pas chez C. 

australe. Au stade 24 DAF, cinq sucres solubles différents ont été identifiés : le saccharose est majoritaire (52 

% des sucres solubles totaux) suivi du stachyose (21 %) et du raffinose (19 %), des traces de fructose (7 %) 

et glucose (1 %) sont également détectées (Figure 3.13A). En fin de remplissage (32 DAF), les teneurs en 

saccharose (40 %) et raffinose (10 %) diminuent au profit du stachyose (49 %), des traces de glucose sont 

toujours présentes (1 %). A l’abscission, les graines contiennent presque exclusivement du stachyose (92 %) et 

des traces de saccharose (5 %), raffinose (2 %) et de verbascose (1 %). En revanche, quelque soit le stade de 

développement, le seul sucre soluble identifié dans les graines de C. australe est le saccharose (Figure 3.13A). 

 

 



124 
 

Une régulation transcriptionnelle pourrait expliquer l’absence de RFO dans les graines de C. australe. 

Pour vérifier cette hypothèse, les gènes codant pour les enzymes impliquées directement et indirectement dans 

la synthèse des RFO ont été identifiés parmi les 15 083 gènes communs à M. truncatula et C. australe par 

recherche de mots clé dans les annotations MT3.5 et TAIR10. Deux types d’enzymes sont présentés dans la 

figure 3.13B : (1) celles impliquées dans la synthèse de précurseur de RFO (saccharose, myo-inositol) et qui ne 

sont pas spécifiques de la synthèse des RFO ; (2) celles impliquées spécifiquement dans la synthèse de 

galactinol et de RFO. 

Les gènes codant pour les enzymes SPS (Saccharose Phosphate Synthase) et SPP (Saccharose 

Phosphate Phosphorylase), impliquées dans la biosynthèse du saccharose sont exprimés dans les graines 

immatures et matures de C. australe (Figure 3.13B). Excepté pour le gène Medtr3g047380.1, l’expression des 

gènes codant les SPP et SPS décroit au cours du développement des graines de M. truncatula. Concernant la 

synthèse du myo-inositol, l’expression des gènes codant pour les enzymes IMP (myo-Inositol 

MonoPhosphatase) et MIPS (Myo-Inositol Phosphate Synthase) décroit au cours du développement des graines 

des deux espèces (Figure 3.13B). Les gènes présentés jusqu’à maintenant sont impliqués en amont dans la 

synthèse des RFO, qu’en est-il de l’expression des gènes spécifiquement impliqués dans la synthèse de ces 

molécules ? 

Deux gènes codant pour la GS (Galactinol Synthase) ont été identifiés. Ils sont tous les deux sur-

exprimés au cours de la maturation des graines de M. truncatula mais sous-exprimés dans les graines matures 

de C. australe (Figure 3.13B). Parmi les 11 gènes codant pour des RFS/STS (Raffinose Synthase / Stachyose 

Synthase) identifiés, 7 sont sur-exprimés au cours de la maturation des graines de M. truncatula, 2 sont sous-

exprimés et 2 ne sont pas exprimés. Le profil d’expression de ces gènes est complètement inversé dans les 

cotylédons de C. australe. En effet, 5 des 7 gènes sur-exprimés chez M. truncatula (Medtr8g088020.1, 

Mt3.5.1.s062101, Mt3.5.1.s010005, Mt3.5.1.s051415 et Medtr3g077280.1) ne sont pas exprimés ou sont sous-

exprimés dans les graines matures de C. australe (Figure 3.13B). A l’inverse, parmi les 4 gènes non exprimés 

ou sous-exprimés au cours de la maturation de M. truncatula, 3 sont exprimés dans les graines matures de C. 

australe (Medtr5g096820.1, Medtr4g115330.1 et Medtr3g089400.1). Les deux derniers sont mêmes fortement 

sur-exprimés dans les graines matures par rapport aux stades immatures (Figure 3.13B). L’activité des 

RFS/STS est réversible et certains de ces gènes pourraient être impliqués dans la dégradation de RFO, comme 

le gène Medtr4g115330.1 annoté ‘seed imbibition protein’. 

 

Ces résultats transcriptomiques corrèlent très bien avec les dosages de sucres réalisés chez les deux 

espèces. Les gènes impliqués dans la synthèse du saccharose sont exprimés en fin de développement chez  C. 

australe mais pas ceux impliqués dans la synthèse des RFO. Au contraire, ces derniers sont fortement sur-

exprimés en fin de maturation chez M. truncatula. 

 

Après s’être focalisé sur les mécanismes liés à l’acquisition de la TD, repartons de l’observation que la 

graine mature de C. australe présente des caractéristiques rappelant celle d’une graine prête à germer. La 

transition maturation/germination est gouvernée par le ratio ABA/GA et l’étude de l’expression des gènes  
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Figure 3.14. Intensité d’expression des gènes impliqués dans la biosynthèse et la signalisation de l’ABA au 

cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17. 

Basé sur le contenu des annotations MT3.5 et TAIR10, 70 gènes impliqués dans la biosynthèse ou la signalisation de l’ABA 

ont été identifiés dans les transcriptomes de C. australe et M. truncatula. Ces gènes sont regroupés selon leur fonction 

(biosynthèse, récepteur, kinase, phosphatase ou facteur de transcription) et par famille au sein de chaque fonction. 

L’intensité d’expression de ces gènes au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17 est 

visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir pour une expression nulle à rouge pour une expression 

maximale (intensité exprimée en log). Un carré orange signifie que l’expression du gène est plus forte dans les graines 

matures de C. australe par rapport aux graines matures (41 DAF et ABS) de M. truncatula (différence log intensité > 2). A 

l’inverse, un carré bleu indique une expression plus forte dans les graines matures de M. truncatula par rapport à celles de 

C. australe. ZEP = zeaxanthin epoxydase ; NCED = 9-cis-epoxycarotenoïde dioxygenase ; SDR1 = dehydrogenase 

réductase des chaînes courtes ; ACI2 = molybdène cofacteur sulfurase ; AAO3 = abscissique aldehyde oxydase ; CYP707 = 

gène codant pour une ABA 8'-hydroxylase ; PYL = PYrabactine Resistance-1-Like ; PERK = Proline-rich receptor-like protein 

kinase ; SAPK = Stress Activated Protein Kinase ; SnRK2 ou SRK2 = Sucrose non-fermenting Related protein Kinase 2 ; 

SPHk = sphingosine kinase ; PP2C = protein phosphatase type 2C ; ABF = [ABA Responsive Element (ABRE)] Binding 

Factor ; AREB = ABA Responsive Element Binding protein ; bHLH = basic Helix Loop Helix ; DREB = Dehydration Responsive 

Element Binding ; Homeobox ZIP = Homeobox leucine zipper ; SKIP = Ski Interacting protein. 
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impliqués dans la voie de signalisation de ces deux phytohormones devrait nous permettre d’appuyer ou non 

cette hypothèse  

 

2.6-La graine mature de C. australe exprime des gènes de réponse à 

l’acide abscissique et au stress mais également aux gibbérellines 

2.6.1-Les gènes liés à la biosynthèse et à la signalisation de l’ABA 

135 gènes liés à la biosynthèse et à la signalisation de l’ABA ont été identifiés parmi les 15 083 gènes 

communs à M. truncatula et  C. australe en effectuant une recherche par mots clés dans les annotations MT3.5 

et TAIR10. Ces 135 gènes ont été regroupés en catégories selon leur fonction et en famille au sein de chacune 

des catégories. Seuls les 70 gènes associés aux fonctions ‘biosynthèse’, ‘récepteur’, ‘kinase’, ‘phosphatase’ et 

‘facteur de transcription’ sont représentés sur la figure 3.14 car le niveau d’expression des gènes appartenant à 

ces catégories présente le plus de variations entre les graines matures de C. australe et de M. truncatula A17. 

Les gènes fortement exprimés dans les graines matures de C. australe par rapport aux graines matures de M. 

truncatula (41 DAF et ABS) (différence log intensité > 2) sont identifiés par un carré orange. Un carré bleu est 

utilisé pour les gènes exprimés à un niveau plus élevé dans les graines matures de M. truncatula. 

Concernant la biosynthèse d’ABA, le niveau d’expression des gènes codant pour les ZEP, NCED4 et 

SDR1 est plus élevé dans les graines matures de C. australe que dans celles de M. truncatula. Au contraire, un 

des trois gènes codant pour une CYP707, impliquée dans la dégradation de l’ABA, est exprimé plus fortement 

dans les graines matures de M. truncatula (Figure 3.14). Ces deux résultats indiquent que l’expression des 

gènes est compatible avec une production d’ABA dans les graines matures de C. australe mais pas dans celles 

de M. truncatula. 

En aval de la production d’ABA, les gènes impliqués dans la perception et la signalisation de l’ABA 

indiquent également que ces voies sont activées dans les graines matures de C. australe, plus que dans celles 

de M. truncatula. En effet, trois des quatre gènes codant pour un récepteur d’ABA (PYL) ont un niveau 

d’expression supérieur dans les graines matures de C. australe (Figure 3.14). Plusieurs familles de kinases 

impliquées spécifiquement dans la signalisation de l’ABA sont également activées au niveau 

transcriptomique dans les graines matures de C. australe : certaines kinases dépendantes du calcium et 

histidine kinase mais surtout les ‘receptor like protein kinase’, et les SnRK2 (famille de kinase dans laquelle on 

retrouve SRK2 et les SAPK [Stress-Activated Protein Kinase]). Les deux gènes codant pour SAPK3 et ceux 

codant pour SAPK7 et SRK2 ont un niveau d’expression plus élevé dans les graines matures de C. australe que 

dans celles de M. truncatula (Figure 3.14). 

Les phosphatases PP2C sont négativement impliquées dans la signalisation de l’ABA en empêchant 

l’activation des kinases de type SnRK2. Même si peu de différences sont visibles pour quatre des six gènes 

codant des PP2C, le profil d’expression du gène Medtr5g009370.1 est inversé chez les deux espèces. Son 

expression augmente progressivement au cours du développement des graines A17 jusqu’à devenir très élevée 

dans les graines matures (Figure 3.14). A l’inverse, l’expression de ce gène est très élevée dans les graines 

immatures de C. australe mais est fortement réprimée dans les graines matures. Ce profil d’expression est tout  
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Figure 3.15. Intensité d’expression des gènes codant pour des protéines et des facteurs de transcription liés à 

la réponse au stress au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17. 

Basé sur la présence du mot ‘stress’ dans les annotations MT3.5.1, les gènes codant pour les protéines de choc thermique 

(HSP et sHSP) et autres protéines ou facteurs de transcription liés à la réponse au stress ont été identifiées dans les 

transcriptomes de C. australe et M. truncatula. Les cibles ABI3 et les gènes liés à l’ABA citées précédemment n’ont pas été 

inclus dans cette analyse pour éviter des redondances. Ces gènes sont regroupés selon leur fonction (sHSP, HSP, facteur de 

transcription ou autres protéines) et par famille au sein de chaque fonction. L’intensité d’expression de ces gènes au cours 

du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17 est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur 

allant de noir pour une expression nulle à rouge pour une expression maximale (intensité exprimée en log). Un carré orange 

signifie que l’expression du gène est plus forte dans les graines matures de C. australe par rapport aux graines matures (41 

DAF et ABS) de M. truncatula. A l’inverse, un carré bleu indique une expression plus forte dans les graines matures de M. 

truncatula par rapport à celles de C. australe. 
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à fait cohérent avec une activation de la signalisation liée à l’ABA dans les graines matures de C. australe et pas 

dans celles de M. truncatula. 

Certaines familles de facteurs de transcription liés à la réponse à l’ABA ont plusieurs gènes exprimés à 

un niveau plus important dans les graines matures de C. australe par rapport à celles de M. truncatula : 

Homeobox ZIP (homologues d’AtHB5 et AtHB7 d’après les identifiants TAIR10), MYB44 et MYC2 (Figure 3.14). 

On peut ajouter à ces familles les gènes codant pour ABF1, ABF2, et ABI5-like. Tous ces facteurs semblent 

impliqués dans la réponse aux stress abiotiques (Söderman et al., 1996 ; Jung et al., 2008 ; Fujita et al., 

2011). Cependant, trois des quatre gènes codant pour AREB3 sont sous-exprimés dans la graine mature de C. 

australe par rapport au stade immature (ratio = -1,0 pour Medtr3g010660.1 ; -1,1 pour Medtr7g088090.1 ; -

2,2 pour Medtr8g043960.1). De plus, les quatre gènes codant pour des facteurs de la famille DREB 

(Dehydration Responsive Element Binding) sont exprimés plus fortement dans les graines matures de M. 

truncatula que dans celles de C. australe (Figure 3.14). 

 

Contrairement à ce que l’on pouvait attendre d’après le profil d’expression d’ABI3, les gènes impliqués 

dans la biosynthèse et la signalisation d’ABA sont plus fortement exprimés dans les graines matures de C. 

australe que dans celles de M. truncatula. L’ABA est un activateur majeur de la réponse générale au stress 

hydrique (Bartels & Sunkar, 2005). Les gènes codant pour des mécanismes impliqués dans la réponse générale 

au stress sont-ils activés en fin de développement chez C. australe ? 

 

2.6.2-Les gènes liés à la réponse au stress  

La recherche du mot ‘stress’ dans les annotations MT3.5 a permis de ressortir 266 gènes parmi les 

15 083 gènes communs à M. truncatula et C. australe. Les cibles ABI3, protéines LEA, gènes de réponse à l’ABA 

ou impliqués dans la réponse antioxydante cités précédemment n’ont pas été inclus dans cette analyse pour 

éviter des redondances. Les 104 gènes codant pour des HSP, des sHSP, des facteurs de transcription et des 

protéines de réponse au stress sont présentés sur la figure 3.15 en conservant les mêmes types de 

classification (en catégories puis en famille) et de représentation que pour la figure précédente. Les gènes plus 

fortement exprimés dans les graines matures de C. australe par rapport aux graines matures de M. truncatula 

(41 DAF et ABS) (différence log intensité > 2) sont donc identifiés par un carré orange. Un carré bleu est utilisé 

pour les gènes exprimés à un niveau plus élevé dans les graines matures de M. truncatula. 

Plusieurs gènes codant pour des sHSP et des HSP sont exprimés dans les graines matures de C. 

australe et de M. truncatula mais les plus fortement exprimés sont différents entre les deux espèces. Ainsi, huit 

gènes codant pour des sHSP non (ou très peu) exprimés chez M. truncatula le sont dans les cotylédons de C. 

australe. A l’inverse, les gènes Medtr5g091960.1, Medtr5g064060.1, Medtr3g104780.1, Medtr5g081530.1 et 

Medtr6g061850.1 codant pour des sHSP cytosoliques sont sur-exprimés en fin de développement dans les 

graines de M. truncatula alors qu’ils sont plus faiblement exprimés dans les graines matures de C. australe 

(Figure 3.15). Contrairement aux gènes codant pour les sHSP, ceux codant pour les HSP ne sont pas régulés au 

niveau transcriptionnel au cours du développement des graines. 

Pour les autres catégories, plusieurs familles de gènes exprimés plus fortement dans les graines de C. 

australe que dans celles de M. truncatula ont pu être mises en évidence. C’est par exemple le cas de cinq  
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Figure 3.16. Intensité et ratio d’expression des gènes impliqués dans le métabolisme et la signalisation des 

gibbérellines au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17. 

Basé sur la recherche de mots-clés dans les annotations MT3.5.1, les gènes codant pour les enzymes impliquées dans la 

biosynthèse et l’inactivation des gibbérellines (GA), la transduction du signal GA (récepteur, effecteurs positifs et négatifs) 

et des cibles connues des GA (alpha-amylase) ont été identifiées dans les transcriptomes de C. australe et M. truncatula. 

L’intensité d’expression de ces gènes au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula A17 est 

visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de noir pour une expression nulle à rouge pour une expression 

maximale (intensité exprimée en log). Les ratios d’intensité entre stade mature (CaB et ABS) et immature (CaG et 20 DAF) 

des graines de C. australe et M. truncatula A17 sont également figurés. La différence d’expression est visualisée sous la 

forme d’un gradient de couleur allant de vert pour une sous expression chez la graine mature par rapport à la graine 

immature à rouge pour une sur expression et noir si l’expression est comparable entre les deux échantillons. 
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facteurs de transcription de la famille HSF (Heat Shock Factor ou Heat Stress Factor) de deux gènes codant 

pour un facteur Myb4 et pour le gène Medtr7g083900.1 codant pour le facteur ICE1 (Inducer of CBF [Cold 

Binding Factor] Expression1) (Figure 3.15). Le même profil est observé pour 12 des 28 gènes codant pour des 

protéines de réponse au stress. On trouve en particulier, sept gènes codant pour la protéine ‘Universal stress 

protein like A’, deux codant pour la protéine de réponse au stress NST1, un codant pour une protéine ‘ cold 

inducible RNA binding’, un codant pour une protéine de réponse au stress contenant un domaine ‘Zinc finger 

AN1 and C2H2’ et un codant pour une protéine ‘abscisic stress ripening’ (Figure 3.15). 

En parallèle, seulement trois gènes sont plus exprimés dans les graines matures de M. truncatula que 

dans celles de C. australe. Deux d’entre eux codent pour une protéine de réponse au stress contenant un 

domaine ‘Zinc finger AN1 and C2H2’ (Figure 3.15). Aucun des 27 gènes codant pour un facteur de transcription 

impliqué dans la réponse au stress ne suit ce profil (aucun carré bleu pour cette catégorie sur la figure 3.15). 

 

Cette analyse montre clairement que plusieurs gènes impliqués dans la réponse au stress (codant pour 

des facteurs de transcription, chaperonnes) sont exprimés plus fortement dans les graines matures de C. 

australe que dans celles de M. truncatula. Ce résultat est sans doute la conséquence du niveau élevé 

d’expression de la voie de signalisation de l’ABA dans les graines matures de C. australe. Dans ces conditions la 

biosynthèse et la voie de signalisation des GA sont-elles activées en fin de développement des graines de C. 

australe ? 

 

2.6.3-Les gènes liés aux gibbérellines 

Les gènes codant pour des enzymes impliquées dans la biosynthèse, la perception, la signalisation 

positive ou négative et le catabolisme des GA ont été identifiés parmi les 15 083 gènes communs à M. 

truncatula et C. australe par recherche de mots-clés dans les annotations MT3.5. Les profils d’expression 

associés sont présentés au cours du développement des graines de C. australe et M. truncatula dans la figure 

3.16. 

Concentrons-nous tout d’abord sur les effecteurs positifs de la biosynthèse et de la signalisation des 

GA. Aucun des gènes impliqués dans la biosynthèse de cette phytohormone n’est sur-exprimé dans les graines 

matures de M. truncatula et C. australe par rapport aux stades immatures. Cependant, le niveau d’expression 

des gènes GA3ox4 et GA20ox2, codant respectivement une GA3-oxydase et une GA20-oxydase, est beaucoup 

plus élevé chez l’espèce récalcitrante tout au long du développement (Figure 3.16). Ces deux enzymes 

permettent l’activation des GA sous une forme active (GA1, GA3, GA4 ou GA7) à partir d’une forme inactive 

(GA12) (Yamaguchi, 2008). Les gènes codant pour le récepteur GID1C (Gibberellin Insensitive Dwarf 1C) et pour 

les effecteurs positifs de la signalisation des GA GASA4 (Gibberellic Acid-Stimulated Arabidopsis 4) et 

GID2/SLY1 (Gibberellin Insensitive Dwarf 2 / Sleppy1) sont également fortement exprimés dans les graines 

matures de C. australe et pas dans celles de M. truncatula (Figure 3.16). 

Les facteurs DELLA sont des répresseurs de la signalisation des GA (Peng et al., 1997 ; Wen & Chang, 

2002) tandis que les GA2-oxydases sont impliquées dans l’inactivation des GA (Thomas et al., 1999). Les gènes 

codant ces protéines agissent donc négativement sur la signalisation des GA. Trois des quatre facteurs de 

transcription de la famille DELLA (RGL1 [Repressor of GA-Like1] ; GAI [GA-Insensitive] ; GAI1) et deux des six 



131 
 

gènes codant pour une GA2-oxydases (GA2ox1) sont réprimés dans les graines matures de C. australe (Figure 

3.16). Dans les graines matures de M. truncatula, cette répression est également visible pour les gènes GAI et 

GAI1 (RGL1 n’est pas exprimé) mais pas pour GA2ox1 (Figure 3.16). La répression de ces gènes dans les 

graines matures de C. australe est donc tout à fait compatible avec une activation du signal GA. 

Les GA sont impliquées dans la mobilisation des réserves principalement par l’activation des α-

amylases (Jacobsen & Beach, 1985 ; Gubler & Jacobsen, 1992 ; Lanahan et al., 1992). Un des cinq gènes 

identifiés chez C. australe codant pour cette enzyme est fortement sur-exprimé dans la graine mature de 

l’espèce récalcitrante mais réprimé dans celle de l’espèce orthodoxe (Medtr1g019440.1) (Figure 3.16). Deux 

autres gènes sont réprimés dans les graines de M. truncatula et pas dans celles de C. australe 

(Medtr1g026170.1 et Medtr7g013300.1). 

 

Ces résultats transcriptomiques montrent que le niveau d’expression de plusieurs gènes est compatible 

avec une activation de la voie de signalisation liée aux GA dans les graines matures de C. australe et pas dans 

celles de M. truncatula. 

 

Discussion 

L’analyse comparative des transcriptomes de graines de M. truncatula et de C. australe repose sur la 

mise en place d’outils comparables entre les deux espèces : la puce à ADN ou le séquençage direct du 

transcriptome par des technologies haut-débit (RNA-seq). Le RNA-seq permet de quantifier et de comparer 

l’expression de l’ensemble des gènes entre différentes conditions pour des espèces non modèles, sans passer 

par les puces à ADN (Bräutigam & Gowik, 2010 ; Bourgis et al., 2011). Cependant le développement récent 

d’une puce à ADN spécifique de M. truncatula au sein du laboratoire nous a incités à développer un outil 

équivalent pour C. australe afin de faciliter la comparaison avec l’espèce orthodoxe. En utilisant deux puces à 

ADN élaborées sur la même plate forme NimbleGen, il est possible de comparer les intensités d’expression des 

gènes entre différents stades de développement et pas seulement des ratios d’expression par rapport à un 

stade de référence. En effet, les valeurs médianes d’intensité d’expression sont du même ordre de grandeur 

entre les puces des deux espèces ce qui n’est pas le cas si on considère les données de la précédente puce à 

ADN Mt élaborée sur la plate forme Affymetrix. 

Pour créer une puce à ADN spécifique de C. australe couvrant au maximum la diversité des gènes 

exprimés dans la graine, le transcriptome doit au préalable être caractérisé. Le séquençage par les technologies 

haut-débit (454 ou Illumina) de banques d’ADNc normalisées permet cette caractérisation, c'est-à-dire 

l’identification des différents gènes exprimés chez l’espèce d’intérêt. Cette approche est massivement utilisée 

pour caractériser les transcriptomes d’espèces non modèles (revu dans Schliesky et al., 2012 ; Fu et al., 2013 ; 

Liang et al., 2013). La comparaison des données de séquençage entre banques d’ADNc normalisées et non 

normalisées a confirmé l’efficacité de la normalisation pour maximiser la diversité des transcrits et obtenir un 

répertoire de gènes le plus exhaustif possible (Bellin et al., 2009 ; Yang et al., 2010). Cependant, la 

normalisation empêche toute interprétation des niveaux d’expression des gènes. La caractérisation du 

transcriptome est donc qualitative mais pas quantitative. C’est pour cette raison que certains auteurs suggèrent 

d’augmenter la profondeur de séquençage plutôt que d’utiliser la normalisation (Vijay et al., 2012). Les milliers  
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Tableau 3.2. Comparaison des technologies de séquençage haut-débit 454 et Illumina. 

Etant donné le dynamisme de ces technologies, les performances sont en constante amélioration. Pour cette raison aucune 

valeur précise n’est donnée mais seulement une tendance pour percevoir les avantages de chaque technique. Plus le 

nombre de croix est important, plus la valeur symbolisée est importante. Tableau réalisé à partir de Shendure & Ji (2008) et 

Schliesky et al. (2012).  

  454 Illumina 

Nombre de lectures par run x xxxxx 

Longueur des lectures xxx x 

Nombre de bases séquencées par run x xxxxx 

Coût par base xxx x 

Type d'erreur  Insertion/délétion Substitution 
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ou millions de lectures produites par le séquençage doivent ensuite être assemblées afin de reconstituer les 

transcrits. Plusieurs travaux ont montré qu’une combinaison des technologies 454 et Illumina permet 

d’améliorer l’assemblage du transcriptome (Wall et al., 2009 ; Garg et al., 2011 ; Wenger & Galliot, 2013). En 

effet, ces deux technologies présentent des caractéristiques complémentaires et, à l’heure actuelle, les qualités 

de l’une compensent les défauts de l’autre (Tableau 3.2). Le principal avantage de la technologie 454 est la 

longueur importante des lectures mais la technologie Illumina permet d’obtenir à moindre coût un nombre 

beaucoup plus élevé de lectures. Les données statistiques de notre étude confirment que le meilleur 

assemblage (contigs plus longs et plus nombreux) a été obtenu en combinant les lectures des deux 

technologies. Même si plusieurs études ont été menées pour tenter de définir les critères de qualité d’un 

assemblage, d’optimiser le choix des programmes et des paramètres d’assemblage (Kumar & Blaxter, 2010 ; 

Bräutigam et al., 2011 ; Martin & Wang, 2011 ; Mundry et al., 2012 ; O’Neil & Emrich, 2013), cette étape reste 

critique et doit encore être améliorée (Schliesky et al., 2012). MIRA est un assembleur adapté aux lectures 

issues de banques normalisées (Kumar & Blaxter, 2010). Il est dit conservatif, c'est-à-dire qu’il n’associe pas 

des lectures légèrement divergentes et produit donc de nombreux contigs assez courts (Mundry et al., 2012). 

Par conséquent le risque de contigs redondants (plusieurs contigs pour un même transcrit) est plus élevé que le 

risque de contigs chimériques (un contig regroupant plusieurs transcrits). Effectivement, une redondance 

importante des contigs a été mise en évidence après notre premier assemblage par MIRA, résultat observé 

également dans les travaux de Coppe et al. (2010). Nous avons donc ajouté une deuxième étape d’assemblage 

à partir des contigs formés par MIRA pour limiter cette redondance. Cette approche a montré son efficacité 

dans plusieurs études (Milan et al., 2011 ; Coppe et al., 2010, 2012). 

L’assemblage des données issues des deux séquençages haut-débit nous a permis d’identifier 48 334 

transcrits potentiels dans lesquels des sondes ont pu être dessinées pour constituer la puce à ADN spécifique de 

C. australe. 74,5 % d’entre eux ont pu être annotés par similarité contre des bases de données et ce travail 

constitue donc la première caractérisation moléculaire du transcriptome d’une graine récalcitrante, même s’il 

est difficile d’estimer le pourcentage du transcriptome réellement couvert par ces contigs. L’annotation 

spécifique de M. truncatula a été privilégiée afin de faciliter l’association entre les sondes des puces à ADN 

spécifiques de chaque espèce. L’expression de 15 083 gènes a ainsi pu être comparée au cours du 

développement des graines de C. australe, de M. truncatula et du mutant Mtabi3-2.  

