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Résumé 

 

La croissance et le développement des plantes sont souvent entravés par une multitude de stress 

environnementaux. La compréhension des mécanismes physiologiques et moléculaires 

déployés par les plantes en réponse à ces stress est cruciale pour l’amélioration de la survie         

et du rendement des plantes. L’auxine joue un rôle prépondérant dans la croissance                          

et le développement des plantes et dans l’interaction des plantes avec leur environnement. 

Cependant, son implication dans le processus de réponse des plantes aux stress abiotiques reste 

peu étudiée. Les facteurs de réponse à l’auxine sont des facteurs clés dans la voie                              

de signalisation auxinique. Ces facteurs de transcription assurent l’activation ou la répression 

des gènes de réponse à l'auxine.  

Afin de mieux comprendre l'implication de l'auxine dans la réponse aux stress biotiques               

et abiotiques, une analyse d’expression des ARFs en réponse aux stress été réalisée chez               

la tomate. L'analyse in silico des données RNAseq extraites de la plate-forme « TomExpress » 

a montré que l’expression de plusieurs ARFs est régulée en réponse à une infection de type 

bactérienne ou virale. L’analyse in silico des promoteurs des 22 ARFs a révélé que ces régions 

présentent plusieurs éléments cis-régulateurs spécifiques à la réponse aux stress biotiques              

et abiotiques. Par ailleurs, l’analyse par PCR quantitative de l’expression des ARFs en 

conditions de stress salin, hydrique et d’hypoxie a révélé que la majorité de ces gènes 

s’expriment de manière différentielle dans les tissus foliaires et racinaires. 

Une analyse fonctionnelle du gène SlARF4 a été réalisée en vue d’évaluer son implication dans 

la réponse aux stress hydrique et salin. Cette étude a montré que la sous-expression de SlARF4 

résulte en un meilleur développement racinaire, une accumulation importante des sucres 

solubles et une teneur élevée en chlorophylle en conditions de stress. Les plantes transgéniques 

sous exprimant le gène SlARF4 (ARF4-as) présentent un enroulement des feuilles, une faible 

conductance stomatique associée à une nette augmentation de la teneur relative en eau et à une 

hausse de la teneur en ABA. Chez ce mutant, l’augmentation de la teneur en ABA                          

est positivement corrélée avec l’activation des gènes de biosynthèse et la répression des gènes 

de catabolisme de cette hormone. Par ailleurs, l’expression des gènes codant pour                            

les antioxydants est induite de manière significative chez les plantes ARF4-as. Ainsi,                    

les données présentées dans ce travail suggèrent fortement l’implication de l’auxine dans              

la réponse aux stress abiotiques et soulignent l’implication de l’ARF4 en tant qu’acteur clé dans 

l’acquisition de la tolérance au stress salin et hydrique. 

 

 

Mot-clés: Auxine, Facteurs de réponse à l’auxine, ARF4, stress salin, stress hydrique, Solanum 

lycopersicum, tolérance. 
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Abstract 
 

Survival biomass production and crop yield are heavily constrained by a wide range of 

environmental stresses. Understanding physiological and molecular basis of plant response and 

tolerance to environmental stresses is important to improve plant survival, crop yield and 

quality. Auxin plays an important role in plant growth, development and interaction with 

encountering environment. By contrast, its role in stress responses remains so far poorly 

studied. Auxin Response Factors play a key role in auxin signaling pathway by ensuring the 

transcriptional activation or repression of auxin-responsive genes. 

As a mean to gain more insight on auxin involvement in a set of biotic and abiotic stress 

responses in tomato, the present study uncovers the expression pattern of SlARF genes in tomato 

plants subjected to biotic and abiotic stresses. In silico mining of the RNAseq data available 

through the public TomExpress web platform, identified several SlARFs as responsive to 

various pathogen infections induced by bacteria and viruses. Accordingly, sequence analysis of 

the 5’ regulatory region of these SlARFs revealed the presence of several cis-acting elements 

associated with biotic and abiotic stress response. Moreover, quantitative qPCR expression 

analysis revealed that many SlARFs were differentially expressed in tomato leaves and roots 

under salt, drought and flooding stress conditions.  

Functional analysis of SlARF4 gene was performed in order to evaluate its involvement in plant 

response to salt and drought stresses. Our results showed that the down-regulation of this gene 

improves tomato tolerance to salt and drought stress by promoting root development and 

density, increasing soluble sugars content and maintaining chlorophyll content at high levels in 

stress conditions. Besides that, transgenic plants underexpressing SlARF4 displayed a leaf curl 

phenotype, a low stomatal conductance coupled with an increase in leaf relative water content 

and ABA content under normal and stressful conditions. This increase in ABA content was 

correlated with the activation of ABA biosynthesis genes and the repression of ABA catabolism 

genes. cat1, Cu/ZnSOD and mdhar genes were upregulated in ARF4-as plants suggesting that 

ARF4-as mutant is more tolerant to salt and water stress. The data presented in this work 

strongly support the involvement of auxin in stress responses and underlines the involvement 

of ARF4 as a key actor in tomato tolerance to salt and drought stresses. 

 

 

Keywords: Auxin, auxin response factors, ARF4, tolerance, salt stress, Solanum lycopersicum, 

water stress. 
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A l’horizon de 2050, le système alimentaire et agricole mondial devra répondre aux besoins 

d’une démographie croissante et satisfaire des exigences accrues de qualité, d’accessibilité         

et de disponibilité. La production agricole mondiale doit soulever un défi de taille consistant      

à augmenter la production alimentaire de 70 % pour satisfaire les besoins de 9,1 milliards              

de personnes, tout en utilisant moins d’eau, en préservant la biodiversité agricole et en émettant 

moins de gaz à effet de serre, et ce à partir de surfaces cultivables de plus en plus restreintes. 

Outre la rareté croissante des ressources naturelles, l'agriculture mondiale devra également 

affronter les effets du changement climatique, notamment des températures plus élevées,          

des précipitations plus variables et des conditions climatiques extrêmes plus fréquentes comme 

les inondations et les sécheresses. Ainsi, produire des variétés adaptées à une agriculture 

durable, en particulier plus résilientes face aux contraintes environnementales, représente           

un défi majeur pour l’agriculture mondiale.  

En dépit des efforts fournis dans l’amélioration de la tolérance des cultures majeures aux stress 

abiotiques par des techniques classiques, le succès reste limité. Les plantes, face à ces 

conditions hostiles, développent un certain nombre de réponses morpho-physiologiques               

et biochimiques résultant de l’activation de l’expression d’un ensemble de gènes impliqués dans 

la réponse à ces stress (Aubert, 2011).  

Plusieurs molécules sont connues pour leur implication dans la mise en place de réponses 

adaptatives aux différents stress abiotiques notamment les phytohormones telles que l’acide 

abscissique, l’éthylène et l’acide salicylique (Tuteja, 2007 ; Upreti and Sharma, 2016). L’auxine 

est connue pour son rôle crucial dans la régulation d’un large éventail de processus 

développementaux et vitaux comme le développement racinaire, la différenciation des tissus 

vasculaires, la formation des bourgeons axillaires, la dominance apicale, le développement 

floral et la maturation des fruits (Bohn-Courseau, 2010 ; Sauer et al., 2013 ; Tran and Pal, 2014). 