S’il est difficile d’associer chacun des trois stades de développement des graines de C. australe avec un 

stade de M. truncatula, l’analyse transcriptomique montre une très grande proximité entre les deux premiers 

stades de C. australe (gousses vertes et gousses jaunes). A ces stades, le niveau d’expression des gènes 

codant pour les régulateurs majeurs est comparable à celui observé au cours du début de maturation des 

graines de M. truncatula. En revanche, le stade mature (gousse marron) est caractérisé par une répression 

globale des gènes caractéristiques des graines, notamment ABI3 et ses cibles. Cette étude est la première à 

caractériser l’expression des régulateurs majeurs de la maturation des graines orthodoxes chez une graine 

récalcitrante. Elle montre clairement que le profil d’expression d’ABI3 est la différence majeure entre les graines 

matures de M. truncatula et de C. australe, même si d’autres gènes présentent des profils d’expression 

différents entre les deux espèces : PIL5, VAL2-like et VAL3. 
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L’ACP suggère que la graine mature de C. australe se rapproche d’une graine se préparant à la 

germination. La répression d’ABI3, de gènes codant pour les facteurs DELLA et pour les GA2-oxydases ainsi que 

la sur-expression des répresseurs de maturation VAL2-like et VAL3, d’un gène codant pour une α-amylase et le 

niveau d’expression élevé des gènes liés à la biosynthèse des GA et aux effecteurs positifs de cette 

phytohormone (GASA4) pourrait être une première étape dans ce processus. En effet, l’activation du signal GA 

marque la préparation à la germination (Holdsworth et al., 2008) et la teneur en forme active de GA augmente 

au cours de l’imbibition de la graine, juste avant l’émergence de la radicule (Ogawa et al., 2003). Le facteur 

RGL1 est négativement impliqué dans la germination des graines d’A. thaliana (Wen & Chang, 2002) et la sous-

expression du gène associé dans les graines matures de C. australe conforte l’hypothèse d’une préparation à la 

germination. De même GASA4 favorise la germination en réponse aux GA (Rubinovic & Weiss, 2010) et AtHB5 

est fortement exprimé 24h après imbibition chez A. thaliana (Johannesson et al., 2003). Les gènes associés 

sont sur-exprimés dans la graine mature de C. australe mais pas dans celle de M. truncatula. De plus, le 

régulateur majeur de la maturation PIL5 intervient dans la diminution de la teneur en GA active en inhibant 

l’expression de GA3ox2 et en activant celle de GA2ox2 (Oh et al., 2006 ; 2007). Le profil d’expression de PIL5 

dans les graines matures de C. australe (sous-expression par rapport au stade immature) et de M. truncatula 

(sur-expression par rapport au stade immature) est en accord avec une augmentation de la teneur en forme 

active de GA dans les graines matures de C. australe et pas dans celles de M. truncatula. VAL2 pourrait 

également indirectement contrôler la biosynthèse de forme active de GA comme le montre la forte sous 

expression de AtGA3ox1 dans le double mutant val1/val2 chez A. thaliana (Suzuki et al., 2007). En conclusion, 

les profils d’expression de plusieurs gènes concordent pour émettre l’hypothèse que la voie des GA est activée 

dans la graine mature de C. australe et que ces profils sont caractéristiques d’une graine prête à germer. Cette 

hypothèse devra être validée par des mesures de teneur en GA dans les graines. 

Cependant, certaines observations viennent nuancer cette conclusion. RGL2 est le facteur DELLA 

majeur impliqué dans le contrôle de la germination (Lee et al., 2002) et aucun homologue n’a pu être identifié 

sur la puce à ADN Ca. La même remarque peut être faite concernant les gènes GA3ox1 et GA3ox2, acteurs 

majeurs dans la biosynthèse de formes actives de GA lors de la germination des graines d’A. thaliana (Mitchum 

et al., 2006). Il faut donc rester prudent en associant les profils d’expression des gènes de la figure 3.16 à une 

préparation à la germination. Par ailleurs, ABI3 est réprimé seulement à la fin de la germination des graines de 

tomate et d’A. thaliana et non lors de l’imbibition (Bassel et al., 2006). La répression d’ABI3 ne serait donc pas 

spécifiquement impliquée dans la préparation à la germination. Enfin, même si les gènes codant pour VAL2-like 

et VAL3 sont sur-exprimés dans les graines matures de C. australe, d’autres gènes codant pour des répresseurs 

connus de la maturation ne le sont pas (PKL, SUA, AIP2). Le gène AIP2 est exprimé constitutivement mais son 

expression est maximale lors de l’imbibition des graines d’A. thaliana (Zhang et al., 2005). Le gène PKL suit le 

même profil d’expression, comme le montre l’accumulation de transcrit 36h après imbibition de graines d’A. 

thaliana alors même qu’elles n’ont pas encore germées (Henderson et al., 2004). 

Malgré l’activation de la voie des GA, la graine mature de C. australe exprime également de nombreux 

gènes de réponse à l’ABA et aux stress abiotiques par rapport à M. truncatula, au moins dans les cotylédons. 

Nous avons mis en évidence la sur-expression de gènes codant pour des SOD cytosoliques, des GST, des 

peroxydases, des HSP et des protéines de stress universelles dans les graines matures de C. australe par 
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rapport à celles de M. truncatula. Ces résultats confortent les observations faites dans le protéome stable à la 

chaleur de graines matures de C. australe. En effet, quatre polypeptides associés à une SOD et cinq 

polypeptides associés à des sHSP ont été identifiés (Chapitre II). De nombreuses études ont montré une 

tolérance accrue à divers stress chez des plantes sur-exprimant un ou plusieurs gènes codant pour une SOD 

(revu par Amudha & Balasubramani, 2010). De même, la sur-expression d’une GST conjointement avec une 

GPX améliore la germination et la croissance de plantules en condition de stress salin et froid chez le tabac 

(Roxas et al., 1997). Des gènes codant pour des sHSP sont sur-exprimés en réponse au stress hydrique chez 

diverses espèces comme le tournesol (Coca et al., 1996) ou l’amandier (Campalans et al., 2001) et la sur-

expression de HSP17.7 chez le riz augmente la tolérance à la sécheresse (Sato & Yokoya, 2008). L’expression 

de ces protéines de stress est activée par des facteurs de transcription de type HSF, également sur-exprimés 

dans les graines matures de C. australe. Les facteurs HSF ne régulent pas seulement l’expression des HSP mais 

jouent un rôle intégrateur dans la réponse au stress en général en activant par exemple l’expression de l’APX 

chez A. thaliana (Panchuk et al., 2002). Ils pourraient même percevoir directement le stress oxydatif (Miller & 

Mittler, 2006). Hormis les HSF, deux autres facteurs de transcription ont été mis en évidence dans les graines 

matures de C. australe : ICE1 et Myb4. Les facteurs CBF (activés entre autres par ICE1) et Myb4 sont impliqués 

dans la réponse aux stress abiotiques, notamment thermique (Chinnusamy et al., 2003 ; Coraggio & Tuberosa, 

2004 ; Agarwal et al., 2006). Dans le chapitre II, nous avons mis en évidence l’accumulation de déhydrines 

dans les cotylédons et proposé que ces protéines participent à la protection de l’axe embryonnaire contre le 

déficit hydrique après abscission de la graine. La sur-expression dans les cotylédons matures de C. australe 

d’une gamme assez large de gènes associés à la réponse aux stress abiotiques conforte cette hypothèse.   

Le rôle de l’ABA dans la réponse au stress est bien établi (Iuchi et al., 2001 ; Fujita et al., 2011) et il 

n’est pas étonnant de retrouver de nombreux gènes impliqués dans la biosynthèse et la signalisation de l’ABA 

fortement exprimés dans les graines matures de C. australe comparé à celle de M. truncatula. Des études 

menées en collaboration en Afrique du Sud montrent que la teneur en ABA augmente après abscission dans les 

cotylédons et les axes embryonnaires de C. australe (Chathuri, données non publiées). Cependant, l’ABA est 

également la phytohormone majeure contrôlant la maturation des graines et réprimant la germination. De par 

son antagonisme avec les GA, il est surprenant de retrouver à la fois la voie de l’ABA et la voie des GA activées 

dans la graine mature de C. australe. Pour expliquer cette apparente contradiction on peut émettre l’hypothèse 

que la voie des GA serait activée pour permettre la dégradation de l’amidon (environ 75% des réserves de C. 

australe (Thorburn et al., 1987) via les α-amylases pour assurer l’activité métabolique importante. L’activation 

de la biosynthèse de l’ABA et de la signalisation liée à cette phytohormone empêcherait la germination. 

Cependant, tous les gènes de réponse à l’ABA ne sont pas sur-exprimés chez la graine récalcitrante. En effet, 

les gènes spécifiques de la maturation (ABI3, ABI5, PIL5) sont sous-exprimés dans la graine mature par rapport 

au stade immature et seuls les gènes de réponse au stress induit par l’ABA sont sur-exprimés. On retrouve 

dans cette dernière catégorie des kinases de la famille SnRK2 telles que SAPK3 et SAPK7 (Kobayashi et al., 

2004 ; Kulik et al., 2011) et des facteurs de transcription tels que ABF1, ABF2/AREB1, Homeobox ZIP HB7, 

MYB44 et MYC2 (Söderman et al., 1996 ; Choi et al., 2000 ; Abe et al., 2003 ; Fujita et al., 2005 ; Yoshida et 

al., 2010 ; Seo et al., 2012). Chose intéressante, trois des quatre gènes codant pour le facteur AREB3 sont 

sous-exprimés en fin de développement chez C. australe. Mais celui-ci est impliqué dans la maturation des 
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graines et non dans la réponse au stress contrairement aux autres facteurs AREB (Uno et al., 2000 ; Benshimen 

et al., 2005 ; Fujita et al., 2013). Les facteurs de transcription de la famille DREB sont moins exprimés chez C. 

australe que chez M. truncatula. Bien que la mention ‘Abscisic acid signaling pathway’ soit indiquée dans 

l’annotation TAIR10, les facteurs DREB1 et DREB2 sont connus pour être activés en réponse au stress 

indépendamment de l’ABA (Shinozaki et al., 2003). Des études plus récentes ont néanmoins montré que 

certains de ces gènes répondent à l’ABA (revu dans Agarwal & Jha, 2010 ; Fujita et al., 2011) dont DREB1D et 

DREB2C identifiés dans notre étude (Knight et al., 2004 ; Lee et al., 2010). La raison de la faible expression de 

ces gènes chez C. australe reste à déterminer. 

 

Les résultats transcriptomiques suggèrent donc que les graines de C. australe et de M. truncatula ne 

suivent pas les mêmes voies de régulation en fin de développement. Plusieurs indices nous laissent penser que 

les graines récalcitrantes se préparent à la germination, via la répression de gènes de maturation et l’activation 

de la voie des GA. Mais ces graines se préparent également au stress modéré à venir après l’abscission, via 

l’activation de gènes de réponse à l’ABA : facteurs de transcription (ABF, MYB44, MYC2), kinases (membres de 

la famille SnRK2), déhydrines, chaperonnes, peroxydases, GST. L’expression de ces gènes a été mise en 

évidence dans les cotylédons. Ce tissu, qui occupe plus de 95 % du volume de la graine, entoure l’axe 

embryonnaire et forme une première protection mécanique pour retarder sa déshydratation. L’activation des 

gènes de réponse au stress dans les cotylédons constitue donc une protection supplémentaire de l’axe 

embryonnaire qui vient s’ajouter à la protection mécanique. 

Quoi qu’il en soit, la fin de développement des graines de C. australe est indépendante d’ABI3, 

contrairement à M. truncatula. D’autres voies de signalisation sont activées en fin de développement chez la 

graine récalcitrante, comme celles des GA. Nos résultats ne vont donc pas dans le sens d’un développement 

tronqué chez les graines de C. australe comme il a été suggéré chez des espèces récalcitrantes d’origine 

tempérée (Finch-Savage & Blake, 1994 ; Farrant et al., 1997). Chez ces espèces (Quercus robur et Aesculus 

hippocastanum), le développement ressemble à celui des graines orthodoxes mais l’abscission a lieu avant la 

phase de maturation tardive. Cependant, il faut rester prudent en comparant ces travaux avec le notre car 

notre conclusion s’appuie essentiellement sur des données transcriptomiques non disponibles dans les travaux 

de Finch-Savage & Blake (1994) et Farrant et al. (1997). 

Par ailleurs, cette analyse transcriptomique a permis de bien différencier le développement des graines 

du mutant Mtabi3-2 de celui des graines de C. australe. Chez le mutant l’expression du gène ABI3 et d’environ 

la moitié de ses cibles n’est pas éteinte en fin de développement mais au contraire retardée en début de 

maturation. Pourtant la durée du développement des graines de la pollinisation à l’abscission reste la même que 

pour les graines sauvages. Par conséquent, les gènes impliqués dans l’acquisition de la TD (LEA par exemple) 

sont exprimés trop tardivement pour que les polypeptides soient accumulés dans les graines matures. Ce retard 

global d’expression des gènes cibles d’ABI3, aboutissant à un développement tronqué, explique sans doute la 

sensibilité à la dessiccation des graines Mtabi3-2. Au contraire, chez C. australe, ces gènes cible sont exprimés 

au début du développement puis réprimés en fin de développement. Une acquisition partielle et transitoire de la 

TD pourrait être envisagée au stade mi-mature dans les cotylédons de C. australe. 
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Chapitre IV 

 

Analyse fonctionnelle des homologues 

CaABI3 et CaABI3-like : comparaison avec 

MtABI3 et AtABI3. 
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Approche et principaux résultats 

Dans le chapitre III, nous avons montré que l’expression du gène ABI3 est réprimée chez les graines de 

C. australe en fin de développement, alors qu’il reste fortement exprimé tout au long de la maturation des 

graines de M. truncatula. L’objectif de ce chapitre est de déterminer si les homologues identifiés chez l’espèce 

récalcitrante ont les mêmes fonctions que ceux identifiés chez M. truncatula et A. thaliana. Deux approches ont 

été mises en place pour tester la fonctionnalité de CaABI3 : la comparaison des cibles potentielles activées par 

expression ectopique de CaABI3 et de MtABI3 dans des racines de M. truncatula et la complémentation du 

mutant abi3-5 d’A. thaliana. Les résultats majeurs mis en évidence peuvent être résumés en quatre points : 

 Deux gènes très similaires entre eux et avec MtABI3 ont été clonés chez C. australe : CaABI3 et 

CaABI3-like. 

 Les gènes sur-exprimés par CaABI3 et MtABI3 dans un système d'expression ectopique sont très 

divergents. Alors que la sur-expression de MtABI3 dans les racines de M. truncatula active l’expression 

de 90 % des 109 cibles ABI3 de M. truncatula identifiées dans le chapitre précédent, la sur-expression 

de CaABI3 dans les mêmes conditions n’active l’expression que de 17 % d’entre elles. 

 Contrairement à ce qui est observé pour CaABI3, la sur-expression de CaABI3-like dans les racines de 

M. truncatula active la majorité des 109 cibles ABI3 de M. truncatula. Le profil d’expression obtenu est 

semblable à celui observé en sur-exprimant MtABI3 dans les mêmes conditions. 

 CaABI3 ne complémente pas le mutant abi3-5. Les graines mutantes transformées par CaABI3 restent 

vertes à maturité, ne sont pas dormantes et sont insensibles à l’ABA. Le phénotype sauvage 

(dégradation de la chlorophylle, sensibilité à l’ABA, et dormance) est restauré dans les graines 

mutantes complémentées par AtABI3. 
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Figure 4.1. Alignement des séquences protéiques de MtABI3 (génotype R108), CaABI3 et CaABI3-like. 

Les séquences génomiques et les ADNc des homologues ABI3 chez M. truncatula et C. australe ont été clonés par PCR 

dégénérée. Les séquences protéiques intégrales ont été déduites de ces clonages et alignées par le logiciel MultAlin à l’aide 

de la matrice Blosum 62. Les domaines conservés A1, B1, B2 et B3 ont été positionnés. Un cinquième domaine conservé a 

été ajouté en pointillé. Ce domaine n’est pas décrit dans la littérature excepté chez le pois où un deuxième domaine acide 

(A2) a été mis en évidence (Gagete et al., 2009). Chez le mutant abi3-7, l’alanine située au niveau de la flèche orange 

(position 531 sur cet alignement) est substituée par une thréonine. Chez le mutant abi3-1, l’aspartate situé au niveau de la 

flèche bleue (position 662 sur cet alignement) est substitué par une asparagine (Bies-Ethève et al., 1999). 

 

 

Tableau 4.1. Pourcentage de similarité entre les séquences protéiques de MtABI3, AtABI3, CaABI3 et CaABI3-

like. 

Les pourcentages ont été déterminés avec le programme MatGAT (Matrix Global Alignment Tool) (Campanella et al., 2003) 

en utilisant la matrice Blosum50. 

similarité en AA (%) Protéine 
entière 

Domaine 
A1 

Domaine 
B1 

Domaine 
B2 

Domaine 
B3 

CaABI3 / CaABI3-like 84,7 95,7 97 100 97,5 

MtABI3 / CaABI3 74,3 76,8 94 96,4 98,3 

MtABI3 / CaABI3-like 75,3 75 94 96,4 97,5 

AtABI3 / CaABI3 61,5 80,8 91 89,3 97,5 

AtABI3 / CaABI3-like 63,2 76,9 91 89,3 98,3 

AtABI3 / MtABI3 59,8 80,4 82,5 92,9 97,5 
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1-Clonage des homologues du gène ABI3 chez C. australe 

Dans la base de données Genbank, les séquences (complètes ou partielles) du gène ABI3 de 18 espèces 

sont disponibles mais ce gène n’avait pas encore été séquencé chez M. truncatula au moment de l’initiation de 

ces travaux. Ces séquences ainsi que l’EST disponible chez M. truncatula (TC193312 MtGI11) ont été alignés 

pour dessiner des couples d’amorces dans les régions les plus conservées. Par PCR dégénérée, une portion des 

homologues ABI3 chez M. truncatula et C. australe a ainsi été clonée à partir d’ADN génomique. Dans un 

deuxième temps, la séquence complète a été obtenue par PCR inverse à partir de cette région initiale. Alors 

qu’un gène de 3 459 pb a été cloné chez M. truncatula A17 et R108, deux gènes présentant une forte similarité 

ont été clonés chez C. australe : CaABI3 (3 047 pb) et CaABI3-like (3 074 pb). Les CDS correspondant ont 

également été clonés à partir d’ARN de graines afin de déterminer la taille et la position d’éventuels introns. En 

effet, cinq introns ont été identifiés au niveau du domaine B3 chez plusieurs espèces comme A. thaliana 

(TAIR10), le pois (Gagete et al., 2009), la tomate (Gao et al., 2013). Ces cinq introns sont également présents 

chez M. truncatula et C. australe. Les CDS correspondant ont une taille de 2 313 pb (MtABI3), 2 265 pb 

(CaABI3) et 2 283 pb (CaABI3-like). 

Les CDS de CaABI3, CaABI3-like et de MtABI3 ont été traduit in silico pour quantifier la similarité entre 

ces trois protéines. Une très grande similarité est visible entre ces trois séquences en alignant les séquences 

protéiques déduites à l’aide du logiciel MultAlin, notamment au niveau des quatre domaines conservés (Figure 

4.1). Un cinquième domaine très conservé est mis en évidence entre les positions 186 et 211. Il correspond à 

un deuxième domaine acide (A2) mis en évidence par Gagete et al. (2009) chez le pois. Le pourcentage de 

similarité global (séquence protéique entière) entre les deux protéines CaABI3 et CaABI3-like est de 84,7 % 

(Tableau 4.1). Il s’élève même respectivement à 95,7 %, 97 %, 100 % et 97,5 % en considérant uniquement 

les domaines conservés A1, B1, B2 et B3. Il apparait donc clairement que les gènes CaABI3 et CaABI3-like 

codent tous les deux pour un facteur ABI3. Le pourcentage de similarité global avec MtABI3 est semblable pour 

CaABI3 et CaABI3-like, respectivement 74,3 % et 75,3 %. Il en est de même en considérant uniquement les 

domaines conservés : respectivement 76,8 % et 75 % pour A1 ; 94 % pour B1 ; 96,4 % pour B2 ; 98,3 % et 

97,5 % pour B3 (Tableau 4.1). Les trois domaines basiques (B1, B2 et B3) sont extrêmement bien conservés 

entre les deux espèces. Le degré de conservation est moindre pour le domaine acide A1, notamment à cause 

d’une délétion du motif TSTTTTTTS chez C. australe (Figure 4.1). La similarité des séquences CaABI3 et 

CaABI3-like avec AtABI3 est globalement inférieure qu’avec MtABI3 (Annexe 6) mais la conservation au niveau 

des quatre domaines reste très élevée, notamment pour le domaine B3 (Tableau 4.1). Il est intéressant de 

noter que la similarité AtABI3/CaABI3 (61,5 %) ou AtABI3/CaABI3-like (63,2 %) est globalement plus 

importante que la similarité AtABI3/MtABI3 (59,8 %). Par ailleurs, les acides aminés substitués dans les 

mutants abi3-1 (D580N ; phénotype faible) et abi3-7 (D580N et A458T ; phénotype fort) (Bies-Ethève et al., 1999) 

sont conservés chez MtABI3, CaABI3 et CaABI3-like (Figure 4.1). Ces résultats suggèrent que la structure 

primaire des protéines CaABI3 et CaABI3-like est assez proche de celle de MtABI3 et AtABI3. Ces protéines ont-

elles les mêmes fonctions ? 
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Figure 4.2. Profil d’expression des gènes cibles de MtABI3 en réponse à la sur-expression de CaABI3g, de 

MtABI3g, de MtABI3CDS dans les racines R108 et de CaABI3-like et MtABI3CDS dans les racines de Mtabi3-2. 

Les 55 gènes cibles de MtABI3 identifiés dans le transcriptome de C. australe (A) et les 54 gènes cibles de MtABI3 non 

identifiés sur la puce Ca (B) ont été classés par clustering hiérarchique (HCL) à partir des valeurs de ratios d’intensité entre 

racines R108 ou Mtabi3-2 transformées par ABI3 (CaABI3g, CaABI3-like, MtABI3CDS, MtABI3g) et racines R108 ou Mtabi3-2 

transformées par le vecteur vide. La différence d’expression est visualisée sous la forme d’un gradient de couleur allant de 

vert pour une sous-expression dans la racine transformée par ABI3 par rapport à la racine transformée par le vecteur vide ; 

rouge pour une sur-expression et noir si l’expression est comparable entre les deux échantillons. N.A. = non annoté. 
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2-Expression ectopique de CaABI3 et CaABI3-like 

2.1-Principe de l’expression ectopique dans les racines de M. truncatula 

Chez M. truncatula, la transformation stable par Agrobacterium tumefaciens impliquant la régénération 

de plantes entières à partir de cals est longue et laborieuse. La transformation de racine par Agrobacterium 

rhizogenes permet d’obtenir beaucoup plus rapidement des plantes composites dans lesquelles le transgène est 

exprimé uniquement dans les racines (Boisson-Dernier et al., 2001 ; Crane et al., 2006). L’expression ectopique 

d’un gène dans les racines de M. truncatula a été utilisée avec succès pour valider rapidement la fonction de 

différents gènes (Elfstrand et al., 2005 ; Pang et al., 2008 ; Verdier et al., 2013). Dans cet objectif, les 

séquences génomiques CaABI3g, CaABI3-like et MtABI3g ainsi que le CDS de MtABI3 (nommé MtABI3CDS par la 

suite) ont été constitutivement sur-exprimés par le promoteur 35S dans des racines de M. truncatula par 

transformation avec A. rhizogenes. Des racines témoins ont également été transformées par le vecteur vide 

(nommé GFP par la suite). Les ARN des racines transformées sont extraits et hybridés sur la puce à ADN de 

Medicago (ABI3 contre GFP) afin d’identifier les gènes sur-exprimés et sous-exprimés en réponse aux 

différentes constructions. Pour s’affranchir de l’expression éventuelle du gène MtABI3 endogène, des racines du 

mutant Mtabi3-2 ont également été transformées par ces différentes constructions. Suite à des problèmes 

d’extraction d’ARN, toutes les conditions n’ont pas pu être hybridées sur la puce à ADN à l’heure actuelle. Nous 

disposons pour le moment des listes de gènes répondant à la sur-expression de CaABI3g, MtABI3g et MtABI3CDS 

dans les racines R108 et répondant à la sur-expression de CaABI3-like et MtABI3CDS dans les racines du mutant 

Mtabi3-2. La comparaison des résultats pour MtABI3CDS permet donc de vérifier un éventuel effet du fond 

génétique de la racine. 

Trois répétitions biologiques de racines transformées ont été réalisées pour chaque construction. Elles 

ont toutes les trois été analysées pour l’obtention de la liste de gènes sous-exprimés et sur-exprimés par les 

gènes MtABI3g, CaABI3-like et MtABI3CDS. Cependant, seules deux des trois répétitions biologiques pour 

CaABI3g ont pu être exploitées au niveau du scan. La puissance statistique de l’analyse a donc été affaiblie et 

seulement 65 gènes sur les 102 123 sondes de la puce Mt sont sur-exprimés ou sous-exprimés à un seuil FDR 

5% en réponse à CaABI3g. Le seuil de stringence a donc été abaissé et un gène a été considéré comme sur-

exprimé si le ratio ABI3/GUS est supérieur à 1 et si la p-value (non corrigée) est inférieure à 1 %. Ces résultats 

sont donc préliminaires et seront renforcés rapidement par d’autres répétitions. 

 

2.2-Profil d’expression des cibles ABI3 

109 sondes associées à des gènes potentiellement cibles de MtABI3 ont été définis dans le chapitre 

précédent, 55 identifiés dans le transcriptome de graine de C. australe et 54 absents de la puce à ADN Ca. Ce 

jeu de données constitue un bon moyen de contrôler la fonctionnalité des gènes CaABI3 et CaABI3-like par 

rapport à MtABI3. Le profil d’expression de ces 109 gènes en réponse à la sur-expression de MtABI3g, CaABI3g, 

CaABI3-like et MtABI3CDS dans les racines de R108 et du mutant Mtabi3-2 est présenté dans la figure 4.2.  

Sans surprise, respectivement 98 et 96 de ces 109 gènes sont significativement sur-exprimés en 

réponse à la sur-expression de MtABI3g et de MtABI3CDS dans les racines R108. Cependant, ce résultat signifie 
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néanmoins qu’environ 10 % de ces gènes définis comme étant des cibles d’ABI3 ne sont pas sur-exprimés dans 

ce système ectopique. En comparant les résultats obtenus pour la sur-expression de MtABI3CDS dans les racines 

R108 et Mtabi3-2 on constate que les profils d’expression des gènes cibles ABI3 sont comparables dans les 

deux fonds génétiques, même si 13 gènes ne sont pas significativement sur-exprimés dans les racines Mtabi3-2 

alors qu’ils le sont dans les racines R108. Le fond génétique de la racine a donc un effet limité et les données 

obtenues pour la sur-expression de CaABI3-like dans les racines Mtabi3-2 peuvent être comparées à celles 

obtenues pour la sur-expression de CaABI3g et MtABI3g dans les racines R108. 

Par rapport à MtABI3g, seulement 19 des 109 gènes potentiellement cibles de MtABI3 sont sur-

exprimés par CaABI3g (Figure 4.2). Par contre, la sur-expression de MtABI3CDS et de CaABI3-like dans les 

racines du mutant Mtabi3-2 aboutit à un profil comparable pour les deux gènes. En effet, respectivement 83 et 

78 des 109 gènes cibles sont activés par MtABI3CDS et CaABI3-like avec 92 % de cibles communes entres les 

deux gènes (Figure 4.2A et 4.2B). 

CaABI3 et CaABI3-like ont-ils des cibles spécifiques ? Si c’était le cas, nous pourrions imaginer que 

chacun des gènes active une partie des gènes cibles ABI3 et que l’expression des deux gènes permettrait 

d’activer l’ensemble du régulon ABI3 de façon complémentaire. En regardant plus en détails les 19 gènes sur-

exprimés par CaABI3, parmi lesquels EM6 et PM29 codant pour des protéines LEA, on remarque que ces gènes 

sont également sur-exprimés par CaABI3-like (Figure 4.2A). Ce résultat nous permet donc d’exclure l’hypothèse 

d’une complémentarité fonctionnelle entre CaABI3 et CaABI3-like. Par ailleurs, il est intéressant de noter que 

CaABI3-like est capable d’activer les gènes potentiellement cibles de MtABI3 non identifiés dans le 

transcriptome de C. australe (Figure 4.2B). 

Le gène ABI3 apparait fortement sur-exprimé dans les racines R108 et Mtabi3-2 transformées avec les 

constructions MtABI3g et MtABI3CDS (Figure 4.2A). Ce résultat est tout à fait logique et traduit une sur-

expression efficace du gène MtABI3 précédé du promoteur 35S dans ces constructions. Il est également tout à 

fait logique que ce gène n’apparaissent pas sur-exprimé dans les racines transformées par les constructions 

CaABI3g et CaABI3-like car la sonde spécifique de la puce Mt hybride une région non conservée du transcrit 

MtABI3. Cette sonde n’est donc pas capable d’hybrider les transcrits CaABI3 et CaABI3-like produits par sur-

expression avec le promoteur 35S. Par RT-PCR, nous avons confirmé que ces deux gènes sont fortement 

exprimés dans les racines de M. truncatula. 

 

En conclusion, l’expression ectopique de MtABI3, MtABI3CDS et CaABI3-like dans les racines de M. 

truncatula montre que ces gènes activent l’expression de la majorité des cibles ABI3 et sont donc fonctionnels, 

ce qui n’est pas le cas de CaABI3. 

 

3-Complémentation du mutant abi3-5 d’A. thaliana 

Le mutant abi3-5 a été crée par mutagenèse chimique au diepoxybutanol dans l’écotype Landsberg (Ler) 

(Ooms et al., 1993). La délétion d’une cytosine en position 1 588 induit la formation d’un codon stop prématuré 

entre le domaine B1 et B2. La protéine tronquée produite est dépourvue des domaines B2 et B3, il n’est donc  
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Figure 4.3. Couleur, dormance et sensibilité à l’ABA de graines matures sauvages, mutantes abi3-5 et mutantes 

complémentées par AtABI3, CaABI3 et le vecteur vide. 

(A) Couleur de graines matures sauvages (Wt), mutantes abi3-5 et mutantes complémentées par AtABI3 (AtABI3/abi3-5), 

CaABI3 (CaABI3/abi3-5) et le vecteur vide (pKGW/abi3-5) à l’ouverture de la silique. Les séquences codantes d’AtABI3 et 

CaABI3 sont placées sous le contrôle du promoteur d’AtABI3 (1 883 pb en amont de la séquence codante) ; photo Joseph 

Ly-Vu. (B - C) Germination sur eau de ces différents lots de graines à 20°C et 16h de photopériode précédée (B) ou non 

(C) d’une stratification trois jours à 4°C. Les données présentées sont des moyennes de trois à cinq réplications de 40 à 50 

graines. Pour AtABI3/abi3-5, les graines vertes (V) et beiges (B) ont été analysées séparément. (D - E) Germination sur 

acide abscissique (ABA) 1 µM (D) ou 10 µM (E) de ces différents lots de graines à 20°C et 16h de photopériode précédée 

d’une stratification trois jours à 4°C. Les données présentées sont des moyennes de trois à cinq réplications de 40 à 50 

graines. Pour AtABI3/abi3-5, les graines vertes (V) et beiges (B) ont été analysées séparément. (F) Plantules de 

pKGW/abi3-5 observées trois jours après imbibition sur eau, ABA 1 µM et 10 µM. 
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pas surprenant que le phénotype de ces graines soit fortement altéré dans de nombreux aspects physiologiques 

et moléculaires : sensibilité à l’ABA, tolérance à la dessiccation, dormance, dégradation de chlorophylle, 

accumulation de RFO, de protéines de réserves et de protéines LEA (Ooms et al., 1993 ; Bies-Ethève et al., 

1999). Nous avons choisi certains aspects de ce phénotype pour tester la capacité de CaABI3 à restaurer le 

phénotype sauvage. Ne disposant pas à l’heure actuelle de la séquence promotrice chez C. australe, la 

séquence codante CaABI3 a été placée en aval de la séquence promotrice d’AtABI3 (séquence de 1 883 pb en 

amont de la séquence codante d’AtABI3). La complémentation par AtABI3 (séquence promotrice + séquence 

codante) et par le vecteur vide (pKGW) sont respectivement utilisées comme témoins positif et négatifs de 

complémentation.  

 

3.1- Dégradation de la chlorophylle 

Le gène ABI3 contrôle la dégradation de la chlorophylle à la fin du développement des graines (Delmas et 

al., 2013). Les graines matures sauvages d’A. thaliana (Wt) sont donc beiges à la déhiscence des siliques alors 

que celles du mutant abi3-5 restent vertes (Figure 4.3A). Les graines complémentées par AtABI3 (AtABI3/abi3-

5) sont beiges pour la majorité d’entre elles. Cependant environ 10 à 15 % de graines vertes sont également 

présentes (Figure 4.3A). Des graines vertes et beiges sont retrouvées au sein d’une même silique. Ces deux 

types de graines ont été analysés séparément pour les autres aspects du phénotype. Les graines 

complémentées par CaABI3 et pKGW (respectivement CaABI3/abi3-5 et pKGW/abi3-5) sont toutes vertes 

(Figure 4.3A). 

 

3.2- Dormance 

La totalité des graines abi3-5, CaABI3/abi3-5 et pKGW/abi3-5 germent sur eau en 24h après trois jours 

de stratification à 4°C (Figure 4.3B). Sans stratification, il faut attendre deux jours pour obtenir 100 % de 

germination avec ce lot de graines (Figure 4.3C). De plus, la germination est très homogène puisque presque 

toutes les graines germent entre le premier et le deuxième jour (Figure 4.3C). Il y a donc peu de différences 

entre les graines stratifiés ou non, ce qui signifie qu’elles ne sont pas dormantes à la récolte. Les graines beiges 

AtABI3/abi3-5 germent beaucoup plus lentement et de façon beaucoup plus hétérogène sans stratification. En 

effet, trois jours sont nécessaires pour faire germer la totalité des graines après trois jours de stratification à 

4°C (Figure 4.3B). Sans stratification, les premières graines germent trois jours après imbibition et les 

dernières six jours après imbibition (Figure 4.3C). Ce profil est caractéristique de graines présentant un certain 

degré de dormance. En revanche, les graines vertes AtABI3/abi3-5 se comportent comme les graines mutantes. 

Nos données suggèrent même que ces graines germent plus rapidement sans stratification (90 % de graines 

germées 24h après imbibition) (Figure 4.3C) qu’après stratification (la totalité des graines germent entre 24h et 

48h après imbibition) (Figure 4.3B). 

 

3.3- Sensibilité à l’ABA 

Après 3 jours de stratification à 4°C, la totalité des graines sauvages (Wt) germent en deux jours sur 

eau (Figure 4.3B). Après stratification mais en présence de 1 µM d’ABA, il faut trois jours pour atteindre 100 % 
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de germination (Figure 4.3D) et la germination est complètement inhibée par 10 µM d’ABA (Figure 4.3E). Les 

graines de type sauvage sont donc très sensibles à l’ABA. Deux jours après imbibition, la totalité des graines 

abi3-5, CaABI3/abi3-5 et pKGW/abi3-5 a germé en présence de 1 µM et 10 µM d’ABA (Figure 4.3D et 4.3E). La 

germination est simplement légèrement retardée par rapport à la condition eau après stratification où la totalité 

des graines germent en une journée (Figure 4.3B). Ces graines sont donc très peu sensibles à l’ABA, au moins 

pour la germination. Les graines AtABI3/abi3-5 vertes et beiges ont été analysées séparément. Les graines 

vertes sont insensibles à l’ABA comme les graines mutantes abi3-5 mais les graines beiges se comportent 

comme les graines de type sauvage (Figure 4.3D et 4.3E). La germination est retardée en présence de 1 µM 

d’ABA et fortement inhibée en présence de 10 µM d’ABA (20 % de graines germées 10 jours après imbibition).  

Si la germination des graines mutantes est très peu affectée par l’ABA, cette phytohormone ralentit 

fortement la croissance de l’hypocotyle (à 10 µM mais pas à 1 µM) comme l’atteste la figure 4.3F où sont 

présentées des graines pKGW/abi3-5 trois jours après imbibition dans de l’eau ou de l’ABA 1 µM et 10 µM. Le 

même résultat est observé pour les graines abi3-5 et CaABI3/abi3-5.  

 

Discussion 

A notre connaissance, C. australe serait la première espèce appartenant aux plantes supérieures 

(Angiospermes et Gymnospermes) dans laquelle deux gènes présentant les quatre domaines conservés 

caractéristiques d’ABI3 ont pu être identifiés dans l’ADN génomique. Dans le chapitre II, nous avons mis en 

évidence que le profil d’expression des gènes cibles d’ABI3 suit parfaitement celui de CaABI3 et CaABI3-like au 

cours du développement des graines de C. australe. Il est donc attendu qu’au moins un de ces deux gènes soit 

fonctionnel comme chez les graines orthodoxes. Deux approches complémentaires ont été développées pour 

tester la fonctionnalité de CaABI3 et CaABI3-like : (1) l’expression ectopique dans les racines de M. truncatula 

suivie d’une analyse transcriptomique des racines pour détecter les gènes sur-exprimés ; (2) la 

complémentation du mutant abi3-5 d’A. thaliana en testant la restauration du phénotype sauvage. 

L’expression ectopique permet une étude précise des cibles potentielles pour chacun des gènes testés. 

Dans cette étude, deux génotypes différents de racine ont été utilisés : R108 et Mtabi3-2. L’utilisation des 

racines mutantes permet de s’affranchir de l’expression éventuelle de l’ABI3 endogène, qui est impliqué dans le 

développement racinaire (Brady et al., 2003). La comparaison des résultats obtenus après sur-expression de 

MtABI3CDS dans les racines R108 et Mtabi3-2 montre peu de différences. L’ABI3 endogène jouerait donc un rôle 

mineur. Notons que 10 % des 109 cibles potentielles d’ABI3 ne sont pas activées par MtABI3 dans les racines. 

Il a été démontré que l’activation de gènes cibles par ABI3 pouvait nécessiter la présence d’autres facteurs de 

transcription (Rojas et al., 1999 ; Yotsui et al., 2013), notamment de la famille bZIP (Nakamura et al., 2001 ; 

Lara et al., 2003). Certains de ces facteurs sont spécifiquement exprimés dans les graines comme ABI5 

(Bensmihen et al., 2002) et leur absence dans les racines pourrait expliquer le fait que certaines cibles d’ABI3 

ne soient pas sur-exprimées dans cette expérience. 

Pour des raisons techniques, nous n’avons pas pu comparer directement les gènes cibles activés par la 

sur-expression des séquences génomiques CaABI3 et CaABI3-like dans les racines du même fond génétique de 

M. truncatula. Cependant, les comparaisons indépendantes avec MtABI3 dans les racines R108 et Mtabi3-2 ont 

révélé une grande divergence dans la fonctionnalité de CaABI3 et CaABI3-like. Le même profil d’expression est 
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observé en sur-exprimant CaABI3-like et MtABI3 dans les racines Mtabi3-2 alors que CaABI3 n’active que 17 % 

des cibles ABI3 dans les racines R108. Un seul des deux gènes (CaABI3-like) serait donc l’homologue ABI3 

fonctionnel de C. australe. Chez Physcomitrella patens, espèce appartenant aux Bryophytes, trois gènes 

homologues d’ABI3 ont été clonés mais seul PpABI3A est capable d’activer l’expression du gène cible PpLEA1 en 

présence d’ABA (Marella et al., 2006). La sur-expression de ce gène est également capable d’activer le 

promoteur EM du blé dans P. patens et dans des cellules de la couche à aleurone de graines d’orge, même si le 

niveau d’activation est inférieur à ce qui est observé en sur-exprimant AtABI3 et ZmVP1 (Marella et al., 2006). 

Les auteurs ont noté que les deux autres gènes codaient pour une protéine légèrement tronquée à son 

extrémité N-terminale et que l’absence du domaine acide d’activation devait être préjudiciable à la 

fonctionnalité de ces protéines. Dans notre cas les deux séquences protéiques CaABI3 et CaABI3-like sont très 

similaires. Un SNP (Single Nucleotide Polymorphism) serait-il à l’origine de l’incapacité de CaABI3 à activer les 

cibles d’ABI3 ? Bies-Ethève et al. (1999) ont montré que la substitution d’un nucléotide dans le domaine B2 

altérait fortement la fonctionnalité d’ABI3 dans les graines d’A. thaliana. Cette mutation n’est pas présente dans 

nos deux séquences homologues chez C. australe. Si les domaines A1, B1, B2 et B3 sont très conservés entre 

ces deux protéines, des divergences plus importantes existent dans le reste de la séquence. Par exemple, deux 

délétions de huit et sept acides aminés sont visibles chez CaABI3 de part et d’autre du domaine B2 

(respectivement en position 490-497 et 553-559 sur la figure 4.1). Ces délétions pourraient affecter la 

structure de la protéine. 

 

Parmi les 109 cibles MtABI3 identifiées dans le chapitre II, la moitié (54) n’a pas été détectée dans la 

transcriptome de C. australe. Cette proportion importante nous laisse penser que ces gènes ne sont pas 

exprimés dans les graines de C. australe, alors qu’ils jouent un rôle dans la maturation des graines orthodoxes, 

comme MtSNF4b par exemple. Mais il est intéressant de noter qu’en expression ectopique, CaABI3-like est 

capable d’activer ces gènes au même titre que MtABI3. Si ces gènes ne sont pas exprimés dans les graines de 

C. australe, d’autres régulateurs exprimés chez M. truncatula mais absents chez l’espèce récalcitrante sont peut 

être nécessaires à leur activation. Par exemple, aucun transcrit homologue aux facteurs bZIP10 et bZIP25 n’a 

été identifié dans le transcriptome de C. australe. Ces deux facteurs participent à l’activation de gènes cibles 

d’ABI3 au cours de la maturation des graines d’A. thaliana (Lara et al., 2003). D’autres raisons peuvent 

expliquer l’absence de ces gènes cibles d’ABI3 sur la puce à ADN Ca : (1) couverture insuffisante des 

séquençages, (2) annotation similaire de plusieurs contigs présentant une grande similarité entre eux alors 

qu’ils représentent des gènes différents (famille multigénique par exemple). 

 

La complémentation de mutant est une stratégie intéressante pour valider les résultats obtenus par 

expression  ectopique car elle replace la fonctionnalité du gène testé in vivo. Malheureusement, le clonage tardif 

de CaABI3-like n’a pas permis de tester sa capacité à complémenter le mutant abi3-5 à l’heure actuelle. Ces 

travaux seront lancés rapidement. Pour la complémentation d’abi3-5 avec CaABI3, trois aspects du phénotype 

ont été présentés : sensibilité à l’ABA, dégradation de la chlorophylle, et dormance. Les résultats confirment 

que CaABI3 n’est pas capable de restaurer le phénotype sauvage sous le contrôle du promoteur d’A. thaliana 

dans les mutants abi3-5, contrairement à AtABI3. Par ailleurs, les graines du mutant abi3-5 sont présentées 
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dans la littérature comme sensibles à la dessiccation, même si une acquisition transitoire a été mise en 

évidence au cours de la maturation (Ooms et al., 1993). Cependant, dans nos conditions (48h K2CO3 44% RH) 

les graines abi3-5, complémentées ou non, sont tolérantes à la dessiccation (100% de germination deux jours 

après imbibition : données non montrées). Si les graines de ces mutants sont tolérantes à la dessiccation, elles 

sont peut-être affectées dans leur longévité. Des résultats préliminaires semblent confirmer cette hypothèse. La 

longévité est fortement réduite chez le mutant abi3-5 non transformé ainsi que chez les graines complémentées 

par CaABI3. Ce résultat conforte celui de Clerkx et al. (2004) qui ont montré que les graines abi3-5 étaient les 

plus affectées dans la longévité parmi 20 mutants testés (pas de germination après quatre ans de stockage à 

température ambiante). Des tests effectués au laboratoire ont montré qu’au-delà de trois mois de stockage à 

4°C le pourcentage de germination de graines abi3-5 est presque nul (données non présentées). Nous ne 

sommes pas encore en mesure de confirmer que la longévité des graines abi3-5 complémentées par AtABI3 

retrouve un niveau comparable à ce qui est mesuré chez le sauvage. 

Plusieurs études ont testé la fonctionnalité d’homologue d’ABI3 par complémentation de mutant. Le 

gène PpABI3A (un des trois homologues de P. patens) complémente seulement en partie le mutant abi3-6 sous 

le contrôle du promoteur d’A. thaliana. Les graines mutantes sont vertes, sensibles à la dessiccation et 

insensibles à 100 µM d’ABA. La complémentation par PpABI3A restaure la dégradation de la chlorophylle mais 

pas la tolérance à la dessiccation et seulement une légère sensibilité à l’ABA (60 % de graines germées à 100 

µM d’ABA au lieu de 100 %) (Marella et al., 2006). De plus, l’expression des gènes cible EM1 et EM6 est activée 

par AtABI3 mais pas par PpABI3A. Ces auteurs ont montré par double-hybride qu’une interaction faible entre 

PpABI3A et AtABI5 pourrait être à l’origine de la mauvaise complémentation du mutant abi3-6 (Marella et al., 

2006). En effet, ces deux facteurs sont nécessaires à l’activation de certains gènes cibles comme EM1 et EM6 

(Nakamura et al., 2001). Cependant, cette faible interaction s’explique sans doute par la faible conservation du 

domaine B1 (50,7% de similarité avec AtABI3), due à une distance génétique importante entre les deux 

espèces. La similarité étant plus importante entre CaABI3 et AtABI3 (91 %), cette explication n’est sans doute 

pas à privilégier pour expliquer l’absence de complémentation du mutant abi3-5. D’ailleurs, les gènes CnABI3 

(homologue du cyprès de Nootka ; Gymnospermes) et VP1 (homologue du maïs : Monocotylédones), plus 

éloignés phylogénétiquement d’AtABI3 que CaABI3, complémentent également partiellement le mutant abi3-6 

(Suzuki et al., 2001 ; Zeng et al., 2004). En regardant plus en détails les résultats, la dégradation de la 

chlorophylle et la TD sont complètement restaurés dans les graines mutantes complémentées par les deux 

gènes. Cependant, l’expression de gènes cibles comme les protéines de réserves et les oléosines dans les 

graines complémentées par CnABI3 retrouve le niveau observé chez le sauvage, ce qui n’est pas le cas des 

graines complémentées par VP1. A l’inverse, la sensibilité à l’ABA n’est pas complètement restaurée dans les 

graines complémentées par CnABI3 alors que celles complémentées par VP1 sont aussi sensibles que les 

graines sauvages (Suzuki et al., 2001 ; Zeng et al., 2004). 

L’absence de complémentation du mutant abi3-5 par CaABI3 est à relier au résultat d’expression 

ectopique. Si CaABI3 n’est pas capable d’activer les gènes cibles d’ABI3, il est logique que le mutant ne soit pas 

complémenté. En ayant placé la séquence codante de CaABI3 en aval du promoteur d’AtABI3 pour la 

complémentation et sous le contrôle du promoteur 35S pour l’expression ectopique, nous pouvons éliminer une 

influence du promoteur de CaABI3 pour expliquer l’absence de fonctionnalité de ce gène. Si le test de 



149 
 

complémentation d’abi3-5 par CaABI3-like s’avérait positif, il faudrait rechercher une différence dans la 

séquence codante entre ces deux gènes ayant un impact majeur sur la structure pour expliquer la perte de 

fonction de CaABI3. Une étude plus approfondie des gènes sous-exprimés et sur-exprimés par CaABI3 dans les 

racines de M. truncatula pourrait aider à mieux comprendre le rôle de ce gène. Par exemple, les promoteurs des 

gènes cibles de CaABI3 pourraient être enrichis en éléments cis autres que l’élément RY, motif cible des 

domaines B3.  
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Figure 5.1. Modèle possible du développement des graines de C. australe déduit de l’analyse transcriptomique.  

Voies de régulation activées dans les graines immatures (A) et matures (B) de C. australe ainsi que les graines immatures 

(A) et matures (C) de M. truncatula. Les régulateurs majeurs de la maturation LEC1 (Leafy Cotyledon-1), ABI3 (ABA-

insensitive-3), FUS3 (FUSCA3), VAL (Viviparous1-ABI3-Like) et PIL5 (Phytochrome interacting factor-3 like-5) sont 

représentés dans les cadres. Les couleurs des facteurs de transcription font référence aux domaines conservés présentés 

sur la figure 1.5 (vert pour les facteurs de la famille B3). Les phytohormones ABA et GA sont représentées en gras, les 

grands processus du développement en rouge. Plus la taille des caractères est importante, plus le facteur représenté est 

exprimé. Les gènes dont le profil d’expression a été utilisé pour établir ce modèle sont ajoutés en noir. Les relations entre 

différents acteurs de ce modèle sont représentées par une flèche noire pour une activation et un trait bleu pour une 

répression.  
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La comparaison moléculaire entre la maturation des graines de C. australe et de M. truncatula a mis en 

évidence des divergences majeures entre les graines matures des deux espèces. Le transcriptome de 

cotylédons de C. australe nous permet de proposer un modèle possible de régulation de la maturation qui est 

présenté sur la figure 5.1. Les graines immatures de C. australe sont caractérisées par un développement assez 

proche de ce qui est observé chez les graines immatures orthodoxes de M. truncatula. Les gènes codant pour 

les régulateurs majeurs de la maturation LEC1, FUS3 ABI3 et PIL5 sont fortement exprimés ainsi que leurs 

gènes cibles (comme les protéines LEA par exemple). Le ratio ABA/GA est probablement assez élevé car PIL5 et 

FUS3 contribue à inhiber la biosynthèse de GA (Curaba et al., 2004 ; Oh et al., 2006) (Figure 5.1A). Cependant, 

le profil d’expression de plusieurs gènes nous indique qu’une transition vers la germination semble enclenchée 

dans les graines matures de C. australe, contrairement à ce qui est observé dans les graines matures 

orthodoxes. En effet, les gènes codant pour GA2ox1, enzyme impliquée dans l’inactivation des GA, et pour les 

DELLA, effecteurs négatifs de la signalisation des GA, sont réprimés (Figure 5.1B). Des gènes codant pour des 

effecteurs positifs sont également activés, comme GASA4 et GID2/SLY1. En parallèle, les gènes codant pour les 

régulateurs majeurs de la maturation (LEC1, ABI3, FUS3, PIL5) ainsi que l’ensemble des gènes cibles d’ABI3 

sont réprimés. Chez les graines matures de M. truncatula, LEC1 et FUS3 sont réprimés mais ABI3 et PIL5 

restent fortement exprimés (Figure 3.8). La voie des GA reste donc réprimée et le ratio ABA/GA est 

incompatible avec une transition vers la germination. Les gènes spécifiques de la maturation tardive, dont ceux 

impliqués dans la TD, restent donc exprimés (Figure 5.1C). Par ailleurs, l’analyse transcriptomique a révélé une 

deuxième différence majeure entre les graines matures de M. truncatula et de C. australe. Les gènes impliqués 

dans la biosynthèse (ZEP, NCED) et la signalisation de l’ABA (SnRK2, ABF1, AREB3, MYB44, MYC2) sont plus 

fortement exprimés chez l’espèce récalcitrante que chez l’espèce orthodoxe. Ils sont à l’origine d’une expression 

élevée des gènes codant pour des protéines de réponse au stress (HSF, sHSP, déhydrines, antioxydants et 

autres protéines de stress) (Figure 5.1B). L’activation de ces gènes peut être reliée à une préparation au stress 

hydrique à venir après l’abscission de ces graines. Ces gènes impliqués dans la réponse aux stress sont 

différents de ceux impliqués dans la TD chez les graines orthodoxes. Dans le premier cas, la voie de 

signalisation de l’ABA est activée alors que dans le second cas ABI3 est le régulateur majeur.  

Ce point, largement discuté dans le chapitre III, vient répondre à un des deux objectifs de cette étude, 

à savoir la caractérisation moléculaire du développement d’une graine récalcitrante. Revenons désormais sur le 

deuxième objectif qui consiste à identifier les mécanismes majeurs dans l’acquisition de la TD des graines par 

comparaison d’une graine orthodoxe et récalcitrante.  

 

Seize protéines LEA différentes appartenant à cinq familles ont été identifiées dans le protéome stable à 

la chaleur de graines de M. truncatula. En analysant celui de radicules de M. truncatula dans lesquelles la TD est 

ré-induite, Boudet et al. (2006) ont déterminé que PM25, EM6, SPB65, PM18 et une isoforme de DHN3 étaient 

spécifiquement liées à l’acquisition de la TD. Les trois premières sont respectivement 3,9, 4,1 et 161 fois moins 

abondantes dans les graines matures de C. australe et PM18 n’a même pas été détectée dans la graine 

récalcitrante. D’autres protéines LEA spécifiques des graines sont moins abondantes dans les graines matures 

de C. australe que dans celles de M. truncatula (EM1, LEAM) ou même absentes chez l’espèce récalcitrante 

(PM10, D34-I et D34-II). Nos résultats permettent donc d’élargir la conclusion de Boudet et al. (2006) en  



153 
 

Tableau 5.1. Protéines potentiellement impliquées dans la tolérance à la dessiccation ou la réponse au stress.  

Basé sur les analyses transcriptomique et protéomique, les différents membres des protéines LEA (Late Embryogensis 

Abundant), des sHSP (small Heat Shock Protein), des sucres non réducteurs et des enzymes impliquées dans la réponse 

antioxydante ont été classés selon leur fonction potentielle (marquage gris). Les mécanismes impliqués dans la tolérance à 

la dessiccation sont fortement sous-exprimés dans les graines matures de C. australe par rapport à celles de M. truncatula. 

Les mécanismes fortement exprimés dans les graines matures de C. australe sont reliés à la réponse au stress abiotique de 

manière plus générale. Pour les sucres non-réducteurs, le recoupement de nos résultats  avec les autres travaux publiés ne 

permet pas d’aboutir à une conclusion claire, d’où le ‘ ?’. RFO = oligosaccharides de la famille du raffinose ; APX = ascorbate 

peroxydase ; MDAR = mono-déhydroascorbate réductase ; GST = glutathion-S transférase. 

 

Famille Membre 
Tolérance à la 
dessiccation 

Réponse au 
stress 

LEA 

LEA spécifiques des graines                                      
(EM6, EM1, SBP65, LEAM, PM18, D-34, PM25)     

Déhydrines                                                               
(DHN3, DHN cognate, BudCar5)     

LEA non spécifiques des graines                       
(CAPLEA, MP2)     

sHSP 

HSP17.4     

HSP17.6     

HSP17.9     

HSP18.2     

HSP20-like     

HSP21     

HSP22     

HSP22.7     

Sucres non 
réducteur 

RFO ?   

Saccharose ?   