Des progrès significatifs ont été accomplis dans la compréhension des mécanismes 

moléculaires par lesquels cette hormone intervient dans la croissance et le développement        

des plantes. En revanche, nos connaissances sur l’implication de l’auxine dans les réponses         

au stress biotique et abiotique demeurent assez limitées (Wani et al., 2016). Des études récentes 

ont suggéré que l’auxine pourrait intervenir dans la réponse des plantes aux stress 

environnementaux (Hu et al., 2015 ; Jain and Khurana, 2009 ; Van Ha et al., 2013 ; Wang            

et al., 2010).  
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L’auxine agit via deux types de régulateurs transcriptionnels qui sont respectivement                     

les Auxine/Acide 3- Indole Acétique (Aux/AIA) et les facteurs de réponse à l’auxine (ARF) 

(Guilfoyle et al., 1998 ; Guilfoyle and Hagen, 2007 ; Ulmasov et al., 1995). Les facteurs                 

de réponse à l’auxine jouent un rôle important dans la régulation de l’expression des gènes           

en réponse à l’auxine. Ces facteurs de transcription se lient de manière spécifique à des éléments 

de réponse à l’auxine TGTCTC (AuxRE), situés au niveau de la région promotrice des gènes 

cibles (Guilfoyle and Hagen, 2007). Les ARFs peuvent être des activateurs ou des répresseurs 

de l’expression des gènes de manière dépendante de l’auxine (Guilfoyle et al., 1998 ; Guilfoyle 

and Hagen, 2007 ; Zouine et al., 2014). Des études génétiques et moléculaires menées chez 

Arabidopsis et d'autres espèces végétales ont montré que ces protéines sont impliquées dans      

la régulation d’un large éventail de processus développementaux tels que l'embryogenèse, 

l'expansion et la sénescence des feuilles, le développement des racines latérales                                  

et le développement des fruits (Fukaki et al., 2006 ; Goh et al., 2012 ; Okushima et al., 2005 ; 

Sagar et al., 2013 ; Tatematsu et al., 2004  ; Wilmoth et al., 2005). Des études récentes                 

ont souligné une potentielle implication des ARFs dans la réponse aux stress abiotiques chez    

le riz, le sorgho, le bananier, le thé et bien d’autres espèces végétales (Hu et al., 2015  ; Jain    

and Khurana, 2009 ; Van Ha et al., 2013 ; Wang et al., 2010). 

La tomate attire de plus en plus l’attention de la communauté scientifique. En plus de son 

importance économique incontestable, elle s’attribue le titre de plante modèle pour l’étude        

des fruits charnus et d’espèce référence pour la famille des Solanacées qui regroupe un grand 

nombre d’espèces d’intérêt économique et agronomique telles que la pomme de terre, 

l’aubergine, le piment et le tabac. Son génome a fait l’objet de plusieurs programmes à l’échelle 

internationale ayant pour objectif d’approfondir les connaissances sur la physiologie,                     

la croissance et le développement de cette plante. L’un des programmes les plus importants       

est inscrit dans le cadre du Consortium international pour les Solanacées visant à séquencer       

le génome entier de cette plante et qui vient d’être achevé en 2012 (Consortium, 2012).              

Les données qui en découlent ouvrent de nouvelles voies pour comprendre les mécanismes 

d’adaptation des plantes et pour l’amélioration de leur tolérance aux conditions de stress 

abiotiques. 

L’amélioration de la tolérance des plantes aux stress abiotiques constitue un enjeu économique 

et agronomique majeurs. La connaissance des mécanismes moléculaires déployés par les 

plantes en réponse aux stress s’avère prometteuse pour le développement de nouvelles variétés 

capables d’assurer une production optimale dans des conditions environnementales de plus en 
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plus difficiles. Le présent travail a pour objectif de développer de nouveaux outils moléculaires 

pour la sélection et le développement de nouveaux cultivars aptes à tolérer les contraintes 

environnementales ce qui pourrait impacter d’une manière positive la production alimentaire 

mondiale dans de nombreuses régions.  

La thèse se déclinera en trois parties complémentaires : 

 Etude de l’implication des facteurs de réponse à l’auxine dans la réponse aux stress 

biotiques et abiotiques chez la tomate 

Le but étant d’évaluer le rôle des ARFs dans la réponse aux stress biotiques                           

et abiotiques. Pour cela, une analyse in silico de la région promotrice des ARFs                    

à la recherche de motifs cis-régulateurs associés à la réponse aux stress biotiques               

et abiotiques a été réalisée. L’expression de l’ensemble des ARFs rencontrés chez             

la tomate a été également évaluée en réponse aux différents types de stress. 

 Identification des ARFs candidats pour l’étude de la réponse aux stress salin             

et hydrique 

En s’appuyant sur les résultats d’expression des ARFs en conditions de stress 

abiotiques, nous avons identifié plusieurs gènes candidats pour l’étude des mécanismes 

moléculaires déployés par la tomate pour la réponse aux stress abiotiques. Il s’agit            

en particulier de l’ARF8A et l’ARF10A dont l’expression fut nettement régulée                 

par les deux stress à savoir le stress salin et hydrique. Nous avons également                       

pu mettre en évidence une potentielle implication des miRNA (miR160 et miR167) dans 

la régulation de l’expression de ces deux ARFs. 

 

 Evaluation de l’implication de l’ARF4 dans l’acquisition de la tolérance                         

à la salinité et à la sécheresse chez la tomate 

En raison de l’indisponibilité des mutants de sous-expression pour l’ARF8A                         

et l’ARF10A, une analyse phénotypique des lignées transgéniques pour un certain 

nombre d’ARFs a montré que le mutant de perte de fonction pour l’ARF4 présente             

des traits de tolérance à savoir, un enroulement sévère des feuilles et une forte 

accumulation des sucres et de la chlorophylle ; ce qui laisse penser que ce mutant 

pourrait mieux tolérer le stress salin et hydrique. Ainsi, une caractérisation 

morphologique, physiologique, biochimique et moléculaire de la réponse de ce mutant 

aux stress salin et hydrique a été effectuée en vue d’évaluer ses aptitudes à tolérer             

ces deux types de stress.
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I- Les plantes face aux stress abiotiques 

Les contraintes environnementales représentent les principaux obstacles qui limitent                      

la productivité agricole. Elles peuvent être de nature biotique causées par des agents pathogènes 

ou abiotique (Fujita et al., 2006). Les stress abiotiques sont dus aux conditions 

environnementales défavorables, telles que la salinité, la sécheresse, les températures extrêmes, 

les métaux lourds, les radiations, les inondations, etc (Mickelbart et al., 2015). Sur le plan 

économique, les stress abiotiques sont responsables de pertes du rendement estimant plus            

de 50% pour la plupart des cultures mondiales (Verma et al., 2013). Selon les modèles                  

de prévision climatique actuels, la détérioration du climat mondial entraînera inévitablement 

une fréquence accrue de sécheresse, de canicule et de salinisation (Wang et al., 2016).               

Cela signifie que la productivité agricole devra faire face à un défi plus important dans la lutte 

contre les stress environnementaux en vue de pouvoir subvenir aux besoins alimentaires        

d’une population mondiale qui ne cessent de s’accroitre. 