Antioxydants 

1-cys peroxyredoxine     

liés au glutation                                               
(glutamate cystéine ligase, glutathion synthase)     

liés à l'ascorbate                                                           
(APX, MDAR, ascorbate oxydase)     

Superoxyde dismutase     

Catalase     

GST     

Peroxydases     
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corrélant l’accumulation de l’ensemble des protéines LEA spécifiquement exprimées dans les graines à la TD. 

Des gènes codant pour des protéines présentant des homologies avec les protéines LEA sont également 

exprimés chez les plantes reviviscentes (Velasco et al., 1998 ; Ditzer et al., 2001 ; Bartels, 2005 ; Suarez-

Rodriguez et al., 2010) et les nématodes (Browne et al., 2002) en réponse à la dessiccation. Ces LEA seraient 

donc impliquées dans l’acquisition de la TD de manière générale, et pas seulement au cours de la maturation 

des graines. 

Cependant, les déhydrines (DHN3, BudCar, DHN cognate) et CAPLEA sont présentes à des niveaux 

comparables, voire plus élevé, dans les graines matures de C. australe. Ces protéines LEA ne sont pas 

spécifiques des graines et sont plutôt liées à la réponse aux stress abiotiques (Boudet et al., 2006). 

L’identification de déhydrines dans les graines récalcitrantes de plusieurs espèces d’origine tempérée (Finch-

Savage et al., 1994; Farrant et al., 1996) avait conduit à affaiblir l’importance de l’ensemble des protéines LEA 

dans l’acquisition de la TD. En réalité, nos résultats nous incitent à séparer les protéines LEA en deux 

catégories : (1) Les déhydrines et autres LEA non spécifiquement exprimées dans les graines (comme CAPLEA). 

Elles sont accumulées dans les graines matures de C. australe et sont donc impliquées dans la réponse aux 

stress abiotiques plutôt que dans l’acquisition de la TD. (2) Les protéines LEA spécifiquement exprimées au 

cours de la maturation des graines et absentes dans les tissus végétatifs. Elles sont peu accumulées, voire 

absentes des graines matures de C. australe et sont donc vraisemblablement impliquées dans l’acquisition de la 

TD (Tableau 5.1). Les résultats transcriptomiques montrent néanmoins dans les graines immatures de C. 

australe une expression importante des gènes codant pour les protéines LEA (y compris celles spécifiques des 

graines). Le niveau d’expression est comparable à celui observé pour les graines mi-matures de M. truncatula. 

Il serait intéressant de vérifier si ces protéines LEA s’accumulent en conséquence dans le protéome stable à la 

chaleur de graines mi-matures de C. australe. Elles seraient ensuite dégradées car la quantité détectée dans les 

cotylédons matures de C. australe est faible. 

L’expression des gènes codant pour les LEA augmente en début de maturation, à partir de 12 DAF, 

dans les graines de M. truncatula et atteint son niveau maximal autour de 32 DAF (Verdier et al., 2013). 

L’accumulation des protéines correspondantes est pourtant visible seulement lors de la maturation tardive, de 

36 DAF à 44 DAF (Chatelain et al., 2012). Ce décalage explique vraisemblablement la faible accumulation de 

protéines LEA dans le protéome stable à la chaleur du mutant Mtabi3. En effet, les gènes codant pour les LEA 

sont exprimés tardivement chez le mutant par rapport aux graines sauvages (32 DAF à 40 DAF) et les protéines 

associées n’ont sans doute pas le temps de s’accumuler avant la dessiccation dans les graines matures Mtabi3. 

Par ailleurs, ce décalage de 18 jours entre l'accumulation des transcrits et des polypeptides démontré pour huit 

protéines LEA par Verdier et al. (2013) indique l’existence d’un mécanisme post-transcriptionnel régulant 

l'accumulation des protéines LEA chez M. truncatula. Ce mécanisme n’est peut être pas fonctionnel chez C. 

australe, ce qui pourrait expliquer la faible accumulation de ces protéines dans les graines malgré une 

expression importante des gènes associés. Dans cette hypothèse, la quantité de protéines LEA détectée dans 

les cotylédons mi-matures de C. australe serait faible, contrairement à l’hypothèse du paragraphe précédent 

impliquant une dégradation des protéines LEA dans les graines matures. Les RBP (RNA-Binding Protein) 

participent au contrôle de toutes les étapes de maturation des ARNm nécessaires à leur traduction (revu dans 
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Glisovic et al., 2008). Ces protéines sont donc des acteurs majeurs de la régulation post-transcriptionnelle qui 

pourraient être étudiées pour valider cette hypothèse. 

 

Les sHSP sont d’autres protéines stables à la chaleur régulièrement présentées comme impliquées dans 

l’acquisition de la TD des graines. Cinq spots associés à des sHSP ont été identifiés dans le protéome stable à la 

chaleur des graines de C. australe, ce qui nous indique que ces protéines ne sont pas spécifiques des graines 

tolérants à la dessiccation. Des sHSP avaient déjà été identifiées dans les graines récalcitrantes de châtaigner 

(Collada et al., 1997). Cependant, les résultats transcriptomiques ont montré que les gènes codant pour les 

sHSP sur-exprimés dans les graines matures de C. australe n’étaient pas les mêmes que ceux exprimés en fin 

de développement dans les graines de M. truncatula (chapitre III). Ainsi HSP17.5, HSP17.9 et HSP18.2 

pourraient être impliquées dans l’acquisition de la TD mais pas HSP15.4, HSP16.6, HSP22 ou HSP22.7 puisque 

les gènes codants ces dernières protéines sont exprimés dans les graines matures de C. australe (Figure 3.15). 

Cette conclusion vient confirmer les résultats de plusieurs études. En effet, une corrélation entre l’expression 

des homologues de HSP17.6 et HSP17.9 et la TD a été mise en évidence chez des graines de tournesol (Coca et 

al., 1994). Les homologues de ces protéines ont été également liés à l’acquisition de la TD chez C. 

plantagineum (Alamillo et al., 1995). L’homologue de HSP17.4 chez A. thaliana est exprimé en lien avec 

l’acquisition de la TD  de la graine et il n’est pas exprimé au cours du développement des graines mutantes 

abi3-6 et lec1-2 sensibles à la dessiccation (Wehweyer & Vierling, 2000). Enfin, l’analyse transcriptomique du 

développement des graines de M. truncatula a permis d’identifier un réseau de 220 gènes corrélés à 

l’acquisition de la TD (Verdier et al., 2013) parmi lesquels on retrouve HSP17.5 et HSP18.2. 

Collada et al. (1997) identifient la protéine sHSP détectée dans les graines récalcitrantes de châtaigner 

comme une sHSP cytosolique de classe I de 20 kD. Parmi les cinq spots identifiés dans le protéome stable à la 

chaleur de C. australe, quatre identifiants UNIPROT différents ont été identifiés : B2D2G4 (spot 2), B4UW51 

(spot 56), TC177423 (spots 61 et 62) et B4G0G4 (spot 93). En blastant ces séquences protéiques contre la 

base de données spécifique d’A. thaliana (blastp TAIR10) des annotations plus précises sont disponibles. Ainsi, 

B2D2G4 et TC177423 sont associées à une HSP21 (AT4G27670 ; e-value 7. 10-62 et 4. 10-66 respectivement), 

B4UW51 à une HSP17.6 (AT5G12020 ; e-value 1. 10-43) et  B4G0G4 à une HSP20-like BOB1 (Bobber1) 

(AT5G53400 ; e-value 2. 10-73). Excepté HSP17.6, ces protéines n’ont pas été corrélées à l’acquisition de la TD 

des graines mais sont plutôt impliquées dans la réponse aux stress abiotiques (Vierling et al., 1988 ; Perez et 

al., 2009) et le développement des fleurs pour BOB1 (Perez et al., 2009). C’est également le cas de HSP22 et 

HSP22.7 (Lenne et al., 1995 ; Helm et al., 1995 ; Banzet et al., 1998), sHSP codées par des gènes fortement 

exprimés dans les graines matures de C. australe mais pas dans celles de M. truncatula. Comme pour les 

protéines LEA, nos résultats suggèrent que seuls certaines sHSP seraient impliquées dans l’acquisition de la TD 

(HSP17.4, HSP17.6, HSP17.9 et HSP18.2) (Tableau 5.1). Les autres sHSP (HSP20-like, HSP21, HSP22, 

HSP22.7) seraient plutôt des protéines de réponse au stress exprimées dans des tissus sensibles à la 

dessiccation comme les tissus végétatifs et les graines récalcitrantes (Figure 5.1). Néanmoins, chez le pois, 

HSP22 est une protéine mitochondriale plus fortement accumulée dans les tissus tolérants à la dessiccation 

(graines) que dans les tissus sensibles (épicotyles) (Stupnikova et al., 2006).  
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La majorité des graines orthodoxes de la famille des Fabacées accumulent une quantité importante de 

RFO (raffinose, stachyose, verbascose) en fin de développement (Corbineau et al., 2000 ; Bailly et al., 2001 ; 

Rosnoblet et al., 2007 ; revu dans Obendorf & Gorecki, 2012). Ces sucres non réducteurs ont d’ailleurs été 

corrélés à l’acquisition de la TD par certaines études (Koster & Leopold, 1988 ; Corbineau et al., 2000 ; Bailly et 

al., 2001). Aucun membre des RFO n’a été détecté dans les graines matures de C. australe. Cette absence de 

RFO a été observée chez une autre Fabacée produisant des graines récalcitrantes : Inga vera (Caccere et al., 

2013). D’autres études comparatives entre graines récalcitrantes et orthodoxes avaient déjà conclu à une 

teneur en RFO plus faible chez les graines récalcitrantes par rapport aux graines orthodoxes (Steadman et al., 

1996 ; Mello et al., 2010). 

La GS et la RFS/STS sont deux enzymes clés nécessaires à la synthèse des RFO. Les deux gènes codant 

les GS et sept des 11 gènes codant les RFS/STS sont clairement sur-exprimés au cours du développement des 

graines de M. truncatula (Figure 3.13). Liu et al. (1998) ont montré chez A. thaliana que le gène wsi76, 

précédemment décrit comme induit par la dessiccation indépendamment de l’ABA, code en réalité pour une GS. 

De plus, l’expression du gène GolS codant pour une GS a été corrélée à l’acquisition de la TD dans les graines 

de tomate (Downie et al., 2003) et de colza (Li et al., 2011). De même, le gène MT3.5.1s053213, codant 

également pour une GS, fait partie du réseau corrélé à l’acquisition de la TD chez M. truncatula (Verdier et al., 

2013). Tous ces gènes codant pour des GS et des RFS/STS sur-exprimés chez M. truncatula sont sous-exprimés 

dans les graines matures de C. australe. Nos résultats renforcent donc l’hypothèse d’une implication de ces 

enzymes dans l’acquisition de la TD. Au contraire les deux gènes identifiés codant pour une SPP (enzyme finale 

de biosynthèse du saccharose) sont sur-exprimés chez l’espèce récalcitrante. Les données transcriptomiques 

sont donc très cohérentes avec les dosages de sucres obtenus pour les graines matures des deux espèces : 

accumulation de stachyose chez M. truncatula et de saccharose chez C. australe. 

Deux gènes codant pour une RFS/STS sont néanmoins fortement sur-exprimés dans les graines 

matures de C. australe. L’un d’entre eux est annoté ‘Seed imbibition protein’ (SIP). Ces protéines sont des α-

galactosidases alcalines présentant une grande homologie avec les RFS/STS (Carmi et al., 2003) mais sont 

impliquées dans la dégradation des RFO (Zhao et al., 2006 ; Blöchl et al., 2008). Chez le pois, l’activité 

enzymatique et l’expression du gène associé sont maximales après la germination (après la percée de la 

radicule) alors qu’elles sont faibles au cours de la maturation de la graine (Blöchl et al., 2008). Par ailleurs, 

Zhao et al. (2006) ont montré que le saccharose activait l’expression du gène ZmAGA1 codant pour une SIP 

chez le maïs. La sur-expression de ces gènes dans les graines matures de C. australe peut donc être reliée à la 

teneur élevée en saccharose. L’activation de gènes SIP dans des graines dépourvues de RFO semble paradoxale 

mais l’activité de ces protéines pourrait masquer un turn-over important, c'est-à-dire que des RFO seraient 

rapidement dégradés après leur synthèse, empêchant ainsi toute accumulation. Les RFO sont dégradés lors de 

l’imbibition des graines et fournissent l’énergie nécessaire à la germination et la croissance hétérotrophe de la 

plantule (Rosnoblet et al., 2007). Ce processus rejoint l’hypothèse détaillée dans le chapitre III présentant la 

graine mature de C. australe comme une graine se préparant pour la germination. 

 Bien que l’absence de RFO dans la graine de C. australe et la sous-expression des gènes 

impliqués dans la biosynthèse de ces sucres non-réducteurs suggèrent une implication possible dans la TD, 

certaines études remettent en cause la corrélation entre accumulation de RFO et acquisition de la TD (Black et 
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al., 1999 ; Bentsink et al., 2000). De plus, le stachyose est accumulé dans les axes de l’espèce hautement 

récalcitrante A. marina (Farrant et al., 1993b) tout comme le raffinose dans ceux de Quercus robur (Finch-

Savage & Blake, 1994). Les fonctions majeures proposées pour les RFO en lien avec la TD sont la participation 

à l’état vitreux du cytoplasme (Buitink & Leprince, 2004) et la stabilisation des membranes et protéines par 

remplacement de l’eau (Hoekstra et al., 2001) Ces fonctions sont importantes à des teneurs en eau assez 

basses, bien plus faibles que la plupart des teneurs en eau critique de graines très récalcitrantes comme A. 

marina. Si ces sucres jouent un rôle dans la TD, ils ne sont vraisemblablement pas les acteurs majeurs 

expliquant la sensibilité à la dessiccation des graines récalcitrantes (Tableau 5.1). Chez les Fabacées, 

l’accumulation de RFO en fin de maturation est courante (Obendorf & Gorecki, 2012) et d’autres fonctions non 

liées à la TD sont également à considérer. Par exemple les RFO constituent une source de carbone rapidement 

mobilisable lors de la germination (Vandecasteele et al., 2011). L’absence de ces sucres chez les Fabacées 

récalcitrantes C. australe et Inga vera (Caccere et al., 2013) signifie que certains régulateurs importants du 

métabolisme de ces sucres ne sont pas exprimés. Par exemple, ABI3 et MtSNF4b (une sous-unité activatrice du 

complexe SnRK1) sont connus pour réguler la biosynthèse de RFO (Ooms et al., 1993 ; Rosnoblet et al., 2007). 

ABI3 est sous-exprimé dans les graines matures de C. australe et aucun homologue de SNF4b n’a été identifié 

dans le transcriptome, suggérant que ce gène n’est pas exprimé chez C. australe. Le phénotype du mutant 

Mtsnf4b peut être rapproché de ce qui est observé dans les graines matures de C. australe : absence de RFO et 

teneur élevée en saccharose. En effet, la teneur en stachyose est réduite de 50 à 80 % et la teneur en 

saccharose augmentée de 60 % dans les graines matures mutantes par rapport aux graines sauvages 

(Rosnoblet et al., 2007). Ce résultat appuie l’hypothèse d’une absence d’expression de SNF4b dans les graines 

de C. australe. 

 

La sensibilité à la dessiccation de grains de maïs en germination (Leprince et al., 1990) ou de graines 

récalcitrantes de Q. robur (Hendry et al., 1992) s’explique, au moins en partie, par une protection inefficace 

face aux ROS. L’analyse transcriptomique des gènes impliqués dans la réponse antioxydante a révélé des 

différences intéressantes entre M. truncatula et C. australe, avec des groupes de gènes sur-exprimés chez 

l’espèce récalcitrante et d’autres sous-exprimés. Les gènes codant pour des enzymes présentant une activité 

antioxydante liée à l’ascorbate (APX, MDAR, ascorbate oxydase) ne sont pas différentes dans les graines 

matures de C. australe par rapport à celles de M. truncatula. Ce résultat n’est pas étonnant car plusieurs études 

ont suggéré que l’activité de ces enzymes était plus importante au cours de l’embryogenèse et du remplissage 

que pendant la dessiccation (Arrigoni et al., 1992 ; Bailly et al., 2001 ; De Gara et al., 2003). De plus, la teneur 

en ascorbate et l’activité APX est plus élevée dans les graines récalcitrantes de Ginkgo biloba, Quercus cerris, 

Aesculus hippocastanum et Cycas revoluta à l’abscission que dans les graines sèches orthodoxes de Vicia faba, 

Avena sativa et Pinus pinea (Tommasi et al., 1999). Nos données confortent l’idée que l’ascorbate ne serait pas 

impliqué dans la TD (Tableau 5.1), comme suggéré par De Tullio & Arrigoni (2003). Ces auteurs proposent des 

fonctions dans le contrôle du cycle cellulaire et la germination. 

De même les gènes liés aux activités SOD et CAT sont fortement exprimés dans les graines matures de 

C. australe. Ces mécanismes sont vraisemblablement plutôt liés à la réponse au stress (Tableau 5.1). Des 

études précédentes avaient déjà suggéré que la SOD était  impliquée dans la réponse aux stress abiotiques 
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plutôt que dans la TD (Bailly et al., 2001 ; revu par Amudha & Balasubramani, 2010). En revanche l’activité de 

la CAT a été corrélée à la dessiccation au cours de la maturation de la graine de haricot et de tournesol (Bailly 

et al., 2001 ; 2004). Chez le tournesol, l’augmentation d’activité CAT est liée à l’activation de la transcription du 

gène CATA1 codant pour une sous-unité de cette enzyme (Bailly et al., 2004). Guan et al. (2000) ont montré 

que l’expression du gène CAT1 du maïs était activée par l’ABA via un élément ABRE présent dans le promoteur 

de ce gène. Etant donnée l’activation de la voie de signalisation de l’ABA dans les graines matures de C. 

australe, il n’est pas étonnant de voir une sur-expression du gène codant pour la CAT au cours du 

développement de ces graines. Nos résultats viennent donc nuancer la spécificité de l’activité CAT dans la TD 

puisque l’activation transcriptionnelle observée au cours du séchage des graines orthodoxes de tournesol est 

également visible dans des graines récalcitrantes. Il faut cependant rester prudent dans l’analyse de nos 

résultats puisqu’un seul gène codant pour la CAT a été identifié dans le transcriptome de C. australe alors que 

plusieurs gènes sont exprimés chez le tournesol, le maïs ou A. thaliana (Guan & Scandalios, 1998 ; Bailly et al., 

2004 ; Mhamdi et al., 2012). 

Au contraire, les gènes codant pour la biosynthèse du glutathion (glutamate cystéine ligase / glutathion 

synthétase) et ceux codant pour les 1-cys peroxyredoxines sont clairement sous-exprimés dans les graines 

matures de C. australe par rapport à celles de M. truncatula. L’expression du gène PER1, codant pour une 1-cys 

peroxyredoxine, est spécifique des graines chez l’orge et A. thaliana. Un rôle antioxydant au cours de la 

dessiccation et de la dormance des graines a été proposé pour ces protéines (Stacy et al., 1996 ; 1999 ; 

Haslekas et al., 1998 ; Aalen et al., 1999). L’expression de PER1 n’est pas induite dans les tissus végétatifs en 

réponse à l’ABA ou à un stress hydrique (Haslekas et al., 1998) et est réprimée par les GA (Stacy et al., 1996), 

trois facteurs supposés être importants dans la graine mature de C. australe. La sous-expression de ce gène 

observée chez C. australe est donc tout à fait cohérente et renforce le rôle potentiel des 1-cys peroxyredoxines 

dans l’acquisition de la TD (Tableau 5.1). 

Bien que la teneur en glutathion n’ait pas été dosée dans les graines, les résultats transcriptomiques 

indiquent une probable forte diminution de sa biosynthèse dans les graines matures de C. australe, à l’inverse 

de ce qui est observé chez M. truncatula. Contrairement à l’ascorbate, le glutathion pourrait être un antioxydant 

majeur dans l’acquisition de la TD (Tableau 5.1). Cette hypothèse est appuyée par la présence de deux gènes 

codant une glutamate cystéine ligase (biosynthèse du glutathion), trois gènes codant une GST et un gène 

codant une GPX parmi les 220 gènes corrélés à l’acquisition de la TD chez M. truncatula (Verdier et al., 2013). 

Cependant, nos résultats montrent que la teneur en glutathion serait plus importante que les activités GST, 

GPX et autres peroxydases pour l’acquisition de la TD (Tableau 5.1). En effet, les gènes codant pour ces 

enzymes restent fortement exprimés dans les graines matures de C. australe (à l’exception du gène 

Medtr7g065590.1 codant pour une GST et corrélé à l’acquisition de la TD chez M. truncatula). En comparant les 

réponses antioxydantes des graines d’Acer platanoides (orthodoxes) et d’Acer pseudoplatanus (récalcitrantes) 

au cours de la dessiccation, Pukacka & Ratajczak (2007) ont montré un système de défense plus actif chez 

l’espèce orthodoxe, se traduisant par une teneur en glutathion plus élevé. En travaillant sur le même couple 

d’espèces, Greggains et al. (2000) avait montré précédemment au cours du développement de ces graines que 

la teneur en glutathion était deux fois plus importante dans la graine orthodoxe au début du séchage sur l’arbre 

(12,8 µmol/g MS) que dans la graine récalcitrante à l’abscission (6,3 µmol/g MS). Le même type de résultat a 
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été obtenu en comparant la teneur en glutathion dans les feuilles de Sporobolus stapfianus (plante tolérante à 

la desiccation) et Sporobolus pyramidalis (plante sensible à la desiccation) (Oliver et al., 2011). La teneur en 

glutathion joue un rôle majeur dans la maturation de la graine d’A. thaliana, comme le montre le phénotype 

létal du mutant gsh1 déficient en synthèse de glutathion (Cairns et al., 2006). 

 

 D’autres gènes présentent des profils d’expression différents entre les graines de M. truncatula 

et de C. australe et peuvent être reliés à l’acquisition de la TD, comme SNF4b et les facteurs DREB. 

L’expression de MtSNF4b est activée lors de la réinduction de la TD dans des radicules de M. truncatula (Buitink 

et al., 2004) alors que ce gène ne semble pas exprimé chez C. australe. Par ailleurs,  les quatre gènes codant 

pour les facteurs de transcription DREB2C et DREB1D sont sur-exprimés en fin de maturation chez les graines 

orthodoxes mais restent faiblement exprimés chez les graines récalcitrantes. L’un d’entre eux 

(Mtr.31778.1.S1_at) a été corrélé à l’acquisition de la TD chez M. truncatula (Verdier et al., 2013). Une analyse 

transcriptomique du développement des graines d’orge avait déjà souligné l’implication possible des facteurs 

DREB2A dans l’acquisition de la TD (Sreenivasulu et al., 2006). 

 

Tous ces mécanismes que nos analyses transcriptomique et protéomique ont permis de relier à 

l’acquisition de la TD partagent un point commun, ils sont régulés par ABI3. Parmi les cibles directes d’ABI3 

chez A. thaliana et M. truncatula, on retrouve la plupart des gènes codant des LEA, le gène PER1 (1-cys 

peroxyredoxine), le gène SNF4b et un gène codant pour une galactinol synthase (Mönke et al., 2012 ; Verdier 

et al., 2013). L’expression des gènes codant pour les LEA, pour PER1 et pour HSP17.4 est également réduite 

dans les graines mutantes abi3 (Haslekas et al., 1998 ; Wehmeyer & Vierling, 2000 ; Bies-Ethève et al., 2008, 

Verdier et al., 2013). Enfin la teneur en RFO des graines mutantes abi3-5 et abi3-4 est presque nulle alors que 

ces oligosaccharides représentent 11 % des sucres solubles dans les graines sauvages (Ooms et al., 1993). 

Tous ces résultats ont permis progressivement de positionner ABI3 comme un régulateur majeur de 

l’acquisition de la TD chez les graines orthodoxes. La caractérisation de ce gène chez une graine récalcitrante 

est donc particulièrement intéressante.  

Deux gènes ABI3 ont été identifiés chez C. australe mais seul CaABI3-like semble être homologue à 

MtABI3 d’un point de vue fonctionnel. Ces gènes sont tous les deux exprimés jusqu’au stade mi-mature avant 

d’être réprimés en fin de maturation. Cette répression conduit à la sous-expression de toutes les cibles d’ABI3 

et est vraisemblablement à l’origine de la sensibilité à la dessiccation des graines de C. australe. 

Deux nouvelles questions découlent de cette conclusion : quel est le rôle de CaABI3 s’il n’active pas les 

cibles ABI3 ? Quel est le mécanisme à l’origine de la répression de CaABI3 et CaABI3-like ? 

Des études plus approfondies sont nécessaires pour mettre en évidence le rôle de CaABI3 et nous ne 

sommes pas en mesure d’apporter des éléments de réponse à l’heure actuelle. Cependant, d’un point de vue 

évolutif, la non fonctionnalité de CaABI3 est une observation très intéressante qui pourrait expliquer l’apparition 

d’un deuxième gène fonctionnel CaABI3-like. Cependant, quelle est l’utilité d’un homologue ABI3 fonctionnel 

puisque ce gène est réprimé avant l’acquisition de la TD. 

Concernant les mécanismes de répression de CaABI3 et CaABI3-like, nous avons observé les profils 

d’expression des gènes codant pour les répresseurs connus d’ABI3 chez les graines orthodoxes. Pour trois 
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d’entre eux, aucun homologue n’a pu être clairement identifié dans le transcriptome de graines de C. australe 

(ASIL1, HDA6, HDA19). De plus, le gène PKL ne semble pas exprimé au cours du développement de la graine 

de C. australe et le gène SUA est faiblement exprimé (Figure 3.8). En revanche, l’homologue d’AIP2 est 

fortement exprimé dans les cotylédons de C. australe. Cependant, deux arguments nous laissent penser que ce 

gène n’est pas à l’origine de la répression des homologues ABI3 de C. australe. Tout d’abord, le profil 

d’expression est constant tout au long du développement et n’est donc pas corrélé à la répression de CaABI3 et 

CaABI3-like. Chez les deux espèces où l’expression d’AIP2 a été étudiée dans la graine un pic d’expression a été 

mis en évidence. En effet, en couplant le promoteur de ce gène à un rapporteur GUS, Zhang et al. (2005) ont 

montré que l’expression d’AIP2 est maximale dans des graines d’A. thaliana fraichement stratifiées, même si 

elle n’est pas nulle dans les autres tissus de la plante et les autres stades de développement de la graine. Chez 

le cyprès de Nootka (Gymnospermes), un homologue d’AIP2 a été identifié et son expression est également 

maximale au cours de la levée de dormance (Zeng et al., 2013). Le deuxième argument en défaveur d’une 

répression de CaABI3 et CaABI3-like par AIP2 est la nature même de cette protéine. Il s’agit d’une E3 

ubiquitine ligase qui réprime l’activité d’ABI3 au niveau protéique. Si ces auteurs ont montré une diminution de 

la quantité de protéine ABI3 en parallèle de l’activation d’AIP2, aucun effet de cette ligase sur l’expression du 

gène ABI3 n’a été mis en évidence (Zhang et al., 2005 ; Zeng et al., 2013). 