Face à la multiplicité de ces stress, les plantes ont développé, au cours de leur évolution,              

de nombreux mécanismes pour assurer leur survie et leur reproduction. On distingue 

classiquement deux stratégies : l’évitement et la tolérance (Figure 1). La stratégie d'évitement, 

qui consiste pour la plante à se soustraire à la contrainte par ajustement temporel de son cycle 

de développement en fonction de l'occurrence des périodes de stress (Lugan, 2008). Les plantes 

qui pratiquent cette stratégie vont tout mettre en œuvre pour permettre la reproduction             

avant que le stress ne devienne trop important et réduisent ainsi le risque de perte de rendement 

en échange d’une réduction du rendement maximum atteignable (Virlouvet, 2012). La tolérance 

est associée à une grande variété d'adaptations morphologiques, anatomiques et biochimiques, 

parfois très marquée chez les espèces extrêmophiles (Lugan, 2008). Ces adaptations permettent 

le maintien du rendement maximal mais ont tendance à augmenter le risque de perte totale           

de rendement.                                         
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L’amélioration de la tolérance des plantes aux stress abiotiques reste une priorité dans                    

le domaine des productions végétales. La compréhension des réponses biologiques aux stress, 

qu'ils soient d'origine biotique ou abiotique, conditionne les succès ultérieurs en matière 

d'ingénierie génétique et constitue un enjeu économique majeur. Actuellement,                           

avec la disponibilité d’informations complètes sur le génome d’un certain nombre d’espèces 

végétales et la maîtrise des outils génomiques et protéomiques, les connaissances                           

sur les mécanismes de réponses des plantes aux stress abiotiques ont avancées avec un rythme 

accéléré durant les dernières décennies. Ainsi, il a été démontré que les mécanismes                       

de signalisation en condition de stress présentent énormément de complexité et restent encore 

mal connus. A ce jour, seuls un nombre limité de gènes jouant un rôle crucial dans l’adaptation 

aux stress ont été identifiés avec certitude. Quelques voies de signalisation du stress ont été 

révélées au complet.  

1. Mécanismes moléculaires de réponse aux stress abiotiques  

Au niveau moléculaire, la réponse de la plante à un stress se traduit par une induction                    

ou une répression de l’expression de nombreux gènes. Il est possible de classer leurs produits 

en deux grandes catégories : (i) les protéines impliquées dans la transduction du signal                   

et la régulation transcriptionnelle telles que les protéines kinases, les phospholipases                     

Figure 1 Schéma général des mécanismes de réponse aux stress abiotiques chez les plantes. Adaptée à 

partir de (Lugan, 2008). 
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ou les facteurs de transcription ; (ii) les protéines impliquées dans  le transport de l’eau                   

et des ions, telles que les aquaporines et les transporteurs d’ions, et les protéines impliquées 

dans la protection des membranes et des protéines, telles que les protéines de choc thermique 

(« heat shock proteins, HSP), les chaperonnes et les protéines LEA (« late embryogenesis 

abundant »).  

1.1. La perception du signal du stress  

La mise en place des réponses adaptatives aux stress repose sur l’existence de systèmes                 

de perception et de complexes de transduction et d’amplification du signal capables d’intégrer 

et de véhiculer les signaux jusqu’au noyau, siège des reprogrammations génétiques                        

et des réponses adaptative (Aubert, 2011). La perception du stress se fait à travers un ensemble 

de récepteurs membranaires sollicités par les différentes composantes du stress. Ces senseurs 

primaires déclenchent souvent un influx massif de Ca2+ dans la cellule. Les canaux ioniques 

membranaires pourraient aussi faire office de récepteur primaire. Les capteurs membranaires 

ou senseurs ont la capacité de reconnaitre l’ensemble des variations produites au moment           

du stress telles que  la diminution du potentiel hydrique, la diminution de la pression                      

de turgescence,  le changement du volume cellulaire ou des changements de conformation        

des macromolécules et par la suite activer la chaine de transduction (Bray, 2002). 

La perception du signal a été intensivement étudiée chez la levure (Saccharomyces cerevisiae). 

Ainsi, une histidine kinase transmembranaire SLN1 a été identifiée comme osmosenseur.              

Une protéine homologue AtHK1 a été retrouvée chez Arabidopsis (Urao et al., 1999). Il permet 

d’activer la cascade des MAPK par l’intermédiaire de deux molécules phospho-relais YPD1     

et SSK1(Boudsocq and Laurière, 2005). D’autres récepteurs membranaires ont été identifiés 

chez les plantes et les animaux. Il s’agit des protéines RLK (Receptor-Like Kinases).                  

Ces dernières présentent un domaine extracellulaire qui sert pour la fixation du ligand ou dans 

les interactions protéine-protéine, un domaine transmembranaire et un domaine kinase 

intracellulaire (Xiong and Zhu, 2001).  

1.2.  La transduction du signal du stress 

La transduction du signal commence par une activation du récepteur suivie d’une génération    

de messagers secondaires qui traduisent le signal primaire externe en signaux intracellulaires. 

Ces derniers seront interprétés par d’autres co-facteurs permettant ainsi le déclenchement          

des voies de signalisations. Durant ce processus, une phosphorylation réversible des protéines 
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se produit fréquemment ce qui permet l’activation d’un certain nombre de facteurs                          

de transcription et induire l’expression des gènes de réponse aux stress (Zhu, 2002). 

La transduction du signal est requise dans la coordination de plusieurs activités cellulaires. 

Généralement, la transduction du signal commence par une perception du stimulus                        

par des molécules cellulaires spécifiques. Ces récepteurs ou senseurs peuvent différer par leur 

identité moléculaire, leur mode de perception du signal ainsi que par leur localisation 

subcellulaire (Rai and Takabe, 2006). Il existe une panoplie de molécules qui assurent                    

la transduction du signal dont les principales sont : le calcium, les protéines kinases dépendantes 

de calcium, les protéines de la voie de signalisation SOS et les espèces réactives d’oxygène 

(Figure 2).  

1.2.1. Le calcium 

Le calcium constitue une molécule clé dans la transduction et la réponse des plantes                     

aux différents types de stress abiotiques (Knight, 1999). La perception du stress se traduit              

par une augmentation de la concentration cytosolique du calcium due soit à un influx de calcium 

extracellulaire ou à une libération des stocks intracellulaires. Les modifications au niveau           

Figure 2  Schéma du mécanisme global de la réponse au stress abiotique chez les plantes. Adapté à 

partir de (Wang et al., 2016). 
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de la concentration des ions Ca2+ constituent un signal spécifique contrôlant un certain nombre 

de mécanismes tels que la fermeture des stomates. 

L'augmentation de Ca²+ engendre toute une cascade de processus contrôlés par des senseurs 

calciques. Ces senseurs sont des calmodulines impliquées dans la réponse au froid, au stress 

oxydatif ou à une stimulation mécanique des CDPKs (Ca²+ dependent protein kinases) 

impliquées dans la réponse au stress froid, salin et à la sécheresse  et des phosphatases régulées 

par le Ca²+ comme les sérine/thréonine phosphatases ou les calcineurines B-like                             

qui interviennent également lors de stress salin ou froid (Hong‐Bo et al., 2008 ; Zeng et al., 

2015). 