Les derniers répresseurs connus d’ABI3 sont les facteurs de transcription de la famille VAL. Les 

homologues de VAL3 et VAL2-like sont les seuls gènes codant pour des répresseurs de maturation dont 

l’expression est inversement corrélée à celle de CaABI3 et CaABI3-like, profil cohérent avec un rôle répresseur 

(Figure 3.8). De plus, contrairement à AIP2, plusieurs travaux ont montré que les facteurs VAL modulent 

l’expression du gène ABI3 et non l’abondance de la protéine. Tout d’abord, l’expression d’ABI3 est huit fois plus 

importante dans des plantules du double mutant val1/val2 (appelé aussi hsl1/hsi2) que chez le type sauvage 

Col-0 d’A. thaliana quatre jours après imbibition (Tsukagoshi et al., 2007). Dans des plantules val1/val2 de 7,5 

jours, ABI3 est même 50 fois plus exprimé que dans les plantules de type sauvage au même stade de 

développement (Suzuki et al., 2007). En plus du domaine B3, ces facteurs possèdent des domaines spécifiques 

de type ‘EAR’, ‘plant homeodomain’ et ‘CW’ (Tsukagoshi et al., 2005 ; Suzuki et al., 2007). Le domaine EAR est 

associé à une activité répressive (Ohta et al., 2001) et les deux derniers domaines sont connus pour interagir 

avec l’ADN (Berger, 2007 ; Hoppmann et al., 2011). Ils confèrent aux facteurs VAL la capacité de réprimer 

l’expression des gènes par remodelage de la chromatine, notamment via la triméthylation de la lysine 27 de 

l’histone 3 (H3K27me3) (Veerappan et al., 2012). Plus de la moitié des 655 gènes sur-exprimés plus de quatre 

fois dans le double mutant val1/val2 par rapport au type sauvage possèdent au moins un élément cis RY/Sph 

dans leur promoteur ou le premier intron (dont ABI3). Cet enrichissement pour le motif reconnu par le domaine 

B3 laisse penser que ce domaine, présent chez les facteurs VAL, pourrait également être impliqué dans l’activité 

répressive de ces facteurs. Guerriero et al. (2009) ont montré in vitro par un système simple-hybride que VAL2 

(mais pas VAL1) pouvait fixer l’élément RY/Sph. Cette interaction n’avait pas été mise en évidence auparavant 

(Suzuki & McCarthy, 2008) à cause d’un mécanisme d’auto-inhibition vraisemblablement du à la présence du 

domaine répressif. Pour contourner cette difficulté, Guerriero et al. (2009) ont utilisé un système chimérique 

avec FUS3 pour lequel il n’existe pas de problème d’auto-inhibition. 
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Il ressort de ces études et de nos résultats que l’activation des gènes VAL2-like et peut-être VAL3 est la 

cause probable de la répression de CaABI3 et CaABI3-like en fin de développement des graines de C. australe 

(Figure 5.1). Chose intéressante, le profil inverse est observé dans les graines matures de M. truncatula où 

VAL2-like et VAL3 sont réprimés en parallèle d’une expression importante de MtABI3 (Figure 3.8). La 

participation de VAL3 est à considérer avec précaution car le rôle de ce facteur semble mineur dans la 

répression des gènes de maturation (Suzuki et al., 2007). Ces auteurs ont émis l’hypothèse que l’expression de 

VAL2 pourrait être induite par les GA. Leur conclusion se base sur la présence du phénotype embryonnaire des 

plantules du mutant val1 uniquement si ces dernières sont cultivées en présence d’inhibiteur de GA. Ils en 

déduisent que la synthèse de GA pourrait activer l’expression de VAL2 pour compenser la déficience de VAL1 

dans le mutant et permettre un développement normal des plantules (Suzuki et al., 2007). Cette hypothèse 

recoupe tout à fait nos observations transcriptomiques montrant une activation de la voie de biosynthèse et de 

signalisation des GA dans les graines matures de C. australe. 
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Conclusion et perspectives 

 

Ces travaux de thèse ont porté sur l’analyse comparative des graines orthodoxes de M. truncatula et 

récalcitrantes de C. australe par des approches protéomique et transcriptomique. Ils ont été menés dans 

l’objectif de répondre à deux questions : mettre en évidence des mécanismes impliqués dans l’acquisition de la 

TD des graines mais également comprendre l’origine de la sensibilité à la dessiccation des graines récalcitrantes 

en caractérisant pour la première fois à l’échelle moléculaire le développement de l’une d’entre elles.  

La caractérisation du protéome stable à la chaleur et du transcriptome de graines de C. australe par 

des techniques haut-débit a permis d’avoir une vue plus globale et plus précise sur le développement de ces 

graines par rapport aux données publiées jusqu’ici. Les conclusions de nos résultats viennent donc appuyer ou 

nuancer des résultats précédemment obtenus par des approches plus ciblées. Par exemple, des déhydrines ont 

été détectées par western-blot chez bon nombre d’espèces récalcitrantes, suggérant un rôle mineur de ces 

protéines dans la TD, mais aucune donnée n’était disponible concernant les autres familles de protéines LEA. 

Nos résultats confirment que les déhydrines sont fortement accumulées dans les cotylédons matures de C. 

australe mais ils montrent également que les autres protéines LEA spécifiques des graines sont nettement 

moins abondantes que chez M. truncatula, voire absentes. 

Il est sans doute trop simple de considérer que la sensibilité à la dessiccation des graines récalcitrantes 

puisse être expliquée par l’absence complète d’un mécanisme majeur exprimé au cours de la maturation des 

graines orthodoxes : par exemple absence de toutes les protéines LEA, des sHSP ou de réponse antioxydante. 

La recherche de membres spécifiques au sein de ces grandes familles de molécules impliquées dans la TD est 

une voie plus réaliste. Effectivement, comme pour les protéines LEA, nos données transcriptomiques suggèrent 

que seules certaines sHSP et certains mécanismes antioxydants sont peu exprimés dans les cotylédons de C. 

australe. En recoupant ces données avec celles publiées sur d’autres modèles d’étude, nous avons pu ressortir 

des acteurs jouant probablement un rôle important dans l’absence de la TD de ces graines : HSP17.4, HSP17.9, 

HSP18.2, glutathion, 1-cys peroxyredoxine, LEA spécifique des graines. 

Ces travaux apportent également des résultats tout à fait nouveaux concernant le développement des 

graines récalcitrantes. Pour la première fois, l’expression des gènes codant pour les régulateurs majeurs de la 

maturation des graines orthodoxes a été étudiée chez une graine récalcitrante. La forte répression des 

homologues d’ABI3 et des gènes cibles de ce facteur de transcription dans les cotylédons matures de C. 

australe constitue la différence la plus remarquable avec le développement des graines de M. truncatula. Ce 

régulon ABI3 est pourtant fortement exprimé aux stades immatures des graines de C. australe. Etant donné le 

rôle majeur d’ABI3 dans la TD et dans la régulation des protéines LEA chez les graines orthodoxes, il serait 

intéressant d’étendre l’analyse du protéome stable à la chaleur à des graines immatures de C. australe. En 

l’absence de régulation post-transcriptionnelle, l’accumulation de protéines LEA et d’autres protéines cibles 

d’ABI3 pourrait être plus importante par rapport à ce que nous avons observé dans les graines matures. De 

même, une acquisition transitoire de la TD (ou tout du moins une moindre sensibilité à la dessiccation) des 

cotylédons immatures par rapport au stade mature constitue une hypothèse intéressante qui mériterait d’être 

testée. Toutes ces conclusions sont valables pour le cotylédon mais une étude de l’expression du régulon ABI3 

et du profil d’accumulation des protéines LEA dans l’axe embryonnaire pourrait donner des résultats différents. 
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En effet, l’axe est plus tolérant à la dessiccation chez certaines espèces récalcitrantes comme Castanea sativa 

(Leprince et al., 1999) et certaines protéines LEA (EM6, D113, D34-II) sont beaucoup plus abondantes dans 

l’axe que dans les cotylédons de graines matures de M. truncatula (Chatelain et al., 2012). 

La répression du régulon ABI3 couplée à une activation des gènes impliqués dans la biosynthèse et la 

signalisation des GA et des gènes codant pour les répresseurs de maturation VAL sont autant d’indices 

suggérant une transition maturation/germination dans les graines matures de C. australe. En se basant sur ce 

qui a été observé chez les graines orthodoxes, cette phase de transition devrait s’accompagner d’une 

augmentation du ratio GA/ABA dans les graines de C. australe. Cependant, le modèle est peut être plus 

complexe car les graines matures de C. australe sont également caractérisées par une activation de l’expression 

des gènes impliqués dans la biosynthèse et la signalisation de l’ABA ainsi que dans la réponse au stress. Les 

voies de l’ABA et des GA, connues pour leur antagonisme chez les graines orthodoxes, pourraient donc être 

activées toutes les deux en fin de développement chez les graines récalcitrantes de C. australe. Mesurer 

l’évolution de la teneur en GA et ABA au cours du développement des graines nous permettrait de confirmer 

cette hypothèse. A la suite de cette thèse, l’étude du développement des graines de C. australe sera poursuivie 

en collaboration avec l’équipe sud-africaine de Dr. Jill Farrant dans le cadre d’une thèse. L’analyse 

transcriptomique des cotylédons et des axes sera étendue à sept stades de développement et sera complétée 

par le dosage des phytohormones, une analyse métabolomique et une analyse cellulaire (microscopie 

électronique). 

Le dernier chapitre de cette thèse s’est focalisé sur l’analyse fonctionnelle des deux gènes homologues 

ABI3 clonés chez C. australe. Malgré une très forte similarité entre eux, seul CaABI3-like est capable d’activer 

les cibles ABI3 par sur-expression ectopique dans les racines. La fonction de CaABI3, qui n’active que très peu 

de cibles ABI3 et ne complémente pas le mutant abi3-5 d’A. thaliana, reste à élucider. L’utilisation de 

prédicteurs de structures pourrait être intéressante pour essayer de comprendre pourquoi CaABI3 n’est pas 

fonctionnel alors que CaABI3-like, pourtant très proche au niveau similarité de séquences, l’est. La 

caractérisation fonctionnelle de ces deux gènes va être rapidement complétée par de nouvelles répétitions de 

sur-expression ectopique et de nouvelles complémentations de mutant par les gènes MtABI3 et CaABI3-like, 

non encore testés à ce jour. La complémentation par MtABI3 est une validation qui nous permettra d’exclure 

l’argument de la distance génétique entre espèce pour expliquer l’absence de complémentation du mutant d’A. 

thaliana par CaABI3. De plus, de nouvelles lignées de mutants complémentés par AtABI3 et CaABI3 doivent 

également être caractérisées pour confirmer les premiers résultats mis en évidence sur une seule lignée à 

l’heure actuelle. 

D’autres perspectives sont envisageables concernant les mécanismes impliqués dans la TD, nos 

données transcriptomiques et protéomique ont été utilisées avec a priori. Nous avons spécifiquement recherché 

l’expression de mécanismes déjà proposés dans la littérature comme potentiellement impliqués dans la TD 

(LEA, sHSP, antioxydants, sucres non réducteurs). Cependant, nos données peuvent également être utilisées 

sans a priori en élargissant la comparaison entre C. australe et M. truncatula à l’ensemble des gènes sur-

exprimés et sous-exprimés au cours du développement de la graine récalcitrante. Cette approche permettrait 

de proposer de nouveaux mécanismes potentiellement impliqués dans la TD des graines. 
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Matériel et méthodes 
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A B C

D E

 

Figure 6.1. Marquage des fleurs pour la récolte des graines au cours de la maturation.  

Les fleurs sont étiquetées lors de leur complète ouverture (jour 0) (A) et se referment rapidement après la fécondation, ici 

1 jour après floraison (DAF) (B). A partir de 4 DAF, la gousse est bien visible (C) et grossit rapidement au cours de 

l’embryogenèse 7 DAF (D) et 10 DAF (E). 

 

 

 

 

A B C

 

Figure 6.2. Différents stades de développement des gousses de C. australe utilisés dans cette étude.  

Stade immature gousse verte-jaune (CaG) (A), mi-mature gousse jaune (CaY) (B) et mature gousse marron (CaB) (C) 

(Photos : Udisha Chathuri). 
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1-Matériel végétal 

1.1-Medicago truncatula 

Deux génotypes de M. truncatula ont été utilisés au cours de cette thèse : le génotype A17 pour les 

analyses protéomiques et transcriptomiques des chapitres II et III et le génotype R108 pour l’analyse 

fonctionnelle des gènes CaABI3 et CaABI3-like du chapitre IV. En effet, les deux lignées de mutants M. 

truncatula comportant une insertion Tnt1 dans le gène ABI3 (NF3185 et NF6003 respectivement appelées 

Mtabi3-1 et Mtabi3-2 dans le reste de l’étude) ont été obtenues par la Samuel Noble Foundation (Oklahoma, 

USA) dans le génotype R108. Les graines homozygotes mutantes ont été sélectionnées en se basant sur la 

couleur des graines qui restent vertes à maturité, phénotype récessif non visible chez les plantes homozygotes. 

Les insertions Tnt1 dans les deux mutants ont été vérifiées par PCR (Annexe 1 pour les amorces) et les lignées 

ont été rétro-croisées avec le parent sauvage une fois pour Mtabi3-1 et deux fois pour Mtabi3-2.  

Les plantes de M. truncatula de tout génotype ont été cultivées en chambre climatique sous une 

photopériode de 16h à 24°C avec un éclairement de 200 µmol de photons m-2 s-2 et 8h à 21°C sous obscurité. 

Les fleurs ont été étiquetées au jour de floraison correspondant à leur ouverture totale (Figure 6.1) puis les 

graines ont été dégoussées à différents intervalles au cours de la maturation : de la fin de l’embryogenèse (11 

jours après floraison DAF) à l’abscission. Les graines fraîches ont été immédiatement utilisées pour les 

manipulations physiologiques ou congelées dans l’azote liquide et stockées à -80°C en vue des analyses 

transcriptomiques, protéomiques et biochimiques. Etant donné l’impossibilité de stocker des graines 

homozygotes mutantes, des cultures de Mtabi3-1 et Mtabi3-2 ont été maintenues en permanence à partir de 

graines fraîchement récoltées. 

 

1.2-Castanospermum australe 

Les graines de C. australe ont été récoltées au cours de la maturation et à l’abscission sur des arbres 

poussant à Pietermaritzburg (Kwazulu-Natal, Afrique du Sud) en 2009 et 2011. Celles de la première récolte ont 

été ramenées à Angers par avion dans les 48h suivant la récolte où elles ont été immédiatement traitées. Les 

axes embryonnaires de graines immatures (récoltées en mai) et matures (récoltées en juillet) ont été séparés 

des cotylédons et congelés dans l’azote liquide puis stockés à -80°C en vue du séquençage Illumina. Les 

cotylédons frais ont été utilisés pour la détermination de la sensibilité à la dessiccation ou séchés un ou trois 

jours dans un dessiccateur NaCl à 75 % d’humidité relative (RH) avant d’être congelés dans l’azote liquide et 

stockés à -80°C pour le séquençage Illumina, les analyses protéomiques et biochimiques. Les ARN de 

cotylédons et d’axes embryonnaires de graines immatures (gousse verte-jaune ; CaG), mi-mature (gousse 

jaune ; CaY) et matures (gousse marron ; CaB) de la récolte de 2011 (Figure 6.2) ont été extraits en Afrique du 

Sud puis transportés par avion dans la carboglace jusqu’à Angers pour le séquençage 454.  

 

1.3-Arabidopsis thaliana 

Le mutant abi3-5 d’A. thaliana a également été utilisé pour l’analyse fonctionnelle de CaABI3. Ce 

mutant a été obtenu dans l’écotype Landsberg par traitement EMS (méthanesulfonate d’éthyle) aboutissant à la 

délétion d’un nucléotide et la production d’une protéine tronquée non fonctionnelle (Bies-Ethève et al., 1999). 

Des graines issues d’une plante hétérozygote nous ont été données par Thierry Joët de l’IRD Montpellier 
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(génération 0). Les graines homozygotes mutantes (vertes, insensibles à l’ABA) et sauvages (beiges, sensibles 

à l’ABA) ont été séparées dans la descendance de ces plantes en se basant sur la couleur des graines dans les 

siliques déhiscentes (génération 1) et en confirmant le phénotype vis-à-vis de la sensibilité à l’ABA dans la 

génération suivante (génération 2) (cf 2.3 pour le protocole de sensibilité à l’ABA). Comme pour Mtabi3, des 

cultures homozygotes d’abi3-5 ont été maintenues en permanence à partir de graines fraîchement récoltées. 

Les cultures se sont faites en chambre climatique sous une photopériode de 16h à 24°C avec un éclairement de 

200 µmol de photons m-2 s-2 et 8h à 21°C sous obscurité. 

  

2-Traitements 

2.1-Test de germination 

Des graines de C. australe issues de la récolte 2009 ont été conservées un an dans une étuve à 15°C 

60 % RH au terme duquel leur capacité germinative a été testée. Afin d’éliminer les contaminations fongiques, 

les téguments ont été régulièrement rincés à l’éthanol 70 %. 

La capacité germinative de graines de M. truncatula fraîchement récoltées à différents stades de 

développement a été mesurée par percée de la radicule dans les 24 jours après imbibition dans l’eau sur papier 

filtre à 20°C et à l’obscurité.  

 

2.2-Mesure de tolérance à la dessiccation 

2.2.1-M. truncatula 

La tolérance à la dessiccation des graines sauvages (R108) et mutantes (Mtabi3-1 et Mtabi3-2) a été 

mesurée sur des graines récoltées à différents points au cours de la maturation. La teneur en eau (TE) associée 

à ces stades de développement a été mesurée sur trois à quatre répétitions de 5x3 graines par pesée des 

graines avant (MF) et après (MS) séchage dans un four à 96°C pendant 48h : TE (en g H2O g MS-1) = (MF-

MS)/MS. Deux à cinq répétitions de 30 à 50 graines récoltées à chaque stade de développement ont été 

rapidement séchées dans un dessiccateur K2CO3 43 % RH (teneur en eau équilibrée à 0,09 g H20 g MS-1) puis 

imbibées sur papier filtre et eau à 20°C à l’obscurité après 48h dans le dessiccateur. Les graines sont 

considérées tolérantes à la dessiccation lorsqu’elles germent dans les 24 jours suivant l’imbibition dans les 

conditions décrites au point 2.1.  

 

2.2.2-C. australe 

La sensibilité à la dessiccation des cotylédons de C. australe a été déterminée sur des cubes d’environ 

3x5x3 mm isolés du cœur des cotylédons de graines récoltées en 2009. Les cubes sont séchés de 0h à 8h dans 

un dessiccateur contenant une solution saturée de NaCl 75 % RH puis coupés en deux moitiés. La teneur en 

eau après séchage est déterminée à partir de la première moitié (cf 2.2.1) tandis que la viabilité du tissu est 

évaluée par incubation de la deuxième moitié 24h dans une solution à 1 % (m/v) de tetrazolium (Sigma-

Aldrich, France). Après incubation, les tissus vivants sont colorés en rouge contrairement aux tissus morts. Les 

cubes sont photographiés et la couleur rouge est quantifiée selon l’intensité des pixels par le programme 

ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). La viabilité des tissus cotylédonaires a été mesurée sur quatre répétitions 

de séchage indépendants comportant chacun 50 à 100 cubes.  

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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2.3-Mesure de sensibilité à l’ABA 

La sensibilité à l’ABA de graines matures R108 (graines sèches post-maturées six mois), Mtabi3-1 et 

Mtabi3-2 (stade abscission) a été évaluée sur trois répétitions de 40 à 50 graines imbibées sur papier filtre à 

différentes concentrations en ABA (isomères mixés, Sigma, St Louis, MO, USA) à 20°C à l’obscurité. L’ABA est 

dissout dans le méthanol avant dilution dans l’eau à 500 µM puis dilution en cascade pour former une gamme 

décroissante. Les graines témoins ont été imbibées dans l’eau contenant 0,5 % de méthanol, ce qui correspond 

à la concentration de méthanol dans le test à 500 µM d’ABA. La germination est déterminée par percée de la 

radicule après 14 jours d’imbibition. 

Pour les graines d’A. thaliana, plus sensibles à l’ABA, seules trois concentrations ont été testées : 0, 1 

et 10 µM d’ABA.    

 

3-Analyse bi-dimensionnelle du protéome stable à la chaleur 

3.1-Extraction des protéines stables à la chaleur 

Les protéines totales ont été extraites à partir de trois répétitions de 25 graines de M. truncatula (A17, 

R108, Mtabi3-1 et Mtabi3-2) et de 400 mg de cotylédons issus d’au moins trois graines différentes de la récolte 

de 2009 de C. australe pour chaque répétition. L’extraction est réalisée selon le protocole de Boudet et al. 

(2006) dans 1 mL de tampon HEPES 50 mM / EDTA 1 mM / cocktail d’inhibiteurs de protéases Complete 1X 

(Roche), à partir d’échantillons broyés dans l’azote liquide avec mortier et pilon. Après 30 min sur glace et 15 

min de centrifugation à 14000 rpm, le surnageant est récupéré et la concentration en protéines solubles totales 

est mesurée selon la méthode de Bradford (1976). Pour conserver les protéines stables à la chaleur selon la 

méthode utilisée par Chatelain et al. (2012), cette solution est diluée à 3 µg µL-1 dans le tampon d’extraction et 

incubée 10 min à 95°C sous agitation (300 rpm) dans un thermobloc (Thermomixer Comfort, Eppendorf). 

L’échantillon est incubé sur glace 15 min avant d’être centrifugé 15 min à 14000 rpm et 4°C. Les protéines 

stables à la chaleur, non précipitées par ce traitement, sont récupérées dans le surnageant et dosées par la 

méthode de Bradford (1976). Après 4h de précipitation en présence d’acide trichloroacétique (TCA) à 20% (v/v) 

sur glace et 20 min de centrifugation à 14000 rpm et 4°C, le culot est successivement lavé avec 100 µL 

d’acétone 80%, d’acétone 100%, d’éthanol 80% et d’éthanol 100% puis resuspendu dans 300 µL de tampon de 

réhydratation (Urée 6 M / Thiourée 2 M / CHAPS 4 % / dithiothreitol (DTT) 1 mM / biolytes 1 %). Après 36 h  à 

4°C, la concentration en protéines stables à la chaleur effectivement resuspendues est de nouveau dosée par la 

méthode de Bradford (1976) en réalisant la gamme témoin avec du tampon de réhydratation afin de prendre en 

compte la présence d’urée dans le tampon. 

 

3.2-Isoélectrofocalisation 

Pour l’analyse protéomique, 150 µg de protéines stables à la chaleur de graines de C. australe et de M. 

truncatula A17 ainsi qu’un mélange 1:1 des deux extraits (300 µg) ont été nécessaires. L’analyse a également 

été menée à partir de 150 µg de protéines stables à la chaleur de graines de M. truncatula R108, Mtabi3-2, 

Mtabi3-1. Les extraits sont ramenés à un volume final de 450 µL en ajoutant du tampon de réhydratation. La 

séparation selon le point isoélectrique (pI) des protéines est effectuée à l’aide de bandelettes de focalisation de  
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Tableau 6.1. Composition des gels de polyacrylamide 12 % 24 cm pour analyse protéomique bi-dimensionnelle. 

Protogel 40 % = solution Acrylamide / Bis (37,5:1) (Bio-Rad) ; APS = persulfate d’ammonium 40 % (m/v) ; Tampon de 

séparation 4X = Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 / SDS 0,4 % (m/v) ; TEMED = Tetramethylethylenediamine 

 

Réactif Concentration finale Volume pour 1 gel 

Protogel 40 %  

Glycérol 80 % (v/v) 

Tampon de séparation 4X 

APS 40 % 

TEMED 100 % 

H2O 

12 % 

10 % 

1X 

0,056 % 

0,15 % 

Pour volume final  100 mL 

30 mL 

12,5 mL 

25 mL 

140 µL 

150 µL 

32,5 mL 
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24 cm sur lesquelles est immobilisé un gradient de pH 3-10 non linéaire (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Une fois 

imbibées de l’échantillon, les bandelettes sont recouvertes d’huile minérale pour éviter toute évaporation. 

L’isoélectrofocalisation (IEF) se déroule à 20°C dans une cuve d’isofocalisation (Protean IEF Cell, BIORAD) selon 

le programme suivant : réhydratation active de 3h à 250 V, puis une augmentation progressive du voltage à 6 

kV pendant 4h. Ce voltage est maintenu jusqu’à cumuler 27 kVh (6 kVh-1 pendant 4,5h) avant d’augmenter à 

nouveau jusqu’à 8 kV. Ce voltage est ensuite maintenu jusqu’à cumuler 20 kVh (8 kVh -1 pendant 2,5h). 

 

3.3-Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. 

Une fois séparées selon leur pI, les protéines doivent migrer selon leur poids moléculaire sur un gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE). Au préalable, les bandelettes sont dénaturées par une 

incubation de 15 min dans le tampon EQ1 [DTT 130 mM / Urée 8 M / Tris-HCl 375 mM pH 8,8 / Glycérol 20 % 

(v/v) / SDS 2 % (m/v)] puis une deuxième incubation de 15 min dans le tampon EQ2 [Iodoacétamide 250 mM 

/ Urée 8 M / Tris-HCl 375 mM pH 8,8 / Glycérol 20 % (v/v) / SDS 2 % (m/v)]. Elles sont ensuite placées au 

sommet de gels de polyacrylamide 12 % (m/v), dont la composition est donnée dans le tableau 6.1, et 

recouverte d’une solution d’agarose 1 % (m/v) contenant du bleu de bromophénol afin de les maintenir et 

permettre la visualisation de la migration des protéines. La migration électrophorétique s’effectue à 10°C 

pendant 1h à 25 V et 20 h à 110 V dans le système Ettan DALTsix (Amersham Biosciences) avec un tampon de 

migration [Tris-HCl 15,6 mM / glycine 120 mM pH 8,0 / SDS 0,1 % (m/v)].   

  

3.4-Coloration des gels et quantification des spots 

Les protéines sont fixées dans le gel de polyacrylamide par une solution de fixation [acide acétique 2 % 

(v/v) / éthanol 40 % (v/v)] pendant 1 h sous agitation. Les gels sont ensuite colorés par incubation dans une 

solution de coloration [Brillant Blue G colloïdal concentrate (Sigma-Aldrich) 0,08 % (m/v) / méthanol 20 %] 

pendant 48h. Pour la décoloration, les gels sont tout d’abord brièvement placés dans un mélange acide acétique 

5 % (v/v) / éthanol 25 % (v/v), puis dans plusieurs bains d’éthanol 25 % (v/v). Ils sont ensuite numérisés par 

le scanner GS 800 (Bio-Rad) à la résolution 63,5 x 63,5. Au moins trois gels issus de trois extractions 

indépendantes par condition sont analysés avec le logiciel PDQuest 7.2.0 software (Bio-Rad). Les intensités des 

spots sont normalisées selon la méthode de la quantité totale des spots valides. Un test-t a permis de révéler 

les différences significatives d’intensité entre les spots de M. truncatula et de C. australe et entre ceux de R108 

et de Mtabi3-1 / Mtabi3-2. 

  

3.5-Identification des spots 

110 spots d’intérêts ont été excisés du gel 2D pour être identifier. Tout d’abord, les spots sont rincés 

avec 100 µL de carbonate d’ammonium 25 mM pendant 1h et déshydratés avec 100 µL d’un mélange volume à 

volume d’acétonitrile et de carbonate d’ammonium 25 mM pendant 45 min à température ambiante. Les 

protéines sont ensuite réduites et alkylées 1h à 57°C en présence de DTT 10 mM puis d’iodoacétamide 55 mM 

pendant 45 min. Après un nouveau lavage au carbonate d’ammonium et une nouvelle déshydratation à 

l’acétonitrile 100 %, les spots sont réhydratés avec 10 µL de trypsine à 15 ng µL-1 (Sequencing grade, 

Promega, Madison, WI) dans du carbonate d’ammonium 25 mM. Après une nuit d’incubation à 37°C, les 
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fragments tryptiques sont extraits par un mélange d’acide formique 1 % dans de l’acétonitrile 70 % et analysés 

par un spectroscope LC-ESI-MS/MS avec HPLC (Famos-Switchos-Ultimate system, LC Packings, Dionex, San 

Francisco, CA, USA) couplé à un spectromètre de masse Q-TOF (hybrid quadrupole orthogonal acceleration 

time-of-flight) (Global, Micromass-Waters, Manchester, UK). Ces données générées sur la plate-forme BIBS 

(Biopolymères, Biologie Structurale ; INRA Nantes) sont ensuite traitées avec le programme Protein Lynx Global 

Server (Micromass-Waters). La comparaison avec les séquences des bases de données Uniprot (version août 

2010) et TIGR Medicago EST permet l’identification des protéines. Pour le protéome stable à la chaleur de M. 

truncatula, les spots liés aux protéines LEA sont identifiés grâce au gel de référence publié par Chatelain et al. 