1.2.2. Les protéines kinases dépendantes de calcium  

Chez les plantes, la famille multigénique des protéines kinases dépendantes de calcium (CDPK) 

code pour des protéines dont la structure est fortement conservée dotée d’un site unique pour      

la fixation des ions Ca2+. Ainsi, ils représentent des candidats idéaux pour la perception               

des changements dans la concentration intracellulaire des ions Ca2+ et la traduction                          

de ces signaux afin d’activer d’autres processus de signalisation en aval (Schulz et al., 2013).  

Les protéines kinases dépendantes de calcium semblent intervenir dans la signalisation                

du stress. Actuellement, seulement quelques-unes sont impliquées dans la réponse aux stress.  

Chez Arabidopsis thaliana, les protéines CPK3, CPK6 et CPK10  sont décrites comme               

des régulateurs positifs de la réponse aux stress abiotiques (Asano et al., 2012). Par ailleurs,     

les mutants de perte de fonction du gène CPK3 sont très sensibles au stress salin et il a été 

suggéré que ce gène soit associé à la membrane plasmique et à la vacuole et régule                            

la signalisation indépendamment de la voie des MAPKs (Mehlmer et al., 2010). La sur 

expression du gène CPK6 améliore considérablement la tolérance des plantes aux stress salin 

et hydrique (Xu et al., 2010).  

1.2.3. La voie « Salt Overly Sensitive » 

La voie de signalisation SOS semble être relativement spécifique pour l’aspect ionique du stress 

salin. Les cibles de cette voie sont les transporteurs ioniques qui contrôlent l’homéostasie 

ionique en cas de stress salin (Pareek et al., 2010). L’isolement et la caractérisation des mutants 

qui manifestent une hypersensibilité dans la croissance des racines en conditions de stress salin 

a permis l’identification des gènes SOS1, SOS2 et SOS3 qui représentent des éléments clés dans 

la voie de signalisation SOS impliquée dans l’extrusion des ions Na+ (Zhu et al., 1998).                

Le clonage et la caractérisation de l’activité des protéines ont permis d’identifier la protéine 
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SOS3 comme une protéine de liaison au calcium, la protéine SOS2 comme une protéine kinase 

et la protéine SOS1 comme une protéine Na+/H+ antiport localisée au niveau de la membrane 

plasmique. La protéine SOS3 entre en interaction avec la protéine SOS2 ce qui permet                    

le recrutement des protéines SOS2 au niveau de la membrane plasmique et leur activation.         

Le complexe SOS3-SOS2 ainsi formé nécessite pour son activité la N-myristoylation de la 

protéine SOS2 au niveau du consensus MGXXXS/T(K). Ce complexe active la protéine SOS1 

par une phosphorylation directe du domaine d’auto-inhibition localisé au niveau de la région 

C-terminale de la protéine (Qiu et al., 2002).  

Le rôle de la protéine SOS1 dans le contrôle de l’homéostasie ionique a été déterminé grâce       

à une combinaison d’analyses biochimiques, génétiques et physiologiques. L’utilisation               

de souches mutantes de levures a permis de démontrer que SOS1 assure le transport spécifique 

des ions Na+ vers l’extérieur de la cellule en condition de stress salin (Shi et al., 2003).               

Des analyses physiologiques combinées à des analyses d’expression chez Arabidopsis thaliana 

ont montré que la protéine SOS1 est impliquée dans l’efflux d’ions du cytosol aux cellules 

épidermales sous-jacentes et du parenchyme avoisinant aux tissus vasculaires maintenant       

ainsi des concentrations faibles des ions Na+ dans les racines (Ji et al., 2013).  

1.2.4. Les espèces réactives d’oxygène  

Les espèces réactives d’oxygène comprennent à la fois des radicaux libres (O2
-, OH, HO2, …) 

et des radicaux non libres ou formes moléculaires (H2O2, 
1O2). Ces molécules                                 

sont principalement synthétisées dans les chloroplastes par les photosystèmes I (PSI)                      

et II (PSII). Elles peuvent se former dans la mitochondrie par le complexe I, l’ubiquinone             

et le complexe III de la chaîne de transport d’électrons (ETC) (Gill and Tuteja, 2010). Les ROS 

sont accumulées dans les cellules par divers mécanismes à savoir le transport d’électrons             

au niveau des chloroplastes ou des mitochondries ou par des mécanismes enzymatiques à 

travers l’intervention des peroxydases et de la NADPH oxydase (Panday et al., 2015). Suivant 

la nature du stress, les espèces réactives d’oxygène peuvent déclencher des réponses 

physiologiques pour permettre la mise en place des mécanismes adaptatifs et par conséquent 

améliorer la tolérance au stress comme ils peuvent déclencher le processus d’apoptose 

programmé (Schmitt et al., 2014). 

Les stress environnementaux tels que la salinité, le déficit hydrique, le stress métallique,            

les radiations UV ainsi que les attaques des pathogènes conduisent à la génération des espèces 

réactives d’oxygène en raison de la perturbation de l’homéostasie cellulaire. La production 

accrue des ROS peut provoquer des dommages aux cellules en déclenchant les processus             
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de peroxydation des lipides, de l’oxydation des protéines, des dommages aux acides nucléiques, 

l’inhibition des enzymes, l’activation de la mort programmée des cellules (PCD) ce qui conduit 

à la mort des cellules (Sharma et al., 2012). L’application des espèces réactives d’oxygène 

(ROS) et plus précisément le peroxyde d’hydrogène induit la tolérance des plantes. Chez le blé, 

de faibles concentrations en H2O2 permettent l’induction de la synthèse de polypeptides 

similaires à ceux synthétisés en réponse au froid (Matsuda et al., 1994). Prasad, (1996)                

ont reporté que les plantules de Maïs deviennent plus tolérantes au froid à la suite                        

d’un traitement avec le peroxyde d’hydrogène. Ce constat fut expliquer par le fait                         

que l’augmentation transitaire de la concentration des ROS en occurrence le peroxyde 

d’hydrogène permet l’activation des mécanismes de tolérance (Bhattacharjee, 2012).  

1.3. La régulation transcriptionnelle 

Les signaux émis au moment du stress sont responsables de l’activation de la transcription       

d’une panoplie de gènes afin d’assurer la survie de la plante dans des conditions hostiles. 

L’activation de la transcription des gènes de réponse aux stress se fait par le biais des facteurs 

de transcription (Riechmann and Ratcliffe, 2000 ; Yamasaki et al., 2013). Les facteurs                   

de transcription (FT) sont constitués d’au moins deux domaines ; un domaine de liaison                  

à l’ADN (DNA Binding Domain) dit DBD et un domaine d’activation de la transcription (Liu 

et al., 1999). Les facteurs de transcription peuvent également entrer en interaction  avec d’autres 

types de facteurs de transcription pour l’activation de leurs cibles (Priest et al., 2009). Les FT 

peuvent être classés en groupes suivant la composition de  leur motif de liaison à l’ADN ;          

par exemple, les domaines doigt de zinc, hélice-boucle-hélice (HLH), hélice-tour-hélice(HTH), 

leucine zipper…(Riechmann and Ratcliffe, 2000). 