(2012). 

 

4-Détermination de la teneur en sucres solubles des cotylédons de C. australe 

La teneur en sucres solubles (raffinose, stachyose, verbascose, saccharose, fructose et glucose) a été mesurée 

dans les cotylédons de stade mi-mature et mature de C. australe récoltés en 2009. Après lyophilisation pendant 

24 h, la masse sèche des échantillons est pesée avant broyage au broyeur à bille (TissueLyser, QUIAGEN) à une 

fréquence de 30 s-1 pendant 2 min. 40 μL d’une solution de mélézitose à 4 g/L, servant de témoin interne, et 1 

mL d’une solution de méthanol 80 % sont ajoutés au broyat. Les échantillons sont ensuite incubés 15 min à 

76°C, puis le méthanol est évaporé au speed-vac (Mi Vac quatro concentrator, GENEVAC) pendant 2 h à 40°C. 

Le culot est repris dans 1 mL d’eau ultra-pure et centrifugé 5 min à 4°C à 13500 g (R5417, Eppendorf). Le 

surnageant est dilué entre 25 et 50 fois. Les échantillons sont analysés par chromatographie ionique haute 

performance en phase liquide, en utilisant le système DIONEX (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA), contenant 

une précolonne AS11 ion exchanger et une colonne Dionex CarboPac PA1 (2 x 250 mm). Les sucres sont 

détectés par ampérométrie après séparation sur une colonne CarboPac PA1 avec un débit constant à 0.25 

mL/min de NaOH 0,1 M. La concentration en sucres des échantillons est déterminée par comparaison avec un 

échantillon standard dont les quantités de sucres sont connues. La concentration du verbascose est quant à elle 

calculée sur la base de la surface du pic chromatographique correspondant au stachyose du à l’absence de 

standard pur. Les teneurs en sucres sont exprimées en mg de sucre par mg de MS.  

 

5-Séquençage du transcriptome de C. australe 

5.1-Extraction des ARN et séquençage des banques d’ADNc 

Un mélange volume à volume de phénol pH 4 et de tampon d’extraction TLES [Tris 100 mM pH 8 / LiCl 100 mM 

/ EDTA 10 mM pH8 / SDS 1 %] est chauffé quelques minutes à 80°C et versé sur 150 mg de poudre de tissus 

congelés (cf 1.2 pour la description des tissus) obtenus par broyage dans l’azote liquide avec mortier et pilon. 

Après 30 secondes d’agitation vigoureuse au vortex, un volume de chloroforme / alcool isoamylique (24:1) est 

ajouté. Le mélange est vortexé vigoureusement puis centrifugé 10 min à 14000 rpm et 4°C. La phase aqueuse 

supérieure est récupérée et les ARN sont précipités en présence de LiCl 2 M pendant une nuit à 4°C. Après 30 

min de centrifugation à 14000 rpm à 4°C, le culot est repris dans 250 µL d’H20 DEPC (diethylpyrocarbonate) 

puis 25 µL d’acétate de sodium 3M pH 5,2 et 500 µL d’éthanol absolu. Après 2h à -20°C et 45 min de 

centrifugation à 14000 rpm à 4°C, le culot est lavé par 1 mL d’éthanol 70 % puis mis à sécher 10 min à 

température ambiante pour être finalement repris dans 40 µL d’ H20 DEPC. La concentration en ARN est  
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48 334 contigs

Récolte 2009

Pool de 8 banques d’ADNc:
- Axe mi-mature          - Axe mature

- Cotylédon mi-mature
Frais / séché 1 jour / séché 3 jours

- Cotylédon mature
Frais / séché 1 jour / séché 3 jours

Récolte 2011

Pool de 5 banques d’ADNc:
- Axe immature
- Cotylédon immature
- Cotylédon mi-mature
- Axe mature
- Cotylédon mature

Séquençage 454Séquençage Illumina

7 784 004 lectures 626 225 lectures

Assemblage de novo MIRA 3.4.0
[job=denovo,est,accurate,454,solexa ; 
COMMON_SETTINGS –CL:ascdc=no –CL:pecbph=22 
–SK:nrr=20 ; SOLEXA_SETTINGS –AS:epoq=no –
AL:mrs=80 –SK:pr=80 ; 454_SETTINGS –AS:epoq=no 
–AL:mo=40 –AL:mrs=90]133 360 contigs

62 121 contigs < 200 pb
non conservés pour l’analyse

71 239 contigs > 200 pb

2ème assemblage de novo 
Assembly DNA Dragon

[minimum overlap = 100 ; minimum identity in 
overlap = 80% ; maximum number of gap = 8]

Blastn MT3.5

Blastn MtGI11

Blastx Swissprot

Blastx NR

Contigs 
avec 

résultats 

de blast 
positifs
E-value
<10-6

33 141

159

412

1 885

35 997 contigs 
décrits

Annotation Gene Ontology (GO) 
Blast2GO 2.6.0

1- Blastx NR; HSP length cutoff = 33; E-value<10-6

2- Mapping of GO terms 
3- Annotation; E-value hit filter = 10-6 ; 
annotation score cutoff = 55 ; GOweight = 5 ; 
Hsp-hit coverage cutoff = 0
4- InterProScan
5- Annex
6- KEGG pathway
7- PlantGOslim.

23 637 contigs 
annotés avec 

98 615 termes GO
 

Figure 6.3. Procédure détaillée et paramètres appliqués pour les étapes de séquençage, assemblage et 

annotations du transcriptome de graines de C. australe.  
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mesurée par le spectrophotomètre NanoDrop ND-1000 UV-VIS (NanoDrop Technologies) et l’intégrité des ARN 

est vérifiée à l’aide du bioanalyseur Experion (Bio-Rad). 

A partir des ARN extraits de cotylédons frais, séchés 1 ou 3 jours et d’axes embryonnaires récoltés en 

mai et juillet 2009 une banque d’ADNc représentative des gènes exprimés dans une graine de C. australe a été 

préparée, normalisée et séquencée par GenXPro GmbH (Francfort-sur-le-Main, Allemagne) avec la technologie 

Illumina Genome Analyser-IIx (Figure 6.3). Une autre banque d’ADNc a été réalisée à partir des ARN extraits 

des cotylédons et des axes immatures, mi-matures et matures de graines de C. australe récoltées en 2011 (cf 

1.2). La normalisation et le séquençage ont été effectués par Eurofins MWG (Ebersberg, Allemagne) à l’aide de 

la technologie 454 GS FLX+ (Figure 6.3).  

 

5.2-Assemblage des lectures en contigs  

Les 8 410 229 lectures issues des deux séquençages ont été assemblées de novo en deux étapes : tout 

d’abord avec le programme MIRA 3.4.0 (Chevreux et al., 2004) puis avec DNA Dragon (SequentiX, 

http://www.sequentix.de/software_dnadragon). La procédure détaillée ainsi que les paramètres utilisés pour 

l’assemblage est décrite dans la figure 6.3. Seuls les 48 334 contigs de taille supérieure à 200 pb ont été 

conservés pour l’annotation. 

 

5.3-Annotations des contigs  

5.3.1-Description par blast 

Deux bases de données nucléotidiques spécifiques de M. truncatula ont été utilisées comme référence 

pour décrire les contigs de C. australe par similarité (blastn) : MT3.5v5 du groupe international d’annotation du 

génome de Medicago (IMGAG) http://jcvi.org/cgi-bin/medicago/download.cgi et MtGI11 (Medicago truncatula 

Gene Index version 11) hébergé par le DFCI (Dana-Farber Cancer Institute) 

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago. Deux versions de Mt3.5 ont été 

compilées pour augmenter le nombre de résultats : la version publique MT3.5v5 (14/10/2011) et une version 

mise à disposition par P. Gamas et J. Gouzy (Laboratoire des Interactions Plantes-Microorganismes, Toulouse), 

utilisant un assemblage plus récent complété par des données RNAseq. A l’aide du programme Blast2GO 2.6.0 

(Götz et al., 2008) http://www.blast2go.com/b2ghome, les contigs non décrits après ces deux blasts ont été 

comparés à deux bases de données protéiques incluant toutes les espèces végétales (blastx) : Swissprot et la 

base non redondante (NR) du NCBI. Seuls les alignements associés à une E-value inférieure à 10-6 ont été 

considérés comme significatifs (Figure 6.3). 

 

5.3.2-Annotation par Blast2GO 

Afin de regrouper les annotations au sein de grands processus biologiques (BP), fonctions moléculaires 

(MF) ou compartiments cellulaires (CC), les contigs ont également été décrits à l’aide de la classification Gene 

Ontology (GO) par le programme Blast2GO 2.6.0 (Conesa et al., 2005 ; Götz et al., 2008). A partir des 

résultats de blast contre la base de données NR, les termes GO disponibles dans les bases de données 

publiques ont été associés à chaque contigs et les plus spécifiques ont été sélectionnés par une règle 

d’annotation. L’ensemble du processus d’annotation et des paramètres utilisés est décrit dans la figure 6.3.  

http://www.sequentix.de/software_dnadragon
http://jcvi.org/cgi-bin/medicago/download.cgi
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Figure 6.4. Détermination par RT-PCR du seuil d’intensité associé à une accumulation de transcrit sur la puce 

Affymetrix de M. truncatula.  

Treize gènes associés à un signal d’intensité croissant sur la puce Affymetrix ont été sélectionnés. L’accumulation de 

transcrits est détectable après 35 cycles d’amplification pour les gènes associés à une intensité supérieure à 2,8. La 

présence de la bande attendue est signalée par une étoile rouge. 
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6-Détermination des gènes exprimés au cours du développement des graines de M. 

truncatula 

Les gènes exprimés aux stades 20 DAF, 32 DAF et ABS du développement des graines de M. truncatula 

ont été déterminés à partir des données issues de la puce Affymetrix (Benedito et al., 2008 ; Verdier et al., 

2013). Pour déterminer le seuil d’intensité pour lequel une accumulation de transcrit est détectable, une RT-

PCR a été effectuée sur 13 gènes associés à signal d’intensité croissant. La bande attendue est observée 

uniquement pour une intensité supérieure à 2,8 (en log) (Figure 6.4). Respectivement, 32 655, 33 049, et 

33 641 sondes sur les 48 116 que compte la puce remplissent ce critère. Les gènes associés à ces sondes ont 

été annotés par Blast2GO selon la même procédure que celle utilisée pour les contigs de C. australe. Ce jeu de 

données issu de la puce Affymetrix n’a été utilisé que pour l’analyse GO (Figure 3.4 et paragraphe 1.3.2 du 

chapitre III).  

 

7-Analyse transcriptomique du développement des graines de C. australe 

7.1-Amplification des ARN 

Les ARNm ne représentent qu’une très faible proportion des ARN extraits, ils doivent donc être 

spécifiquement amplifiés. Cette étape a été réalisée en deux temps : transcription inverse des ARNm en ADNc 

puis transcription in vitro à partir de ces ADNc pour obtenir des ARN amplifiés (ARNa). Le kit Message AmpII 

aRNA amplification (Ambion) a été utilisé avec quelques modifications dans le protocole. Les concentrations des 

réactifs n’étant pas précisées dans le protocole du kit, les volumes utilisés plutôt que les concentrations finales 

des réactifs sont décrits dans ce paragraphe. 

Les ARN ont été extraits de cotylédons récoltés à trois stades de développement différents en 2011 

selon le protocole décrit au paragraphe 5.1. Huit échantillons ont été utilisés : trois extractions d’ARN 

différentes pour le premier stade (immature ; gousse verte-jaune ; CaG) et le dernier stade (mature ; gousse 

marron ; CaB) et deux extractions pour le stade intermédiaire (mi-mature ; gousse jaune ; CaY). Pour la 

première étape de l’amplification, 300 ng d’ARN et 0,25 µL de T7-oligo-dT (Ambion) sont incubés 10 min à 65°C 

dans un volume final de 3 µL puis 2h à 42°C après ajout de 2 µL d’un mix « first strand » [0,5 µL de tampon 

« first strand »10X (Ambion) / 1 µL de dNTP (Ambion) / 0,25 µL d’inhibiteur de Rnase (Ambion) / 0,25 µL de 

Reverse transcriptase Array Script (Ambion)]. 20 µL d’un deuxième mix « second strand » [2,5 µL de tampon 

« second strand » 10X (Ambion) / 1 µL de dNTP (Ambion) / 0,25 µL de Rnase H (Ambion) / et 0,5 µL de DNA 

polymérase (Ambion)] sont ajoutés pour la synthèse du deuxième brin d’ADNc pendant 2h à 16°C. Après ajout 

de 75 µL d’H20 DEPC, les ADNc sont purifiés à l’aide du kit DNAclear (Ambion) selon les instructions du fabricant 

et l’élution finale est réalisée avec 2 x 5 µL d’H20 DEPC préchauffée à 55°C. 

La transcription in vitro est réalisée par ajout de 6 µL d’un mix [1 µL d’ATP, de GTP, de CTP et d’UTP 75 

mM chacun (Ambion) / 1 µL de tampon de réaction T7 10X (Ambion) / 1 µL de T7 enzyme mix (Ambion)] et 

incubation pendant 2h à 37°C. Après ajout de 86 µL d’H20 DEPC, les ARNa sont purifiés à l’aide du kit 

MEGAclear (Ambion) selon les instructions du fabricant et l’élution finale est réalisée avec 2 x 50 µL d’H 20 DEPC 

préchauffée à 55°C. La concentration en ARNa est mesurée par le spectrophotomètre NanoDrop ND-1000 UV-

VIS (NanoDrop Technologies) tandis que leur intégrité est évaluée par dépôt de 500 ng sur gel d’agarose 1% 

TBE 0,5X. 
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Figure 6.5. Plan d’hybridation des échantillons pour l’analyse du  transcriptome de graines de C. australe.  

Les cotylédons de trois stades de développement de la graine de C. australe ont été utilisés pour l’analyse : un stade 

immature gousse verte-jaune (CaG), un stade mi-mature gousse jaune (CaY), un stade mature gousse marron (CaB). Pour 

le premier et le dernier stade, trois extractions d’ARN différentes ont pu être effectuées mais seulement deux pour le stade 

mi-mature. L’analyse a été faite en ‘dye swap’, c'est-à-dire que chaque comparaison entre deux répétitions a été faite deux 

fois avec inversion des marquages à la Cy5 (vert) et à la Cy3 (rouge). L’analyse complète entre cotylédons immatures et 

matures compte donc 2x3=6 comparaisons tandis que les analyses complètes avec les cotylédons mi-matures impliquent 

2x2=4 comparaisons. Par manque de place sur la lame (qui ne compte que 12 puces), la comparaison Y1 / B1 n’a pas été 

effectuée pour le moment. Le numéro de la puce utilisée pour chaque comparaison est indiqué par les nombres de 1 à 12. 
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Les ARNa sont finalement concentrés par ajout de 1/100 de volume d’acrylamide (pour rendre le culot 

plus visible), de 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M pH 5,2 et de 2,5 volumes d’éthanol absolu. Après 1h 

à -20°C et 45 min de centrifugation à 14000 rpm et 4°C, le culot est lavé avec 1 mL d’éthanol 70 % puis repris 

dans le volume d’H20 DEPC permettant d’obtenir une concentration d’environ 1 µg µL-1. 

 

7.2-Marquage des ADNc et précipitation des cibles 

Le marquage est effectué par incorporation de cyanine rouge (Cy3) ou verte (Cy5) au cours d’une 

transcription inverse des ARNa. Un mélange de 5 µg d’ARNa, 2 µg de Random nonamères (Sigma) et 20 u 

d’inhibiteur de RNase (Ribolock, Thermo Scientific) estt mis à incuber à 65°C pendant 10 min dans un volume 

final de 10,5 µL puis 2h à 42°C après ajout de 20 µL d’un mix « marquage » [tampon « first strand » 

(Invitrogen) 1X final / DTT 10 mM final (Invitrogen) / mix [dDTP 500 µM final /dCTP 100 µM final] / Cy5 ou Cy3 

selon l’échantillon 75 µM final (Interchim) / 200 u de Superscript revertase III (Invitrogen)]. Au bout de 1h à 

42°C, 200 u de Superscript revertase sont rajoutés au mélange, soit une concentration finale utilisée pour cette 

étape de 2X. Après ajout de 79 µL d’H20 DEPC, les ADNc marqués (les cibles) sont purifiés à l’aide du kit 

Nucleospin PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon les instructions du fabricant et l’élution finale est réalisée 

avec 2 x 21 µL d’H20 DEPC préchauffée à 55°C. La concentration en ADNc (ng/µL) et en Cy5 (ou Cy3) 

(pmol/µL) est mesurée par le spectrophotomètre NanoDrop ND-1000 UV-VIS (NanoDrop Technologies). 

L’analyse transcriptomique repose sur la compétition entre les ADNc d’un échantillon marqué à la Cy5 

et ceux d’un deuxième échantillon marqués à la Cy3 pour l’hybridation des sondes sur une puce. Ces deux 

échantillons sont hybridés sur la puce en un seul dépôt et doivent donc être mélangés avant l’hybridation. Pour 

cela, 30 pmol de cibles marquées à la Cy5 (échantillon 1) et à la Cy3 (échantillon 2) sont précipitées ensemble 

selon le protocole décrit à la fin de l’amplification des ARN (cf 7.1).  

 

7.3-Plan d’hybridation 

Trois extractions d’ARN différentes ont été utilisées pour le premier et le dernier stade et deux 

extractions pour le stade intermédiaire. Ces échantillons ont été hybridés en ‘dye-swap’, approche adaptée aux 

analyses avec peu d’échantillons et plus robuste d’un point de vue statistique en augmentant le nombre de 

comparaisons (Figure 6.5) (Churchill, 2002). Le swap est un groupe d’échantillons correspondant à une seule 

comparaison biologique. Pour nos données sur C. australe trois swaps ont été étudiés : 

CaG/CaB (immature/mature) ; CaG/CaY (immature/mi-mature) ; CaY/CaB (mi-mature/mature). Chaque 

comparaison entre deux répétitions a été faite deux fois avec inversion des marquages à la Cy5 (vert) et à la 

Cy3 (rouge). L’analyse complète entre cotylédons immatures et matures compte donc 2x3=6 comparaisons 

tandis que les analyses complètes avec les cotylédons mi-matures impliquent 2x2=4 comparaisons. Par 

manque de place sur la lame (qui ne compte que 12 puces), la comparaison Y1 / B1 n’a pas été effectuée pour 

le moment. La comparaison entre graine mi-mature et mature est donc incomplète.   

 

7.4-Hybridation des puces et scan des lames 

Chaque culot contenant les ADNc marqués des deux échantillons hybridés sur la puce est resuspendu 

dans 2,2 µL de STC (Sample Tracking Control) (NimbleGen) puis 5,8 µL d’un mix de solution d’hybridation 
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[tubes 1, 2 et 3 du kit d’hybridation (NimbleGen)] avant d’être incubé 5 min à 95°C. 6,3 µL d’échantillon sont 

déposés sur chacune des puces via le mixer fixé sur la lame, puis cette dernière est placée 16-20h à 42°C dans 

la station d’hybridation. Le mixer est ensuite décollé de la lame dans une solution de lavage I [tampon lavage I 

(NimbleGen) / DTT 100 µM] préchauffée à 42°C puis la lame est successivement lavée 2 min avec la solution de 

lavage I, 1 min avec la solution de lavage II [tampon lavage II (Nimblegen) / DTT 100 µM] et 15 sec avec la 

solution de lavage III [tampon lavage III (NimbleGen) / DTT 100 µM]. 

Les lames 12-plex NimbleGen sont analysées par le scanner MS 200 (NimbleGen) et le logiciel MS 200 

v1.2 avec une résolution de 2 µm. Le vert (532 nm) et le rouge (635 nm) sont scannés indépendamment, par 

conséquent deux fichiers TIFF sont générés pour une lame, respectivement nommés lame_puce_date_532.tif et 

lame_puce_date _635.tif. 

 

7.5-Traitement statistiques 

Les fichiers d'image des scans ont été traités par le logiciel DEVA v1.2.1 ; les signaux sont identifiés par 

alignement de la grille d'identification des sondes et convertis en valeurs numériques. Ces données sont 

exportées au format pair (données brutes) pour chaque couleur (532 nm et 635 nm) : 

"lame_puce_date_532.pair" et "lame_puce_date_635.pair". A l’aide des logiciels R v2.14 http://www.r-

project.org, Rstudio http://www.rstudio.com et du script ‘pair’ développé au laboratoire, les fichiers de chaque 

couleur sont compilés en un fichier texte "lame_puce.txt" au format d'entrée pour une analyse par le package 

‘LIMMA’ (Linear Models for Microarray data du projet Bioconductor http://www.bioconductor.org) pour 

l'analyse différentielle des signaux : liste pour chaque identifiant de sonde des intensités et du bruit de fond 

associé à 532 nm et 635 nm. Le script ‘Anadiff’ analyse les données et sort les résultats présentés sous 

différentes formes. Les valeurs d'intensité brutes subissent tout d'abord une transformation logarithmique puis 

sont linéarisées par l’application ‘lmfit’. Elles sont ensuite normalisées par la méthode de Loess sans 

soustraction du bruit de fond (régression par intervalles). Pour l'analyse différentielle des intensités, le package 

‘LIMMA’, permet d'utiliser un modèle Bayésiens d'évaluation statistique de la différence d'expression par 

modération des écart-types. C'est un test-t stable et puissant adapté aux expériences contenant un faible 

nombre de répétitions. Un contrôle des faux positifs est fait sur les p-value par le package kerfdr 

(AgroParisTech) utilisant la procédure de Benjamini-Hochberg (BH). Les sondes sont dites significativement sur 

ou sous-exprimées si la p-value corrigée (BH) est inférieur à 5 %. 

Pour notre étude comparative entre C. australe et M. truncatula nous avons travaillé sur les valeurs 

d’intensités. Pour l'analyse des intensités, un calcul du bruit de fond est fait sur la moyenne des 10 000 

intensités les plus faibles à laquelle on ajoute deux fois l’écart type. Ce bruit de fond est soustrait des intensités 

normalisées et les valeurs négatives sont remises à zéro. Ces valeurs d’intensités sont exportées en format 

texte : "norm_intensities_bkg_swap_txt". En parallèle de ces analyses, un fichier de traçabilité et d'assurance 

qualité est automatiquement généré. Il identifie entre autres le nombre de sondes pour lesquelles la valeur 

absolue du ratio est supérieure à 1 et la p-value supérieure à 1 %. Ces données sont écartées par l'analyse 

statistique car trop variables entre les différentes répétitions. Un autre contrôle qualité surveillé est la variance 

du swap : il doit se situer dans une fourchette de 0,04 à 0,1. Le swap est un groupe d’échantillons 

correspondant à une seule comparaison biologique. Pour nos données sur C. australe trois swaps ont été  

http://www.rstudio.com/
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Figure 6.6. Principe de la PCR inverse utilisée pour le clonage des séquences complètes des gènes MtABI3 et 

CaABI3.  

La PCR inverse est utilisée pour cloner les régions 5’ et 3’ du gène (en vert) à partir d’une région centrale connue (en 

rouge). L’ADN génomique est digéré par une enzyme de restriction ayant un site de restriction (en bleu) dans la séquence 

connue. Puis deux fragments, contenant respectivement la région 5’ et la région 3’ du gène ainsi qu’une partie de la région 

centrale connue, sont ligués sur eux même dans un grand volume réactionnel contenant la T4 DNA ligase. Un couple 

d’amorces (en orange) est dessiné dans la région connue pour chacun de ces fragments. Les amorces sont orientées dans le 

sens inverse par rapport à une PCR classique et permettent d’amplifier les régions non connues par PCR.  
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étudiés : CaG/CaB (immature/mature) ; CaG/CaY (immature/mi-mature) ; CaY/CaB (mi-

mature/mature). Le nombre de sondes écartées est respectivement de 141, 130 et 382 pour les swaps 

CaG/CaB , CaG/CaY et CaY/CaB, sur un total de 96 250 sondes. La variance est respectivement de 0,066, 

0,031 et 0,044. Ces valeurs très faibles nous permettent d’analyser les intensités avec confiance. 

 

8-Analyse fonctionnelle de CaABI3 

8.1-Clonage des séquences complètes des gènes MtABI3 et CaABI3 

L’ADN génomique des deux espèces a été extrait avec le kit Nucleospin food (Macherey Nagel) à partir 

de feuilles de C. australe et de M. truncatula R108. La séquence du gène MtABI3 était déjà partiellement 

disponible dans la base de données MtGI11 sous forme d’un EST (TC193312). Pour CaABI3, un premier 

fragment du gène a été cloné par PCR dégénérée. Pour cela, un couple d’amorces dégénérées a été dessiné 

dans les zones les plus conservées du gène, en se basant sur l’alignement des séquences ABI3 de différentes 

espèces végétales disponibles dans Genbank (Annexe 8 pour les amorces). Le produit PCR a été cloné dans le 

vecteur pJet1.2 (CloneJET kit, Thermo Scientific, Bremen, Germany) et séquencé. Les séquences complètes ont 

été obtenues par inverse PCR à partir de 5 µg d’ADN génomique digéré par EcoRI (25 u / 50 µL volume final ; 

Promega, Madison, WI, USA) puis ligué par la T4 DNA ligase (50 u / 450 µL volume final ; Fermentas, Vilnius, 

Lituanie). La ligation s’est faite dans un grand volume pour favoriser la ligation de l’ADN sur lui-même et 

obtenir ainsi un fragment d’ADN génomique circularisé qui a servi de matrice pour la PCR inverse. A partir de la 

région connue des gènes CaABI3 et MtABI3, de nouveaux couples d’amorces ont été dessinés pour amplifier les 

séquences complètes qui ont été clonées dans le vecteur pJet1.2 (CloneJET kit, Thermo Scientific, Bremen, 

Germany) et séquencés. Le principe de la PCR inverse est décrit dans la figure 6.6. 

 

8.2-Construction des vecteurs d’expression pour la surexpression des gènes ABI3 et la 

complémentation du mutant abi3-5 d’A. thaliana 

8.2.1-Les vecteurs binaires et le clonage Gateway 

L’analyse fonctionnelle de CaABI3 comprend d’une part une sur-expression du gène dans des racines 

de M. truncatula et d’autre part une complémentation du mutant abi3-5 d’A. thaliana. Ces deux 

expérimentations nécessitent donc deux types de vecteurs d’expression différents. Pour la sur-expression dans 

les racines, les séquences ATG/stop (avec les introns) des gènes CaABI3, CaABI3-like et MtABI3 ont été 

introduites en aval d’un promoteur constitutif 35S dans le vecteur de destination pK7WG2D (Karimi et al., 

2002) par le système Gateway (Invitrogen). Pour la complémentation, la séquence codante de CaABI3 et 

AtABI3 (contrôle) a été introduite en aval du promoteur de AtABI3 (la séquence en amont de CaABI3 n’ayant 

pas pu être clonée par PCR inverse) dans le vecteur de destination pKGW (Karimi et al., 2002) par le système 

Gateway Multisite (Invitrogen). Les vecteurs de destination pK7WG2D et pKGW ainsi que le principe du clonage 

Gateway sont décrits dans la figure 6.7. 