Chez les plantes, la régulation transcriptionnelle est réalisée par l’intermédiaire de plus de 1500 

FT et chaque FT contrôle l’expression d’environ 10-1000 gènes cibles (Guo et al., 2008).           

Au cours des dernières décennies, de nombreuses recherches ont été menées pour identifier        

et caractériser les différents FTs impliqués dans la réponse des plantes aux stress abiotiques 

(Vinocur and Altman, 2005). Parmi cette multitude de facteurs de transcription, cinq grandes 

familles sont impliquées dans la réponse aux stress. On retrouve les AP2/ERF (ethylene-

responsive-element-binding factors) ou APETALA2, des bZIP (basic-domain leucine-zipper), 

des WRKY, des MYB et les NAC (Figure 2) (Singh et al., 2002). 
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1.4. La détoxification des espèces réactives d’oxygène 

Pour se protéger contre les espèces réactives d’oxygène et leurs dérivés, les cellules végétales 

utilisent des systèmes de défense antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Gill             

and Tuteja, 2010). La concentration des ROS dans les tissus des plantes est le résultat                

d’un équilibre dynamique entre les taux de leur production et de leur élimination                            

par les antioxydants (Sharma et al., 2012 ; Das and Roychoudhury, 2014 ; Schmitt et al., 2014). 

La défense enzymatique contre le stress oxydatif occasionné par les stress abiotiques                     

est représentée principalement par la catalase (CAT), le superoxide dismutase (SOD),                    

le monodéhydroascorbate réductase. Ces enzymes agissent en cascade et chacune d’elles assure 

une réaction et le produit de l’une représente généralement le substrat de l’autre. 

1.4.1. La Catalase 

La catalase ou CAT est une enzyme peroxysomale indispensable pour la neutralisation               

des radicaux libres durant le stress. Elle assure la dismutation du peroxyde d'hydrogène en eau 

et en dioxygène. Elle est la seule enzyme capable de dégrader le peroxyde d’hydrogène             

sans consommer en contrepartie les équivalents réducteurs. Par conséquent, la catalase fournit 

à la cellule un mécanisme d'énergie très efficace pour éliminer H2O2. Les iso-enzymes                  

de la catalase ont été intensivement étudiées chez les angiospermes. Deux iso-enzymes                 

du catalase ont été identifiées chez Hordeum vulgare, trois chez Arabidopsis thaliana,          

quatre chez helianthus annuus et douze isoformes ont été retrouvées chez Brassica (Frugoli      

et al., 1996  ; Azevedo et al., 1998 ; Das and Roychoudhury, 2014). Chez Arabidopsis,             

cat1 s’exprime au niveau du pollen et des graines, cat2 s’exprime principalement dans les tissus 

photosynthétiques mais aussi dans les racines et les graines tandis que cat3 (à localisation 

mitochondriale) s’exprime uniquement au niveau des feuilles et tissus vasculaires (Das             

and Roychoudhury, 2014). Chez plusieurs espèces végétales, l’activité de la catalase augmente 

considérablement en réponse aux stimuli environnementaux. C’est le cas chez Cicer arietinum 

où une augmentation de l’activité de la catalase a été signalée au niveau des feuilles                         

et des racines en réponse à la salinité (Kukreja et al., 2005 ; Eyidogan and Öz, 2007). Ce même 

constat  a été observé chez le blé tendre (Triticum aestivum) (Simova-Stoilova et al., 2010),         

le maïs (Zea mays) (Gondim et al., 2012), la pomme de terre (Solanum tuberosum) (M’Hamdi 

et al., 2009) et le riz (Oryza sativa) (Moriwaki et al., 2008). Chez le tabac, les mutants déficients 

en cat1 présentent plus de dommage d’ADN en présence de fortes concentrations en cadmium 

(Gichner et al., 2008). Toujours chez le tabac, l’expression du gène KatE d’E.coli améliore        

sa tolérance au paraquat et au stress hydrique et empêche l’inactivation des enzymes 
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occasionnée par le stress oxydatif (Shikanai et al., 1998). L’introduction de ce même gène chez 

la tomate et chez le riz confère une meilleure résistance au stress salin (MOHAMED et al., 

2003). 

1.4.2. Le superoxyde dismutase 

Le superoxide dismutase (SOD) est un métallo-enzyme omniprésent dans tous les organismes 

aérobiques et dans tous les compartiments subcellulaires sujets au stress oxydatif engendré      

par l’excès des espèces réactives d’oxygène. Il représente la première ligne de défense contre 

les effets toxiques des ROS (Gill and Tuteja, 2010). Cet enzyme catalyse la dismutation               

de 1O2 en O2 et H2O2 ce qui empêche la formation de OH- via la réaction de Habere-Weiss.        

Les SODs sont classés en fonction de l’ion métallique auquel ils sont associés en trois                

iso-enzymes et on distingue : Mn-SOD (localisé au niveau de la mitochondrie), Fe-SOD 

(localisé dans les chloroplastes) et Cu/Zn SOD (localisé au niveau du cytosol, des peroxisomes 

et des chloroplastes) (Das and Roychoudhury, 2014). Plusieurs études ont souligné 

l’implication des SOD dans la lutte contre le stress oxydatif occasionné par les stress abiotiques 

et biotiques. Une augmentation significative dans l’activité du SOD a été observée                      

chez certaines espèces végétales comme la tomate (Solanum lycopersicum) (Shalata et al., 

2001), le pois-chiche (Cicer arietinum) (Kukreja et al., 2005) et le mûrier (Morus .L) (Harinasut 

et al., 2003) en réponse au stress salin. Ainsi, la surexpression des iso-enzymes du SOD permet 

l’acquisition de la tolérance aux stress abiotiques chez plusieurs espèces végétales.                    

Chez Arabidopsis thaliana, la surexpression du gène codant pour la Mn-SOD augmente 

considérablement la tolérance de cette espèce à la salinité. Ceci a été expliqué                                 

par l’augmentation dans l’activité de l’enzyme Mn-SOD  et d’autres antioxydants à savoir 

Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, CAT et POD chez les plantes transgéniques (Wang et al., 2004). La 

manipulation génétique de ce gène confère une tolérance au stress salin chez la tomate (Wang 

et al., 2007). Les plantes transgéniques du tabac sur-exprimant le gène Cu/ZnSOD tolèrent             

à la fois la salinité et le déficit hydrique (Badawi et al., 2004). 

1.4.3. Le monodéhydroascorbate réductase  

Le monodéhydroascorbate réductase est une flavine adénine dinucléotide qui catalyse                      

la régénération de l’ascorbate (AsA) à partir du monodéhydroascorbate (MDHA) en utilisant    

le NAD(P)H comme donneur d’électrons (Hossain and Asada, 1985). De ce fait,                               

le monodéhydroascorbate réductase joue un rôle important dans le système d’antioxydants       

en conservant le pool d’ascorbate (Sharma et al., 2012). L’activité du MDHAR a été détectée 
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dans plusieurs compartiments cellulaires y compris les chloroplastes, la mitochondrie,                       

les peroxysomes et le cytosol (Shin et al., 2013). 

1.5. L’ajustement osmotique- accumulation des solutés compatibles 

L’accumulation des composés hydrophiles de faible poids moléculaire connus sous le nom        

de « solutés compatibles » ou « osmolytes » représente une stratégie commune adoptée               

par plusieurs organismes pour lutter contre les stress environnementaux. Les solutés 

compatibles les plus connus sont les bétaines, les sucres (mannitol, sorbitol et tréhalose),            

les polyols, les polyamines et les acides aminés (proline). Leur accumulation est favorisée          

en cas de déficit hydrique ou de stress salin car ils confèrent aux cellules une certaine tolérance 

sans que cette dernière n’interfère avec la machinerie cellulaire (Chen and Murata, 2002). 

1.5.1. Les sucres et dérivés 

L’accumulation des sucres représente l’un des mécanismes physiologiques mis en place pour 

faire face aux effets négatifs du stress osmotique généré suite à l’exposition des plantes              

aux stress salin ou hydrique. Plusieurs études ont suggéré que, dans des conditions de stress,     

les glucides non structuraux (saccharose, hexoses…) s’accumulent à des degrés variables            

en fonction de l’espèce végétale. Une forte corrélation entre l’accumulation des sucres                   

et la tolérance au stress osmotique a été largement rapportée (Thitisaksakul, 2008 ; Gandonou    

et al., 2011 ; Atkinson and Urwin, 2012). L’accumulation de saccharose chez les plantes 

reviviscentes est particulièrement importante et prendrait une large part dans l’acquisition                       

de la tolérance à la déshydratation. C. plantagineum accumule de grandes quantités                       

de 2-octulose qui servirait de source à la conversion en saccharose pour une part supérieure         

à 80% par les enzymes hydrolytiques (sucrose synthase et sucrose phosphate synthase). 

L’accumulation des carbohydrates (glucose, fructose et tréhalose) a été signalée chez d’autres 

espèces végétales en réponse à divers stress environnementaux. Chez le riz (Oryza sativa),        

une augmentation de la concentration du saccharose a été observée en conditions de stress salin 

(Alamgir and Ali, 1999). Ce constat a été également observé chez la tomate (Solanum 

lycopersicum) en réponse aux fortes concentrations en sel (Yin et al., 2009). L’accumulation 

des sucres empêche la cristallisation des solutés et réduit les dommages cellulaires irréversibles 

lors d’une dessiccation sévère (Golldack et al., 2014). 

1.5.2. La proline 

La proline est l’un des solutés compatibles accumulé dans les plantes en conditions de stress      

et joue un rôle crucial dans l’acquisition de la tolérance à ces conditions (Kaur and Asthir, 
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2015). En plus de son rôle d’osmolyte par excellence, la proline contribue à la stabilisation        

des structures subcellulaires (membranes et protéines), la neutralisation des radicaux libres,       

la réduction de l’acidité cytoplasmique, le maintien d’un ratio NADP+/NADPH compatible 

avec le métabolisme, l’induction de l’expression des gènes de réponse aux stress (stress salin 

en particulier) et le tamponnage du potentiel redox des cellules en conditions de stress (Ashraf 

and Foolad, 2007 ; dos Reis et al., 2012). L’accumulation de la proline peut être due                          

à sa synthèse de novo à partir du glutamate et de l’ornithine et/ou  à la diminution                             

de sa dégradation (Ashraf and Foolad, 2007). La voie du glutamate fournit la plus grande 

quantité de proline accumulée durant le stress osmotique (Verbruggen and Hermans, 2008). 

L’accumulation de la proline semble être corrélée avec l’activité de l’enzyme P5CS. Ainsi,       

les gènes codant pour cette enzyme ont été clonés et caractérisés chez plusieurs espèces 

végétales (Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Oryza sativa, Sorghum bicolor) (Kaur 

and Asthir, 2015). Chez la figue de barbarie, il a été démontré que le stress salin stimule 

l’expression du gène codant pour la P5CS ce qui conduit à une forte accumulation de la proline 

(Silva-Ortega et al., 2008). Des études récentes ont reporté une augmentation dans l’activité    

des enzymes P5CS et P5CR chez les feuilles de tabac exposées au stress hydrique (Kaur            

and Asthir, 2015). L’apport exogène de la proline améliore considérablement la tolérance         

aux stress abiotiques.  

1.5.3. La glycine bétaine 

La glycine bétaine (N,N, N-trimethylglycine) est un composant d’ammonium quaternaire 

rencontré chez les plantes, les animaux et les microorganismes (Chen and Murata, 2011).         

Elle présente plusieurs propriétés chimiques à savoir une structure bipolaire neutre à pH 

physiologique, une forte solubilité dans l’eau et une absence de toxicité. Ainsi, elle présente        

un potentiel rôle dans la protection effective contre le stress salin, hydrique et les températures 

extrêmes (Hussain Wani et al., 2013). Elle joue un rôle vital dans l’ajustement et la protection 

de la membrane des thylacoïdes ce qui permet le maintien de l’activité photosynthétique 

(Ashraf and Foolad, 2007 ; dos Reis et al., 2012). Elle permet également la détoxification           

des radicaux réactifs d’oxygène produits au moment du stress (Ashraf and Foolad, 2007).          

En outre, à des faibles concentrations, la glycine bétaine assure la stabilité des structures 

quaternaires des enzymes et des protéines complexes. En effet, plusieurs protéines sont souvent 

sujettes à l’agrégation en conditions de stress salin et thermique, ce qui provoque la perte              

de leur structure de base et de leur activité. La glycine bétaine semble agir avec les protéines 

chaperonnes pour  prévenir la formation de ces agrégats protéiques (Giri, 2011). 
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1.5.4. Les polyamines 

Les polyamines sont des composants naturels caractérisés par une structure d’azote aliphatique. 

Ils sont présents chez tous les organismes et jouent des rôles importants dans plusieurs 

processus vitaux (Gill and Tuteja, 2010). Ces amines ont été largement étudiés en raison de leur 

implication dans la régulation de plusieurs processus cellulaires tels que la division                         

et l’élongation cellulaire, le développement racinaire, le développement floral,                                  

le développement du fruit, la réplication, la transcription, la traduction, la stabilisation                       

de la membrane et de la paroi cellulaire, l’organisation de la chromatine, la biogenèse                     

des ribosomes et la mort cellulaire programmée. Les polyamines sont également impliquées 

dans la réponse à divers stress environnementaux (Hussain et al., 2011). La putrescine,                   

la spermidine et la spermine représentent les polyamines les plus souvent rencontrés chez            

les plantes et peuvent être présents sous une forme libre, conjuguée à d’autres solutés ou bien 

insoluble  (Kaur-Sawhney et al., 2003).  

Tout comme la proline et la glycine bétaine, les polyamines jouent un rôle imminent dans             

la réduction des effets néfastes des stress environnementaux. Des changements dans                        

la concentration des polyamines ont été universellement observés chez plusieurs plantes 

exposées à une série de stress abiotiques y compris la sécheresse, les fortes salinités,                     

les températures extrêmes et les déficiences en nutriments… (Alcázar et al., 2006). 

1.6.  La synthèse des protéines chaperonnes 

Les stress abiotiques sont à l’origine de dysfonctionnements protéiques. Pour y remédier,           

les plantes ont tendance à produire et à accumuler des protéines dites chaperonnes parmi 

lesquelles des HSP (Heat-shock proteins), des LEA (Late embryogenesis abundant proteins)    

et autres chaperonnes. Elles permettent de préserver le contenu de la cellule, stabilisent               

les protéines et les membranes et empêchent les altérations irréversibles des structures 

cellulaires (Wang et al., 2004 ; Vinocur and Altman, 2005). 