Le vecteur pK7WG2D est dit binaire, c'est-à-dire qu’une partie est exprimé dans la bactérie tandis que 

la région comprise entre les bordures gauche (LB) et droite (RB) est transférée à la plante. Cette région 

contient un promoteur 35S permettant de sur-exprimer constitutivement le gène ABI3 inséré. Elle contient 

également un gène codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) afin d’identifier rapidement sous UV les  
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Figure 6.7. Caractéristiques des vecteurs de destination pK7WG2D, pKGW et principe du clonage Gateway 

monosite et multisite.  

Les vecteurs de destination pK7WG2D (A) et pKGW (B) ont respectivement été utilisés pour la sur-expression du gène 

ABI3 dans les racines de M. truncatula et pour la complémentation des mutants abi3-5 d’A. thaliana (Karimi et al., 2002). 

Prom 35S = promoteur constitutif 35S ; ccdB = gène codant pour la toxine « control of cell death » ; Term 35S = 

terminateur 35S ; Kan R = gène de résistance à la kanamycine ; Spc / Str R = Gène de résistance à la spectinomycine et à 

la streptomycine ; Prom RolD = promoteur permettant l’expression du gène codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) 

; EgfpER = gène codant pour la GFP avec un signal d’adressage au réticulum endoplasmique (RE). Les systèmes Gateway 

(C) et Gateway Multisite (D) (Invitrogen) ont respectivement permis de créer les vecteurs d’expression pour la 

surexpression du gène ABI3 dans les racines de M. truncatula et pour la complémentation des mutants abi3-5 d’A. thaliana. 
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racines transformées. Le vecteur pKGW est également binaire et permet le transfert du gène ABI3 sous le 

contrôle de son propre promoteur dans les plantes. Pour les vecteurs pKGW et pK7WG2D, le gène de résistance 

à la spectinomycine / streptomycine (Spc/Str R) permet la sélection des bactéries transformées alors que le 

gène de résistance à la kanamycine (Kan R) permet la sélection des racines ou plantules transformées (Figure 

6.7A et 6.7B). 

La BP clonase permet la recombinaison d’un produit PCR flanqué des sites de recombinaison attB avec 

un vecteur donneur contenant les sites de recombinaison attP pour former un vecteur d’entrée contenant le 

gène d’intérêt à la place du gène ccdB (toxique pour les bactéries). Notons que la recombinaison entre un site 

attB et un site attP donne un site attL dans le vecteur d’entrée. Dans un deuxième temps, la LR clonase permet 

d’insérer le gène d’intérêt dans un vecteur de destination, contenant les éléments nécessaires à sa sur-

expression et les gènes de résistance, pour former le vecteur d’expression par recombinaison entre les sites 

attL du vecteur d’entrée et les sites attR du vecteur de destination (Figure 6.7C). Le vecteur d’expression pour 

la complémentation du mutant nécessite l’insertion de deux éléments distincts : une séquence promotrice et 

une séquence codante. Le clonage Gateway Multisite (Invitrogen) est basé sur le même principe que celui décrit 

précédemment. Deux vecteurs d’entrée possédant des sites attL différents ont été crées par la BP clonase : le 

premier contient la séquence promotrice et le deuxième la séquence codante. Ces deux séquences d’intérêt 

sont associées dans un même vecteur de destination pour former le vecteur d’expression par la LR clonase 

(Figure 6.7D). 

 

8.2.2-Construction des vecteurs d’expression 

Les séquences codantes des gènes AtABI3, MtABI3, CaABI3 et CaABI3-like ainsi que la séquence 

promotrice de AtABI3 (1 883 pb en amont du codon initiateur) ont été amplifiées par PCR à l’aide d’amorces 

sens positionnées au niveau du codon initiateur (ou 1 883 pb en amont pour le promoteur) et d’amorces 

antisens positionnées sur le codon stop (ou juste avant le codon initiateur pour le promoteur). Pour le clonage 

Multisite, ces amorces sont flanquées des sites attB1 / attB5r / attB5 ou attB2 comme indiqué sur la figure 6.7D 

(Annexe 8 pour les amorces). Pour le clonage Gateway classique, la réaction BP est facultative car il est 

possible de créer le vecteur d’entrée directement dans un vecteur pENTR-TOPO par clonage du produit PCR 

avec une amorce sens flanqué de la séquence CACC, cette deuxième option a été choisie. La polymérase ‘proof 

reading’ Phusion (Invitrogen) a été utilisée pour l’amplification PCR dans le milieu réactionnel suivant : tampon 

Phusion HF (contenant le MgCl2) 1X final (Invitrogen)/ dNTP 200 µM final (Promega) / amorce sens 0,5 µM final 

(Eurogentec) / amorce antisens 0,5 µM final (Eurogentec) / 20 ng d’ADN génomique / Phusion polymerase 0,02 

u final (Invitrogen). 

Ces produits PCR ont été directement clonés dans les vecteurs donneurs pDONR (Gateway Multisite) ou 

pENTR-TOPO-D (Gateway) selon les recommandations du fabricant. Des bactéries compétentes E. coli One shot 

Top10 (Invitrogen) ont été transformées par ces vecteurs d’entrée à partir de 2 µL de produit de clonage par 

choc thermique (30 min sur glace / 30 sec à 42°C / 2 min sur glace). Les clones positifs sont sélectionnés sur 

LB kanamycine 50 µg/mL et vérifiés par PCR sur colonies. Les inserts sont séquencés à l’aide d’amorces 

internes pour s’assurer que les séquences protéiques prédites ne comportent aucune mutation par rapport aux 

séquences de référence (Annexe 8 pour les amorces). 
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Tableau 6.2. Composition du milieu Fahräeus additionnée de kanamycine et fongicide pour la culture des 

racines transformées. 

Micro éléments = MnSO4 CuSO4 ZnSO4 H3BO3 Na2MoO4 ; Agar HP696 est spécialement utilisé pour la culture in vitro. La 

solution a été autoclavée avant ajout du CaCl2 et de la kanamycine. 

 

 Réactif Concentration finale 

Constituants du 

milieu Fahräeus 

classique 

MgSO4 

KH2PO4 

Na2HPO4 

Fe-EDTA 

Micro élements 

CaCl2 

HCl 

Agar HP696 

0,5 mM 

0,7 mM 

0,8 mM 

50 µM 

0,1 µg/mL 

1 mM final 

5 µL/L 

15 g/L 

Composés spécifiques 

à cette étude 

Kanamycine 

Fongicide (PPM) 

25 µg/mL 

1/1000e 

 

Partie

récoltée

Partie non

récoltée

a
b

cd

e f

 

Figure 6.8. Racines transformées sur-exprimant la GFP.  

Sous UV (488 nm), les racines sur-exprimant la GFP émettent une fluorescence verte (a, b, c). Cependant toutes les racines 

ne sont pas transformées (d et e) et dans le cas où une racine n’est pas entièrement verte (f), seule la partie fluorescente a 

été prélevée (photo : David Lalanne). 
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La LR clonase II plus enzyme mix (Invitrogen) a permis la construction des vecteurs d’expression à partir de 50 

ng de chaque vecteur d’entrée et 150 ng de vecteur de destination suivant les instructions du fabricant. Des 

bactéries compétentes E. coli One shot Mach I (Invitrogen) sont transformées par ces vecteurs d’expression à 

partir de 2 µL de produit de clonage par choc thermique (30 min sur glace / 30 sec à 42°C / 2 min sur glace). 

Les clones positifs sont sélectionnés sur LB spectinomycine et streptomycine (50 µg/mL) et vérifiés par PCR sur 

colonies. Les inserts sont de nouveau séquencés pour s’assurer que les promoteurs sont bien en amont des 

séquences codantes (Annexe 8 pour les amorces). 

Par choc thermique ([5 min azote liquide / 5 min 37°C] x 2), des Agrobacterium rhizogenes 

compétentes (souche Arqua-1) ont été transformées avec 1 µg de vecteur d’expression (MtABI3-pK7WG2D ou 

CaABI3-pK7WG2D ou CaABI3-like-pK7WG2D ou pK7WG2D vide). De même, des Agrobacterium tumefaciens 

compétentes (souche Agl1) ont été transformées avec 1 µg de vecteur d’expression (At:AtABI3-pKGW ou 

At:CaABI3-pKGW ou pKGW vide). Après 48h à 28°C, les bactéries transformées sont sélectionnées sur LB 

additionné de spectinomycine et streptomycine (50 µg/ml). Pour A. tumefaciens Agl1, souche naturellement 

résistante à la rifampicine (Rif) et à la carbénicilline (Carb), ces deux antibiotiques sont également ajoutés au 

milieu de sélection respectivement à la concentration de 20 µg/ml et 100 µg/ml. La présence des inserts 

attendus dans les clones est vérifiée par PCR sur colonies, les clones positifs sont conservés à -80°C dans le 

glycérol. 

 

8.3-Sur-expression dans les racines de M. truncatula 

8.3.1-Transformation des racines 

 Pour chacune des constructions, des racines de R108 (type sauvage) et de Mtabi3-2 ont été 

transformées (Boisson-Dernier et al., 2001). L’utilisation du mutant permet de s’affranchir de l’influence 

éventuelle de l’ABI3 endogène qui peut être exprimé au cours du développement dans les racines. Après 

stérilisation à l’eau de javel 2,6 % 3 min, les graines (post-maturées pour R108 et au stade abscission pour 

Mtabi3-2) sont mises à germer sur eau à 20°C (pendant 30 h pour R108 et 48h pour Mtabi3-2) afin d’obtenir 

des radicules d’environ 1 cm. En parallèle, les clones d’ A. rhirogenes contenant les vecteurs d’expression sont 

cultivées à 28°C afin d’obtenir un tapis bactérien (pré-culture 24 h dans 5 mL de LB liquide additionné de 50 

µg/ mL de Spc et de Str sous agitation 200 rpm puis culture 24 h sur boîte LB additionné de 50 µg/ mL de Spc 

et de Str à partir de 450 µL de pré-culture). 

 Après excision d’environ 2 mm de racine et trempage dans le tapis bactérien, les plantules sont 

cultivées pendant environ 6 semaines à 20°C photopériode 16h sur milieu Fahräeus, dont la composition est 

donnée dans le tableau 6.2, additionné de 25 µg/mL de kanamycine (antibiotique de sélection) et d’un fongicide 

dilué 1/1000 (PPM pour Plant Preservative Mixture, Kalys Biotechnologies). Les plantules sont régulièrement 

repiquées sur de nouvelles boîtes. Seules les racines effectivement transformées exprimant le gène codant pour  

la GFP sont récoltées, elles fluorescent en vert sous UV (488 nm) (Figure 6.8). Après congélation immédiate 

dans l’azote liquide, elles sont stockées à -80°C. 

 

8.3.2-Détermination des cibles de  MtABI3 et CaABI3 par analyse transcriptomique 
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Les ARN de racines transformées (trois répétitions pour chaque construction ; environ 10 racines par 

répétition) sont extraits avec le kit Nucleospin RNA plant (Macherey Nagel). Le broyage des racines est effectué 

dans l’azote liquide avec mortier et pilon, puis 350 µL de tampon d’extraction RA3 additionné de B-

mercaptoéthanol dilué 1/1000 (Sigma-Aldrich) et d’une pointe de spatule de PVP (polyvinylpyrrolidone) et PVPP 

(polyvinylpolypyrrolidone) sont ajoutés à la poudre obtenue. Les instructions du fabricant sont suivies pour le 

reste de l’extraction et les ARN sont élués dans 2 x 50 µL d’H20 DEPC préchauffée à 55°C. Après concentration 

(cf 7.1), le culot d’ARN est repris dans 30 µL d’H20 DEPC. L’analyse transcriptomique est ensuite réalisée sur les 

puces Nimblegen 102k M. truncatula selon le protocole décrit au paragraphe 7 afin de déterminer les gènes sur 

et sous-exprimés en réponse à la sur-expression des différents gènes. 

 

8.4-Complémentation du mutant abi3-5 d’A. thaliana. 

8.4.1-Transformation des plantes 

Les premières fleurs formées sur la hampe des mutants abi3-5  ont été transformées par la technique 

du « floral dip » dans une solution d’A. tumefaciens contenant le vecteur d’expression. Trois constructions 

différentes ont été utilisées pour la transformation : At:AtABI3-pKGW, At:CaABI3-pKGW et pKGW vide (cf 8.2.2 

pour la création de ces constructions et leur intégration dans A. tumefaciens). Une pré-culture de ces trois 

clones bactériens est réalisée dans 5 mL de LB liquide additionné des antibiotiques adéquats (Spc et Str 50 µg/ 

mL ; Rif 20 µg/ mL ; Carb 100 µg/mL) sous agitation 200 rpm à 28°C pendant 24h. Puis 300 mL de LB 

additionné des antibiotiques adéquats sont inoculés avec 1 mL de préculture et cultivés sous agitation jusqu’à 

atteindre une DO de 1,8 (environ 28 h). Les bactéries sont alors précipitées par centrifugation 5 min à 4000 

rpm et resuspendues dans un tampon d’infiltration (MgCl2 10 mM / saccharose 5 % / Silwet 0,02 %). Les 

plantes sont immergées 30 secondes dans cette solution bactérienne puis placées sous cloche sur du papier 

imbibé pendant 48h pour conserver une humidité importante. Les graines sont récoltées au stade ouverture des 

siliques et stérilisées à l’éthanol 100 %.  

 

8.4.2-Sélection et caractérisation phénotypique des plantes transformées  

Les graines récoltées pour chacune des trois lignées abi3-5 complémentées : AtABI3/abi3-5, 

CaABI3/abi3-5 et pKGW/abi3-5 sont mises à germer sur milieu de sélection (½ MS ; 0,8 % agar ; kanamycine 

[25 µg/mL] ; PPM [fongicide]). Après deux semaines, les plantules toujours vertes sont transférées sur terreau 

et un screening PCR est effectué pour confirmer la présence de la construction dans l’ADN génomique de ces 

plantes (Annexe 8 pour les amorces et le gel associé). Une seule lignée CaABI3/abi3-5 a survécu à la sélection 

kanamycine et a été validée par PCR, deux lignées AtABI3/abi3-5 ont survécu à la sélection kanamycine mais 

seule la première a été validée par PCR et les trois lignées pKGW/abi3-5 sélectionnées sur kanamycine ont été 

validées par PCR. 

Les graines sauvages, mutantes abi3-5 non complémentées et complémentées AtABI3/abi3-5 (lignée 

1), CaABI3/abi3-5 et pKGW/abi3-5 (lignée 1) ont été caractérisées sur cinq aspects du phénotype : couleur de 

la graine à la déhiscence des siliques, dormance, sensibilité à l’ABA, tolérance à la dessiccation et longévité. La 

dormance est mise en évidence par comparaison des cinétiques de germination sur eau à 20°C 16h 

photopériode avec et sans stratification préalable 3 jours à 4°C obscurité. La sensibilité à l’ABA est évaluée par 



186 
 

germination sur ABA (isomères cis/trans, Sigma, St Louis, MO, USA) 1 µM et 10 µM à 20°C 16h photopériode. 

La TD des graines est déterminée par germination sur eau à 20°C 16h photopériode après 48h dans un 

dessiccateur K2CO3 44 % RH. La longévité des graines est testée par vieillissement accéléré à 35°C NaCl 75 % 

RH pendant 2, 4, 6, 8 et 10 jours. 
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Annexe 1. Séquences des amorces et températures d’hybridation utilisées pour le chapitre II. 

 

Validation des mutants Mtabi3 et clonage du gène MtABI3 chez A17 

Fonction Nom amorce Séquence 5' - 3' Tm 

RT-PCR + Tnt1 insertion Mt-ABI3-F GCAACAAGTTCAAGTGCAAG 
60°C 

RT-PCR Mt-ABI3-R TCATTTTTTTCTCTTTGGTGAAG 

screening mutant 
Tnt-R CACAGGTTCTGCTCGTTCACTG 

60°C 

Tnt-F ACAGTGCTACCTCCTCTGGATG 

PCR inverse 
iPCRABI3_F GATGAGACATAAACCGCCGT 

60°C 

iPCRABI3_R GAAAAACCAGCATGGGAAAA 

Amorces internes pour 
séquençage de contrôle 

Mt-ABI3-seq1 CTCAGCAACAGCAACAAGAT 
 

Mt-ABI3-seq2 TAACGCATATTCCAAACTCG 
 

Mt-ABI3-seq3 TATTGATTTCCATAACCTCCAAAA 
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Annexe 2. Contigs de C. australe homologues des gènes codant pour les protéines LEA identifiées chez M. 

truncatula. 

L’identification des contigs est basée sur les resultants de blastn contre les bases de données de M. truncatula MtGI11 and 

Mt3.5 (e-value < 10-6). Les contigs surlignés en gris sont associés à plusieurs gènes de M. truncatula ; ND = pas 

d’homologue identifié dans le transcriptome de C. australe. 

Famille 

(classification 

PFAM ) Nom de la protéine 

Base de 

données M. truncatula ID 

Contigs        

C. australe  E-value 

Longueur 

alignement 

% 

identité 

dehydrin     

(PF00257) 

DHN3 MtGI11 TC175037 
Ca_11990 1,E-11 989 52,4 

Ca_12667 6,E-07 952 48,3 

PM12 Mt3.5 Medtr3g117190 
Ca_10586 3,E-14 800 55,4 

Ca_5668 6,E-14 676 53,8 

dehydrin-cognate Mt3.5 Medtr3g117290 Ca_9276 1,E-11 630 54,7 

BudCar5 Mt3.5 Medtr7g086340 

Ca_16167 6,E-09 423 63,9 

Ca_21263 2,E-08 354 61,3 

Ca_31427 4,E-09 359 69 

Ca_41650 1,E-09 284 62,2 

SLTI66 MtGI11 TC182121 ND ND ND ND 

RAB21 Mt3.5 Medtr8g106140 Ca_20634 2,E-14 279 62,5 

LEA_5      

(PF00477) 

EM6 Mt3.5 Medtr4g016960 Ca_14307 2,E-83 305 83,1 

EM1 MtGI11 AJ498523 Ca_2036 3,E-41 464 71,2 

LEA_4       

(PF02987) 

SBP65 
Mt3.5 Medtr4g079690 Ca_7340 7,E-07 961 56,1 

MtGI11 TC185888 Ca_1960 1,E-08 1120 47,3 

PM10 MtGI11 TC174929 Ca_3035 2,E-11 1747 54,4 

PM18 MtGI11 TC183861 
Ca_330 6,E-15 1206 67,7 

Ca_8462 8,E-22 502 60,3 

Maturation polypeptide2 Mt3.5 Medtr1g061730 
Ca_330 8,E-11 1047 62,9 

Ca_8462 2,E-15 668 71 

LEAM Mt3.5 Medtr2g014040 Ca_7604 5,E-22 1128 55,4 

CapLEA.I MtGI11 TC175990 
Ca_42722 3,E-12 789 62,5 

Ca_8841 3,E-20 275 66,8 

CapLEA.II MtGI11 TC194635 Ca_8841 7,E-12 821 61,6 

CapLEA.III MtGI11 TC178278 Ca_8841 1,E-10 739 62,9 

LEA_1     

(PF03760) 

PM1 Mt3.5 Medtr7g093170 Ca_8304 1,E-08 557 57,4 

D-113.I Mt3.5 Medtr7g093140 Ca_8304 1,E-08 328 62,5 

D113.II Mt3.5 Medtr7g093160 Ca_8304 4,E-08 255 59,4 

PM29 MtGI11 TC183357 Ca_6614 3,E-38 744 55,1 

SMP          

(PF04927) 

D-34.I Mt3.5 Medtr1g072090 ND ND ND ND 

PM25 MtGI11 TC174777 Ca_6007 2,E-61 1030 69 

D-34.II MtGI11 TC183570 Ca_25629 5,E-34 386 80,1 

D-34.III Mt3.5 Medtr2g076230 Ca_23377 3,E-10 581 47,2 

ECP31 Mt3.5 Medtr3g034660 Ca_11459 6,E-13 806 69,3 

D-34.IV MtGI11 
TC196118 ND ND ND ND 

  
LEA14-like c MtGI11 BQ124186 

Ca_11619 6,E-62 801 66,8 

  Ca_15389 9,E-13 583 64,8 
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  Ca_21839 4,E-47 540 71,7 

LEA_2       

(PF03168) 

LEA14 Mt3.5 Medtr7g079180 

Ca_11619 6,E-22 459 73 

Ca_15389 5,E-11 495 64 

Ca_21839 6,E-18 456 74,3 

LEA-like a Mt3.5 Medtr5g088850 

Ca_13037 1,E-121 819 81,5 

Ca_13771 1,E-75 360 83,8 

Ca_6845 3,E-179 960 83,6 

LEA-like b MtGI11 TC174481 

Ca_13037 1,E-88 376 85,6 

Ca_13771 1,E-87 838 58,9 

Ca_6845 6,E-110 805 77,8 

LEA_3     

(PF03242) 

LEA5 Mt3.5 Medtr4g120040 ND ND ND ND 

LEA-like protein MtGI11 NP7252631 ND ND ND ND 

ARG-2 MtGI11 TC176432 

Ca_46429 6,E-10 221 62,3 

Ca_15390 4,E-12 788 56,2 

Ca_16897 3,E-08 713 56,9 

ARG-2-like MtGI11 TC187764 

Ca_15390 1,E-14 723 55,1 

Ca_16897 1,E-10 635 58,7 

Ca_42980 1,E-11 272 58,8 
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Annexe 3. Description des spots identifiés dans le protéome stable à la chaleur de cotylédons de C. australe. 

Les spots associés à des polypeptides de protéines LEA sont indiqués en gras. MW match = poids moléculaire de la protéine 

identifiée ; pI match = point isolélectrique de la protéine identifiée ; MW obs = poids moléculaire du spot visible sur le gel ; 

pI obs = point isolélectrique du spot visible sur le gel. 

Spot Match ID Description du match 

Nombre 

de 

peptides 

MW 

match 

pI 

match 

MW 

obs pI obs 

1 O04132 SRC1 (soybean gene regulated by cold) (BudCar) 2 12 7,1 17 6 

2 B2D2G4 small heat-shock protein 3 25 8,5 17 5 

3 Q70EM0 LEA D-11 (DHN3) 2 24 6 25 6 

4 Q8GUS4 Dehydrin (DHN3) 2 20 5,8 26 6 

5 TC174308  Dehydrin-cognate (DHN cogn) 5 24 5,5 35 4 

6 O04237 Transcription factor 5 40 6,4 45 6,5 

7 Q2TUW1 Abscisic stress ripening-like protein 5 25 5,5 40 5 

8 Q2TUW1 Abscisic stress ripening-like protein 1 25 5,5 40 5 

9 Q39871 Late embryogenesis abundant protein (MP2) 4 51 6,3 65 5 

10 B1Q2X4 Protein disulfide isomerase (PDIL-1) 15 59 5,1 65 4 

13 Q9FQ13 Cystatin-like protein 4 13 9,2 <15 9 

14 no match             

16 Q5PSJ1  Glutaredoxin (grxC1) 2 13 8,8 <15 8 

17 no match             

18 O49817 CAPLEA 6 16 9,6 15,5 8 

19 O49817 CAPLEA 4 16 9,6 15,5 7,5 

  Q41649 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 4 16 6,7 15,5 7,5 

22 Q93WK3 Bowman-Birk inhibitor 2 11 6,9 <15 7,5 

23 Q8RU22 Bowman-Birk type proteinase isoinhibitor C (WSTI-C) 1 12 5,2 <15 6,5 

24 O65639 Cold shock protein 1 1 31 8,2 <15 6,5 

25 O65639 Cold shock protein 1 1 31 8,2 17 7,5 

26 Q41231 Pathogen and wound inducible antifungal protein CBP20 3 22 7,9 15,5 6,5 

27 Q9M4Z9 Pathogenesis-related protein 4 (PR-4) 5 14 5,6 15,5 7 

28 P02877 Pro-hevein (HEV1) 3 22 5,6 15,5 7 

29 P29063 Pathogenesis-related protein PR-4B 1 17   <15 6,5 

  A9NR43 Putative uncharacterized protein 1 16 

 

<15 6,5 

  Q41230 CBP20 Fragment 3 22 7,9 <15 6,5 

31 B9SP82 Major latex protein putative 1 14 6,7 <15 7 

  A4RXS9 Predicted protein  1 25 5,8 <15 7 

  A4Q7L3 Putative uncharacterized protein 1 19 5,1 <15 7 

  A9SF58 Predicted protein 1 90 

 

<15 7 

  Q9SWS4 Ripening-related protein 1 18 5,4 <15 7 

32 B9SP82 Major latex protein putative 1 14 6,7 <15 7 

33 Q9Z2B5 Eukaryotic translation initiation factor alpha kinase 2 123 5,1 16 6,5 

  P09761  Wound-induced protein WIN1 1 21 8,6 16 6,5 

35 P93501 Ubiquitin-like protein 4 45 8,2 <15 5 

36 Q6S3E6 Polyubiquitin (Ubq1) 8 

  

<15 5,5 

37 P93510 Em protein 2 11 5,8 <15 5,5 

38 Q9SQL5 Superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD1) 2 15 5,3 <15 5,5 
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39 Q40540 Pit2 protein 3 10 4,9 15 5,5 

40 A9PB52 Endoribonuclease L-PSP domain containing protein 4 22 8,8 <15 5 

41 no match             

42 Q8L6E7 Double-headed Trypsin inhibitor 1 11 6,4 <15 5 

44 no match             

45 Q39840 Cysteine proteinase inhibitor 7 10 5,7 <15 4,5 

46 Q06445 Cysteine proteinase inhibitor 1 11 6,1 <15 5 

48 Q6F3C5 ML domain protein, putative, expressed 3 17 5,7 <15 4 

49 A0A9R6 Histone H4 1 11,5 <15 4 1 

50 Q6F3C5 ML domain protein, putative, expressed 2 17 5,7 <15 4,5 

51 P93510 Em protein 2 11 5,8 <15 5 

  Q94JQ4 Endoribonuclease L-PSP family protein 3 20 8,5 <15 5 

52 no match 

     

  

54 O65198 Superoxide dismutase [Cu-Zn], chloroplastic 4 21 6 15 4,5 

  Q6YNS1 Putative glycine rich RNA binding protein 3 17 7,8 15 4,5 

55 Q8RW11 Putative glycine rich protein 4 17 5 15 4,5 

  Q9ZST5 PII protein 3 0 0 15 4,5 

56 B4UW51 

Class II small heat shock protein Le-HSP17.6 

(Fragment) 1 15   15 5 

57 Q71F44 Eukaryotic translation initiation factor 5A isoform VIII 3 17 5,5 15,5 5 

58 Q71F44 Eukaryotic translation initiation factor 5A isoform VIII 7 17 5,5 15,5 5,5 

61 TC177423 Small heat shock protein 6 26 7,7 16 4,5 

62 TC177423 Small heat shock protein 4 26 7,7 16 5 

63 B9IGD8 Phosphoethanolamine binding protein 5 19 5,6 16 4,5 

64 no match             

65 Q5WM51 Trypsin protein inhibitor 3 1 23 5 17 4 

66 Q0GPA4 Cystatin (CPI) 6 28 5,6 19 6,5 

67 Q84QX4 Superoxide dismutase (MnSOD) 11 0 0 17 6 

68 B9RR63 GroES chaperonin, putative 6 27 8,9 18 5,5 

69 A5BR41 Superoxide dismutase 2 25 6,8 20 5,5 

70 Q41401 Chitinase homologue 12 36 5,2 22 6 

71 Q39529 Agglutinin II 6 32 6,4 22 5 

72 Q9ZP90  Ferritin (FER) 5 28 5,8 18 4,5 

73 Q0PRR6 Calmodulin 5 17 3,9 15 3,5 

74 Q9SPJ6 Maturation protein pPM32 (LEAm) 2 19 5,3 25 4,5 

75 B9SYF1 SBP65 4 61 8,5 65 7,5 

76 no match             

77 no match 

     