1.6.1. Les protéines de choc thermique « Heat-shock proteins » 

Les protéines de choc thermique (HSPs) ou chaperonnes moléculaires sont des protéines 

hautement conservées et présentes chez tous les organismes vivants (Park and Seo, 2015).         

Chez les plantes, les Hsp sont divisées en cinq familles en fonction de la taille des protéines 

produites : les Hsp70 (DnaK), les Hsp60, les Hsp90, les Hsp100 (Clp) et les sHsp (small HSP) 

dont la taille varie de 12 à 40 kDa (Al-Whaibi, 2011). Les protéines de choc thermique                

ont été mises en évidence lors d’expositions à des températures élevées mais interviennent 
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également dans la réponse au stress hydrique, salin ou oxydatif, radiations UV et biotiques 

(Park and Seo, 2015). Les HSPs contribuent à l’homéostasie cellulaire  et permettent                       

le repliement, l’assemblage, la translocation et la dégradation  des protéines (Wang et al., 2004). 

1.6.2. Les protéines « Late Embryogenesis abundant » 

Les LEA sont des protéines hydrophiles qui s’accumulent dans les tissus tolérants                              

à la dessiccation ou en réponse à la salinité, les basses températures et l’application d’ABA 

(Pedrosa et al., 2015). Elles représentent environ 4% des protéines cellulaires et s’accumulent 

principalement au niveau des graines au cours du stade de développement tardif de l’embryon. 

Elles sont également détectées au niveau des plantules, des racines et d’autres organes pendant 

toute la phase de développement (Hong-Bo et al., 2005). Les protéines LEA sont largement 

distribuées dans le règne végétal des algues aux angiospermes et sont également présentes      

chez les invertébrés anhydrobiotiques et chez certaines espèces bactériennes.                               

Elles sont principalement composées d'acides aminés hydrophiles disposés en séquences 

répétées, formant une structure hautement hydrophile et stable thermiquement. L’analyse          

des séquences d’acides aminés a permis de distinguer sept groupes de protéines LEA (Pedrosa 

et al., 2015). En plus de leur rôle de chaperonnes, elles interviennent dans divers processus          

à savoir, la protection des protéines et des structures cellulaires des effets négatifs de la perte 

d’eau et de la dessiccation; la séquestration des ions et le repliement des protéines (Hong-Bo   

et al., 2005). 

1.7.  Le transport d’eau et des solutés 

En plus de l’accumulation des espèces réactives d’oxygène, les stress abiotiques peuvent 

provoquer une perturbation de l’homéostasie et du transport de l’eau dans la plante.                    

Les mouvements d’eau à travers les membranes cellulaires sont régulés par une famille                

de protéines des canaux d’eau ; actuellement connue sous le nom d’aquaporines (Hussain et al., 

2016). Elles appartiennent à une grande famille des protéines intra-membranaires hautement 

conservée appelée MIP « Major Intrinsic Proteins » (Maurel et al., 2008). Elles assurent               

le transport d’eau et des molécules de petite taille comme le glycérol, le CO2 et le bore à travers 

les membranes (Maurel, 2007 ; Xu et al., 2014). Elles ont été localisées au niveau                              

de la membrane plasmique (PIP/Plasma Intrinsic Protein) et dans la membrane de la vacuole 

(Tonoplaste) (TIP/Tonoplast Intrinsic Protein). Les protéines PIPs jouent un rôle important 

dans le contrôle du transport intercellulaire de l’eau. Les TIPs sont plutôt impliquées dans          

les échanges d’eau entre les compartiments cytosolique et vacuolaire et donc dans l’osmo-

régulation (Hussain et al., 2016).  
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L’implication des aquaporines dans la tolérance aux divers stress abiotiques a été approuvée 

chez plusieurs espèces végétales. En effet, la surexpression du gène TaAQP8 du blé (Triticum 

aestivum) stimule l’élongation racinaire chez les plantes de tabac en présence de fortes 

concentrations de sel (Hu et al., 2012). Toujours chez le tabac, Sade et al., (2010) ont démontré 

que le gène NtAQP1 est impliqué dans l’amélioration de l’utilisation efficace de l’eau,                  

de la conductivité hydraulique et du rendement en conditions de stress salin. Chez Arabidopsis, 

la surexpression du gène MaPIP1;1 résulte en un meilleure développement du système racinaire 

et une nette réduction des dommages membranaires occasionnés par le stress salin et hydrique 

(Xu et al., 2014). 

2. Les phytohormones- molécules clés dans la réponse aux stress abiotiques 

Les phytohormones sont des molécules produites en très faibles concentrations, mais capables 

de réguler une panoplie de processus cellulaires dans les plantes. Ils œuvrent comme messagers 

chimiques pour véhiculer et réguler les activités cellulaires. Ils interviennent dans le contrôle 

d’un large éventail de processus physiologiques tout au long du cycle végétatif. En général, 

cinq classes de régulateurs de croissance sont identifiés (Wani et al., 2016). Ainsi, on retrouve 

les auxines et les gibbérellines qui stimulent principalement l’élongation cellulaire ;                       

les cytokinines qui contrôlent la division cellulaire ; l’éthylène surtout connue pour son rôle 

dans la maturation des fruits et l’acide abscissique qui régule la sénescence et l’abscission         

des différentes parties de la plante. Outre ces cinq phytohormones qui existent naturellement, 

les brassinostéroïdes et les polyamines semblent intervenir dans la croissance des plantes              

et ainsi, ont fait l’objet des recherches approfondies (Upreti and Sharma, 2016).   

Plusieurs phytohormones interviennent dans l’établissement des mécanismes de réponses        

aux stress abiotiques et biotiques. Typiquement, l’ABA joue un rôle prépondérant dans                 

la réponse aux stress abiotiques alors que l’acide salicylique, l’acide jasmonique et l’éthylène 

interviennent plus dans la résistance aux pathogènes mais peuvent faire partie de l’arsenal           

de la réponse aux stress abiotiques (Zhang et al., 2006 ; Bari and Jones, 2009). Cependant,           

les mécanismes de réponse aux stress ne sont pas uniquement limités à ces hormones.                       

Des études récentes ont souligné l’implication d’autres hormones, en occurrence, de l’auxine 

et ont fournis des preuves substantielles de la présence d’un cross-talk entre l’ABA, SA                 

et JA et entre l’éthylène et les auxines dans la régulation des mécanismes de réponse aux stress 

(Verma et al., 2016). 
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2.1.  L’acide abscissique 

L’acide abscissique représente l’hormone végétale la plus importante dans la réponse aux 

fluctuations environnementales et par conséquent s’attribue par excellence, l’appellation de 

« hormone de stress » (Sah et al., 2016). L’ABA joue également un rôle crucial dans le contrôle  

de nombreux autres processus physiologiques tels que le développement de l’embryon, la 

dormance, le développement des graines, la promotion de la fermeture des stomates, la 

sénescence des feuilles et la réponse aux pathogènes et aux agressions physiques (Swamy and 

Smith, 1999 ; Tuteja, 2007).  