  

78 P85959 Unknown protein 3 Fragment 1         

79 Q8GT65 Serpin-like protein 14 42 0 30 5 

80 B6TQB3 Ran-binding protein 1 3 23 4,7 29 3,5 

82 Q75QC2 Glutamate-rich protein ( LjGluRP1) 12 17 3,9 31 3,5 

  Q8LAU8 Dessication-related protein, putative 2 34 8,8 31 3,5 

83 Q75QC1 Glutamate-rich protein ( LjGluRP2) 6 16 4 35 3,5 

84 Q6TKQ6 putative ankyrin-repeat protein 2 38 4,5 33 4 

85 Q93YR3 FAM10 family protein 8 47 4,8 40 4,5 

86 A0A762 Calreticulin-1 (Gm crt-1) 12 48 4,4 50 4 
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87 Q9LZJ2 Hypothetical protein 6 35 5,3 31 4,5 

88 B7FIV8 Putative uncharacterized protein 7 35 5,4 35 4,5 

  B4G218 Putative uncharacterized protein 1 38 

 

35 4,5 

  A2Q669 Desiccation related protein PCC13 62 putative 2 32 6,1 35 4,5 

  A2Q670 Desiccation related protein PCC13 62 putative 1 33 6,8 35 4,5 

  Q9C7Z0 Dessication-related protein, putative 1 33 

 

35 4,5 

  A2Q670 Desiccation-related protein PCC13-62, putative 1 33 6,8 35 4,5 

  P38661 Probable protein disulfide-isomerase A6 5 41 

 

35 4,5 

  B9RFH6 Protein disulfide isomerase putative 1 40 5,6 35 4,5 

  B3TLY7 Disulfide-isomerase-like protein 1 41 

 

35 4,5 

89 A9SR07 Predicted protein (Heavy-metal-associated domain) 3 9 4,6 20 4 

90 A2PYH3 Alpha chain of nascent polypeptide associated complex 4 22 4,1 22 4 

91 A2PYH3 Alpha chain of nascent polypeptide associated complex 3 22 4,1 23 4 

92 Q2Q4X9 Seed maturation protein PM25 4 26 4,6 25 4 

  P46266 14-3-3-like protein 6 29 4,7 25 4 

93 B4G0G4 HSP20-like domain containing protein 3 34 5,1 31 5 

94 P25974 Beta-conglycinin, beta chain (CG-4) 3 51 5,8 26 4,5 

95 B9GXX4 Predicted protein 8 73 4,4 >65 4 

96 D7SKY2 protein disulphide isomerase 17 64 4,4 >65 4 

97 A5BEE7 HSP70 20 74 5,4 >65 4 

98 Q41401 Chitinase homologue 11 36 5,2 25 5,5 

99 Q9ZW79 Clathrin interactor EPSIN 2 1 31 9,3 25 6 

101 Q8FU38 Putative molybdopterin biosynthesis protein 1 37 5 40 6 

102 A5B6Y2 Putative uncharacterized protein 5 52 4,9 30 4,5 

  A7NU11 Chromosome chr18 scaffold 1 whole genome shotgun 2 28 4,7 30 4,5 

  Q8LAU8 Dessication related protein putative 1 34 8,9 30 4,5 

  B9R777 Cysteine protease putative 1 52 5,2 30 4,5 

  B9SGK4 Cysteine protease putative 1 38 9,5 30 4,5 

  B9IF23 Predicted protein 2 40 6,7 30 4,5 

103 B6TQB3 Ran-binding protein 1 5 23 4,7 30 4,5 

108 no match             

110 Q70I32 Transcription factor homolog BTF3-like protein 4 18 5,5 22 #N/A 
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Annexe 4. Intensité normalisée des spots associés aux LEA dans les protéomes stables à la chaleur de graines 

matures de M. truncatula et C. australe (moyenne de trois gels avec 150 µg de protéines de chaque espèce). 

Identifiant 

SSP de 

chaque 

spot 

Espèces 

Numéro de spot 

sur gel référence 

C. australe  

(figure 2) 

Numéro de spot sur 

gel référence M. 

truncatula (Chatelain 

et al., 2012) (Boudet et 

al., 2006) 

Protéine LEA 

associée aux spots 

(rouge = C. australe ; 

bleu = M. truncatula) 

Famille de 

LEA selon la 

classification 

PFAM 

Intensité 

normalisée 

du spot 

Ecart 

type 

5502 C. australe 4   CaDHN3 

DHN 

PF00257 

7309 1225 

6402 C. australe 3   CaDHN3 112883 31027 

7605 M. truncatula   11 MtDHN3 20490 5013 

7608 M. truncatula   12 MtDHN3 57272 8406 

1601 C. australe 5   CaDHN cogn 11705 892 

5305 C. australe 1   CaBudCar 72374 29055 

5307 C. australe     CaBudCar 3053 730 

6309 C. australe     CaBudCar 16583 6204 

6202 M. truncatula   32 MtBudCar 597 418 

6308 M. truncatula   33 MtBudCar 563 146 

3104 C. australe 51   CaEM1 

LEA_5 

PF00477 

7159 5647 

2204 M. truncatula   71 CaEM1 22026 4526 

5101 C. australe 37   CaEM6 4792 1863 

4103 M. truncatula   44 MtEM6 19606 2303 

8706 C. australe 75   CaSBP65 

LEA_4 

PF02987 

364 51 

5806 M. truncatula   1 MtSBP65 2737 2284 

6801 M. truncatula   2 MtSBP65 6530 3035 

6803 M. truncatula   3 MtSBP65 18181 4226 

6805 M. truncatula   4 MtSBP65 22961 15983 

6808 M. truncatula   5 MtSBP65 7079 4250 

7808 M. truncatula   56 MtSBP65 408 207 

8804 M. truncatula   57 MtSBP65 466 276 

8805 M. truncatula   60 MtSBP65 338 123 

3710 M. truncatula     MtPM10 3765 105 

4704 M. truncatula   52 MtPM10 9701 5350 

5701 M. truncatula   8 MtPM10 18395 11331 

5705 M. truncatula     MtPM10 2904 1590 

4604 M. truncatula   14 MtPM18 7374 3207 

5602 M. truncatula   15 MtPM18 35061 15381 

6601 M. truncatula   16 MtPM18 2472 1550 

2704 C. australe 9   CaMP2 790 237 

3707 C. australe     CaMP2 3374 1408 

3711 C. australe     CaMP2 2010 541 

6501 M. truncatula   55 CaMP2 1299 713 

7501 M. truncatula   19 CaMP2 5663 2177 

7503 M. truncatula   62 CaMP2 22318 15483 

2406 C. australe 74   CaLEAM 534 323 

1505 M. truncatula   21 CaLEAM 9689 494 

8202 C. australe 18   CaCapLea 14972 4317 

8301 C. australe 19   CaCapLea 6621 3243 

8201 M. truncatula   38 MtCapLea 3221 1388 

8203 M. truncatula   39 MtCapLea 27423 3284 

9101 M. truncatula   43 MtD113 LEA_1 

PF03760 

12060 11188 

9302 M. truncatula   32 MtPM1 12250 8871 

1304 M. truncatula   65 MtD34.I 

SMP 

PF04927 

6200 798 

1403 M. truncatula   63 MtD34.II 8578 2262 

405 C. australe 92   CaPM25 4141 1704 

404 M. truncatula   22 CaPM25 16039 2440 
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Annexe 5. Intensité normalisée des spots associés aux protéines LEA dans les protéomes stables à la chaleur 

de graines matures de M. truncatula R108 (type sauvage), Mtabi3-1 et Mtabi3-2. 

Les valeurs présentées sont les moyennes de 4 gels pour R108 et 3 gels pour Mtabi3-1 et Mtabi3-2 avec 150 µg de 

protéines. 

   
R108 Mtabi3-1 Mtabi3-2 

   Numéro de 

spot sur le 

gel 

référence 

de M. 

truncatula 

R108 

(Chatelain 

thèse, 

2011) 

Identification SSP 

Intensité 

normalisée 

du spot 

Ecart 

type 

Intensité 

normalisée 

du spot 

Ecart 

type 

Intensité 

normalisée 

du spot 

Ecart 

type 

ratio 

WT/abi3-1 

ratio 

WT/abi3-2 

P-value 

difference 

WT-abi3 

(paired t-test 

Statgraphics) 

106 SBP65 2202 23381 14973 2981 782 1318 430 0,13 0,06 1,9E-03 

58 SBP65 8804 7890 2056 916 51 258 146 0,12 0,03 2,2E-06 

96 SBP65 8601 6588 3601 1246 453 241 192 0,19 0,04 8,0E-03 

59 SBP65 7801 1205 355 157 272 100 173 0,13 0,08 6,1E-05 

50 SBP65 1601 824 457 300 311 0 0 0,36 0,00 1,4E-02 

57 SBP65 7902 802 552 169 293 275 476 0,21 0,34 1,7E-01 

56 SBP65 7901 372 254 120 208 16 29 0,32 0,04 1,2E-01 

100 PM25 401 7889 1025 4185 2307 2117 500 0,53 0,27 3,5E-04 

91 PM18 6202 11886 7891 895 425 251 317 0,08 0,02 1,5E-02 

89 PM18 6203 7245 4319 648 456 449 383 0,09 0,06 2,2E-02 

84 PM18 3601 4981 2268 1961 527 1361 390 0,39 0,27 1,3E-02 

87 PM18 6303 3361 2006 365 556 258 442 0,11 0,08 1,1E-01 

8 PM10 5804 9639 2976 2276 1912 1350 828 0,24 0,14 8,9E-03 

52 PM10 4803 1169 1006 296 512 201 349 0,25 0,17 2,1E-01 

94 PM10 3505 888 977 5154 2946 3531 2492 5,80 3,98 2,5E-01 

32 PM1 9301 2020 2634 18045 15326 20108 11217 8,93 9,95 1,0E-01 

105 MP2 8301 30831 11121 3045 723 1447 245 0,10 0,05 4,3E-04 

19 MP2 7704 1143 138 1877 664 1179 106 1,64 1,03 2,5E-01 

55 MP2 6603 1075 838 232 402 303 525 0,22 0,28 1,8E-01 

99 LEAM 1503 4144 5616 13987 13753 6833 8001 3,38 1,65 7,6E-01 

44 EM6 4001 21817 6784 0 0 0 0 0,00 0,00 1,4E-03 

71 EM prot 2201 13844 5064 0 0 0 0 0,00 0,00 8,9E-05 

93 DHN3 7702 17060 5610 46237 33034 19162 13043 2,71 1,12 3,7E-01 

92 DHN3 7701 2807 821 10729 10647 6899 8093 3,82 2,46 6,1E-01 

97 D34.I 501 5515 1259 1976 1921 1976 275 0,36 0,36 2,9E-04 

101 D34.II 1401 304 608 2452 1756 896 1050 8,07 2,95 4,7E-01 

43 D113.I 9102 30341 6446 17694 2888 9929 4056 0,58 0,33 3,0E-03 

39 CapLea 9204 33137 13756 70186 8081 47395 9440 2,12 1,43 5,4E-02 

107 CapLea 8303 26653 13025 26115 2461 4414 1040 0,98 0,17 2,2E-02 

38 CapLea 7202 3662 1282 3408 5904 0 0 0,93 0,00 1,1E-02 

 



224 
 

 

Annexe 6. Contigs Ca associés aux gènes Mt codant pour les régulateurs et répresseurs majeurs de la 

maturation des graines. 

Les différents gènes codant pour les régulateurs majeurs de la maturation ainsi que l’identifiant associé chez M. truncatula 

sont indiqués dans la première colonne. Les contigs Ca reliés à chaque identifiant Mt ainsi que la e-value associée sont 

indiquées dans les deux colonnes suivantes. Les colonnes CaG, CaY et CaB indiquent les intensités mesurées (en log) pour 

chaque sonde associée au contig Ca au cours du développement de la graine de C. australe. Le ratio entre graine mature et 

immature est indiqué dans la colonne CaG/CaB. Pour les gènes associés à plusieurs contigs Ca, la valeur moyenne 

d’intensité et de ratio (en rouge dans le tableau) a été utilisée pour la figure 3.8. 
 

Gene | Mt ID Ca probe_id E value Ca Mt CaG CaY CaB CaG/CaB 

LEC1 | Mt3.5.1s042061 Ca_26921 1,0E-14 5,85 5,87 3,75 -2,10 

FUS3 | Medtr7g083700.1 

Ca_4589 2,0E-47 5,18 5,46 1,67 -3,51 

Ca_15566 1,0E-86 6,29 6,46 1,81 -4,48 

    5,74 5,96 1,74 -4,00 

ABI3 | Mt3.5.1s031063 Ca_3733 6,0E-115 6,64 5,86 3,13 -3,51 

ABI3-like Ca_2432 7,0E-109 5,82 5,62 4,63 -1,19 

ABI5 | Medtr7g104480.1 Ca_1893 5,0E-56 7,76 7,67 6,48 -1,28 

bZIP53 | Medtr1g087040.1 Ca_31118 7,0E-07 6,48 6,74 5,74 -0,74 

bZIP67 | Medtr2g086340.1 Ca_3355 3,0E-49 5,58 5,55 3,24 -2,34 

bZIP12 (EEL) | Medtr3g010660.1 Ca_22908 2,0E-35 2,01 2,40 1,06 -0,95 

PIL5 | Medtr7g099540.1 

Ca_37012 2,0E-32 3,69 2,90 2,73 -0,96 

Ca_6536 2,0E-67 5,15 5,63 5,26 0,11 

Ca_9849 3,0E-89 5,57 6,02 4,50 -1,07 

  
4,80 4,85 4,16 -0,64 

SOMNUS | Medtr4g078660.1 Ca_4368 1,0E-21 7,47 7,76 8,12 0,65 

ABI4 | Medtr5g082950.1 

Ca_4350 1,0E-08 7,85 8,34 5,59 -2,26 

Ca_5926 3,0E-08 7,53 8,07 6,70 -0,83 

  
7,69 8,21 6,14 -1,55 

PKL | Medtr3g106210.1 

Ca_2641 0 1,30 1,15 1,46 0,17 

Ca_17133 4,0E-176 1,22 1,25 1,46 0,24 

Ca_19802 2,0E-109 1,75 1,77 2,23 0,48 

    1,42 1,39 1,71 0,29 

SUA | Mt3.5.1s030573 

Ca_1906 0 5,19 5,30 5,61 0,42 

Ca_6035 0 2,22 2,34 2,71 0,50 

  
3,70 3,82 4,16 0,46 

AIP2 | Mt3.5.1s012165 Ca_7028 1,0E-103 5,15 5,36 5,60 0,44 

VAL2 | Medtr5g075410.1 

Ca_10504 1,0E-63 5,33 5,51 4,58 -0,76 

Ca_35689 5,0E-33 1,41 1,95 1,04 -0,37 

Ca_557 1,0E-85 6,16 6,38 4,26 -1,90 

  
4,30 4,61 3,29 -1,01 

VAL2-like | Medtr4g028130.1 

Ca_29282 4,0E-61 1,99 2,95 3,68 1,69 

Ca_35469 5,0E-76 4,59 4,99 5,30 0,72 

Ca_36931 1,0E-109 2,65 3,46 4,05 1,40 

Ca_45067 1,0E-63 2,67 3,36 4,09 1,43 

Ca_48089 5,0E-46 4,48 4,50 4,74 0,27 

Ca_9272 0 4,57 5,07 5,75 1,18 

    3,49 4,05 4,60 1,11 

VAL3 | Medtr2g011940.1 

Ca_11607 3,0E-100 4,15 4,47 5,53 1,39 

Ca_1433 0 3,03 3,54 5,24 2,21 

Ca_19164 1,0E-94 2,96 3,54 4,20 1,25 

Ca_25466 2,0E-37 1,57 1,95 3,95 2,38 

Ca_42719 9,0E-30 1,54 2,07 4,53 2,99 

Ca_7519 0 1,36 1,73 2,66 1,30 

    2,43 2,88 4,35 1,92 
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Annexe 7. Alignement des séquences protéiques d’AtABI3, CaABI3 et CaABI3-like. 

Les séquences génomiques et les ADNc des homologues ABI3 chez C. australe ont été clonés par PCR dégénérée. Les 

séquences protéiques intégrales ont été déduites de ces clonages pour CaABI3 et CaABI3-like puis alignées par le logiciel 

MultAlin (matrice Blosum 62) à celle disponible sur la base de données TAIR10 pour AtABI3. Les domaines conservés A1, 

B1, B2 et B3 ont été positionnés. Un cinquième domaine conservé a été ajouté en pointillé. Ce domaine n’est pas décrit 

dans la littérature excepté chez le pois où un deuxième domaine acide (A2) a été mis en évidence (Gagete et al., 2009). 

Chez le mutant abi3-7, l’alanine située au niveau de la flèche orange (position 518 sur cet alignement) est substituée par 

une thréonine. Chez le mutant abi3-1, l’aspartate situé au niveau de la flèche bleue (position 646 sur cet alignement) est 

substitué par une asparagine (Bies-Ethève et al., 1999). 

 

A1

A2

B1

B2

B2

B3

B3
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Annexe 8. Séquences des amorces et températures d’hybridation utilisées pour le chapitre IV. 

Tm = température d’hybridation utilisée pour l’amplification PCR. Les nucléotides ajoutés pour les recombinaisons TOPO et 

Gateway sont indiqués en rouge. 

 

Clonage du gène et du promoteur MtABI3 chez R108 

Fonction Nom amorce Séquence 5' - 3' Tm 

Clonage séquence codante 
pour sur-expression racines 

MtABI3atg-TOPO-F CCACATGGAGTGTGGTTTAGATCTGC 
60°C 

MtABI3stop1-R TCATTTTTTTCTCTTTGGTGAAG 

Amorces internes pour 
séquençage de contrôle 

MtABI3int1-F GTATGGTTTTCTTGGAGTGG 
 

MtABI3int1-R TAGTCCCAATGTATCATCATCAT 
 

MtABI3int2-F  GCAACAAGTTCAAGTGCAAG 
 

MtABI3int3-F  CTTTGTGGAGCAGAAGACCTT 
 

MtABI3int4-F  CAGTACCATATTTCTTGCACCA 
 

MtABI3int2-R  CGATTCAATTACGCCGGGAA 
 

MtABI3int3-R  CCACTCCAAGAAAACCATAC 
 

    
Clonage du gène CaABI3 

Fonction Nom amorce Séquence 5' - 3' Tm 

PCR dégénérée 
ABI3degF  ACNAARGARGCNMGVMARAA 

60°C 

ABI3degR ACYTTHACBCCYCKKATMA 

PCR inverse 

CaABI3_inv_fw CCCCAGATTCAATTTCTGTTTT 
60°C 

CaABI3_inv_rv CAGTTCTGGCAGATGGGTTT 

CaABI3_inv_fw2 ATCCTTTCTATCTGCTATTTTCTCTC 
60°C 

CaABI3_inv_rv2  ATTTGGGTGGGGGGATTC 

Clonage séquence codante 
pour sur-expression racines 

CaABI31atg1-TOPO-F CACCATGAAGTATGAAGTGGAATTGCAAGC 
67°C 

CaABI31stop1-R TTATATATGATATTTTACTGCTTTTTCATTTTTCTGC 

Clonage séquence codante 
pour complémentation 

CaABI31atg1-attB5-F GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGATGAAGTATGAAGTGGAATTGCAAGC 
67°C 

CaABI31stop1-attB2-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTATATATGATATTTTACTGCTTTTTCATTTTTCTGC 

Amorces internes pour 
séquençage de contrôle 

CaABI31int1_F GAGAAATCCCAATTTGATTC 
 

CaABI31int2_F GGAAGAGATCATCCAAGGAGAG 
 

CaABI31int1_R TTGCCTCCAGTTCTGGCAGA 
 

CaABI31int2_R CGGGTACTGAGTGTTCCCAT 
 

 
   

Clonage du gène CaABI3-like 

Fonction Nom amorce Séquence 5' - 3' Tm 

PCR inverse 

DL-CaABI3Linv5'-3 CTATGGTGGCCTTCTTGAGC 
60°C 

DL-CaABI3Linv3'-BamHI CCTTCGAATCTTCTGAGCCA 

DL-CaABI3Linv5'-1 TGAAAGTCGCTGCCGCT 
60°C 

DL-CaABI3Linv3'-1 GACTCTATTTTTTCGTCTTCTGAGT 

Clonage séquence codante 
pour sur-expression racines 

DL-CaABI3L-F CACCATGAAGGGTCAAGTGGAACTGC 
64°C 

DL-CaABI3L-R TTATTTTGCTGCTTTTTCATTTTTCTG 
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Clonage du gène AtABI3 

Fonction Nom amorce Séquence 5' - 3' Tm 

Clonage promoteur pour 
complémentation 

AtABI3pr2-attB1-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACATGCCATCTCGACGTACA 
67°C 

AtABI3pr1-attB5r-R  GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTGCGTTGAAGTGGAAATGAAACAATA 

Clonage séquence codante 
pour complémentation 

AtABI3atg1-attB5-F GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGATGAAAAGCTTGCATGTGG 
64°C 

AtABI3stop1-attB2-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCATTTAACAGTTTGAGAAGTTGGTG 

Amorces internes pour 
séquençage de contrôle 

AtABI3int1-F GAAGATGAGGGGAGATTTACTATC 
 

AtABI3int2-F  GGTTTATATGTATATGTATAGCCAGATAG 
 

AtABI3int3-F TACTTGAATCTCCACCGTCA 
 

AtABI3int4-F AGGTATCACATGATCTGCTCAA 
 

AtABI3int5-F  TGTAGCCTTTGCTTTCCATT 
 

AtABI3int6-F ACATGCCTGCTCCAAACTAT 
 

AtABI3int7-F CAACAAGCTTTTGTCTCGGA 
 

AtABI3int1-R  AATGGAAAGCAAAGGCTACA 
 

AtABI3int2-R  ATGTGGCATGGGACCAGACT 
 

AtABI3int3-R  GGTTTGGAGTCGGATCTTCT 
  

Vérification des transformants complémentés par CaABI3, AtABI3 et pKGW 

Fonction Nom amorce Séquence 5' - 3' Tm 

Amplification région codant 
pour résistance Kanamycine 

Pk7WG2D_Kan_F CGTCAAGAAGGCGATAGAAG 

61°C 
Pk7WG2D_Kan_R GATCGAGGCATGATTGAAC 

 

Gel de contrôle : taille attendue 793 pb 

Ca = lignée CaABI3/abi3-5 ; At = lignée AtABI3/abi3-5 ; pKGW = lignée pKGW/abi3-5 ; T+ = plasmide pKGW purifié ; T- = 

PCR sans matrice ; MT = marqueur de taille 100 bp 

Ca 1 At 1 At 2 pKGW 1 pKGW 2 pKGW 3 T+ T-

800
500

800

500

MTMT

 

 



 

 
  

 

 

Résumé 
 
La tolérance à la dessiccation (TD) est définie comme 
l’aptitude à survivre à l’état sec et à reprendre un 
métabolisme normal après le retour à des conditions 
hydriques favorables. Contrairement aux graines 
orthodoxes, qui acquièrent la TD au cours de leur 
maturation, les graines récalcitrantes ne survivent pas à 
la dessiccation. L’analyse comparative du 
développement de ces deux types de graines constitue 
donc un modèle intéressant pour mettre en évidence 
des mécanismes spécifiquement impliqués dans la TD. 
Par des approches protéomique et transcriptomique, ce 
travail a permis de caractériser le développement de 
graines récalcitrantes de Castanospermum australe et 
de le comparer à celui de graines orthodoxes de 
Medicago truncatula, espèce de la même sous-famille 
des Fabacées. Nos résultats montrent que certaines 
protéines de type LEA (Late Embryogenesis Abundant) 
sont absentes ou faiblement accumulées dans les 
graines matures de C. australe comparé à celles de M. 
truncatula. Le profil des LEA ressemble à celui du 
mutant Mtabi3, déficient pour le régulateur majeur de la 
maturation des graines orthodoxes ABI3 (ABscissic acid 
Insensitive 3). L’analyse transcriptomique révèle une 
forte répression de CaABI3 et de ses gènes cibles en fin 
de développement chez les graines de C. australe, alors 
qu’ils restent fortement exprimés tout au long de la 
maturation des graines de M. truncatula. Deux gènes 
codant pour ABI3 ont été clonés chez C. australe : 
CaABI3 et CaABI3-like. Par sur-expression ectopique 
dans des racines de M. truncatula, seul CaABI3-like est 

en mesure d’activer les mêmes cibles que MtABI3. De 
plus, CaABI3 ne complémente pas le mutant abi3-5 
d’Arabidopsis thaliana. Cette analyse renforce 
l’importance d’ABI3 pour expliquer la sensibilité à la TD 
des graines récalcitrantes. Elle révèle par ailleurs que la 
graine mature de C. australe présente certaines 
caractéristiques d’une graine prête à germer tout en 
exprimant de nombreux gènes de réponse au stress.  
 

Mots clés 
ABI3 - Castanospermum australe - LEA - Medicago 
truncatula - protéomique - graine récalcitrante - 
tolérance à la dessiccation - transcriptomique 

 

Abstract 
 
Desiccation tolerance (DT) is defined as the ability to 
survive in the dry state and resume metabolic activity 
upon imbibition. Unlike orthodox seeds, that acquire DT 
during their maturation, recalcitrant seeds do not survive 
desiccation. A comparative analysis of orthodox and 
recalcitrant seeds development constitutes an 
interesting model to highlight mechanisms that are 
involved in DT. Using proteomic and transcriptomic 
analyses, the development of the recalcitrant 
Castanospermum australe seeds was characterized and 
compared to development of orthodox Medicago 
truncatula seeds, species from the same sub-family of 
Fabaceae. Our results show that most LEA (Late 
Embryogenesis Abundant) proteins are absent or faintly 
accumulated in mature seeds of C. australe compared 
to M. truncatula. The LEA protein profile is similar to 
seeds of the Mtabi3 mutant that is deficient in the 
expression of the major regulator of orthodox seed 
maturation ABI3 (ABscissic acid Insensitive 3). 
Transcriptome analysis reveals a strong repression of 
CaABI3 and its putative targets at the end of C. australe 
seed development while the transcript levels of these 
target genes remain high until the end of maturation of 
M. truncatula seeds. Two genes coding for ABI3 were 
cloned in C. australe: CaABI3 and CaABI3-like. Ectopic 
expression in M. truncatula roots demonstrated that only 
CaABI3-like is able to activate the same targets as 
MtABI3. Moreover, CaABI3 does not complement the 
abi3-5 mutant of Arabidopsis thaliana. This analysis 
strengthens the implication of ABI3 in the desiccation 
sensitivity of recalcitrant seeds. In addition, mature C. 
australe seeds display certain characteristics of a seed 
that is preparing for germination and express many 
stress response genes. 
 
Key Words 
ABI3 - Castanospermum australe - desiccation 
tolerance - LEA - Medicago truncatula - proteomics - 
recalcitrant seed - transcriptomics 
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