L’implication de l’ABA dans la tolérance aux stress a été mise en évidence grâce à la découverte 

des mutants déficients en ABA (aba1, aba2 et aba3) d’Arabidopsis. Ces derniers flétrissent        

et meurent facilement en présence de stress hydrique et présentent une faible croissance               

en réponse à la salinité (Xiong et al., 2001). Ces mutants déficients en ABA ont été également 

identifiés chez le maïs, la tomate et le tabac (Cho et al., 2009). Une augmentation drastique          

et rapide de la concentration endogène de l’ABA est observée chez plusieurs espèces végétales 

telles que  le maïs (Wang et al., 2008), le riz (Ye et al., 2012),  l’orge (Thameur et al., 2011),     

le soja (Bensen et al., 1988) et le blé (Guóth et al., 2009) en réponse au déficit hydrique. 

L’augmentation de la concentration endogène de l’ABA est également détectée en réponse         

au froid et à l’excès de sel (Sah et al., 2016). L’application exogène d’ABA permet 

l’amélioration de la réponse adaptative des plantes aux stress abiotiques. En effet, chez certaines 

espèces végétales, l’application de l’ABA augmente considérablement la tolérance                         

de ces plantes à la sécheresse. Le traitement des plantes par l’ABA permet l’augmentation          

de la résistance au froid dans le concombre et la luzerne (Flores et al., 1988 ; Mohapatra et al., 

1988) et atténue nettement les effets néfastes du stress salin chez le haricot et la pomme de terre 

(Khadri et al., 2006 ; Etehadnia et al., 2008). 

Le contrôle de mouvement des stomates est régulé par un certain nombre des facteurs 

environnementaux tels que la lumière, la teneur en CO2 et l’ensemble des stress biotiques             

et abiotiques. L’ABA intervient dans le contrôle des stomates en conditions de stress biotiques 

et abiotiques et ceci à travers l’activation et l’inactivation des canaux ioniques par les protéines 

kinases et les phosphatases (Lim et al., 2015). La protéine AAPK (ABA-Activated Protein 

Kinase) a été identifiée chez la fève (Vicia faba) comme étant protéine kinase spécifique            

des cellules de garde dont l’activité catalytique est déclenchée par l’ABA (Li and Assmann, 

1996). Chez Arabidopsis, un homologue de la protéine AAPK ; la protéine kinase OST1       

(Open Stomata 1)  est responsable de la fermeture des stomates induite par l’ABA (Mustilli       
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et al., 2002). En effet, une fois activée, la protéine OST1 s’associe directement aux canaux 

anioniques SLAC1 et provoque leur phosphorylation ce qui empêche la libération des anions 

des cellules de garde et induit la fermeture des stomates (Lee et al., 2009). En plus                          

de la régulation de l’ouverture et de la fermeture des stomates requise pour réduire les pertes 

d’eau en conditions de stress, l’ABA régule l’expression d’un ensemble de gènes dont                   

les produits sont essentiels pour la réponse et/ou la tolérance aux stress abiotiques.                    

Chez Arabidopsis, 245 gènes induits par l’ABA ont été identifiés par (Seki et al., 2002). 

Rabbani et ses collaborateurs ont pu identifier, chez le riz, 73 gènes induits par le stress dont 

43 régulés par l’ABA (Rabbani et al., 2003). 

La connaissance de l’ABA en tant que molécule clé dans la réponse aux stress abiotiques                

a été employée afin de développer des cultures dotées d’une meilleure tolérance vis-à-vis             

de diverses contraintes environnementales. Ainsi, la manipulation génétique des éléments 

impliqués dans les voies de biosynthèse, de catabolisme ou de signalisation  de cette hormone 

a permis d’améliorer la tolérance au stress  chez plusieurs espèces végétales (Sah et al., 2016). 

La surexpression du gène de biosynthèse de l’ABA ; NCED1 (9-cis-époxycaroténoïde 

dioxygénase) augmente considérablement la tolérance au stress hydrique chez la tomate et chez 

le tabac (Qin and Zeevaart, 2002 ; Thompson et al., 2007). L’introduction du gène LeNCED1 

de la tomate dans Pétunia (Petunia hybrida) améliore la résistance de cette dernière au stress 

hydrique (Estrada-Melo et al., 2015). De même, la surexpression des gènes OsPYL3 et OsPYL9 

(Pyrobactin resistance) codant pour des récepteurs d’ABA permet une meilleure adaptation       

au gel et au stress hydrique chez le riz (Tian et al., 2015). Chez la tomate, la surexpression         

des gènes codant pour les récepteurs de l’ABA confère aux plantes transgéniques une tolérance 

au stress hydrique (Gonzalez-Guzman et al., 2014).  

2.2.  L’éthylène 

L’éthylène est une phytohormone volatile impliquée dans plusieurs phases de la croissance          

et du développement des plantes, notamment de la maturation des fruits, la sénescence                

des fleurs et l’abscission des feuilles et des pétales (Wani et al., 2016). L’éthylène intervient 

également dans la formation de la coiffe apicale chez les plantes étiolées à l’obscurité,                    

la régulation de l’expansion cellulaire ou le développement de la fleur. Cette hormone régule 

également la réponse de la plante aux stress biotiques, mais aussi aux stress abiotiques, tels que 

la sécheresse ou l’anoxie (O’Donnell et al., 2003).  
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L’implication de l’éthylène dans la réponse aux stress abiotiques a été mise en évidence grâce 

à l’étude des mutants insensibles en cette hormone. Ces derniers sont plus sensibles à la salinité 

suggérant que la voie de signalisation de l’éthylène réduit la sensibilité des plantes à la salinité 

(Cao et al., 2008). Plusieurs acteurs de la voie de signalisation de cette hormone ont été 

identifiés et semblent intervenir dans la réponse aux divers stress abiotiques. Parmi ces acteurs, 

certaines protéines DREB (facteurs de réponse à l’éthylène) interviennent dans la réponse           

au froid chez Arabidopsis. (Gilmour et al., 2004) ont pu améliorer la tolérance des plantes 

d’Arabidopsis au froid à travers la surexpression des gènes DREB1A et DREB1B. Toujours 

chez Arabidopsis, l’expression constitutive du gène DREB2 permet une meilleure tolérance         

au stress hydrique et salin (Liu et al., 1998  ; Sakuma et al., 2006). D’autres membres                     

de la famille des ERFs sont impliqués dans la tolérance aux stress. Chez le tabac, Trujillo                

et ses collaborateurs ont reporté que SodERF3 est impliqué dans l’acquisition de la tolérance 

aux stress hydrique et salin (Trujillo et al., 2008). De même,  Zhang et al., (2009) ont montré 

que la surexpression du gène GmERF3 du Soja confère aux plantes transgéniques du tabac      

une meilleure tolérance à la salinité et à la sécheresse . Des études récentes ont montré que         

les ERFs régulent l’expression des gènes en conditions de stress abiotiques en se liant 

spécifiquement aux éléments cis-régulateurs  GCC et DRE/CRT qui interviennent dans                 

la réponse au froid et au stress osmotique (Wang et al., 2004).  

2.3.  L’acide salicylique 

L’acide salicylique (SA) est un composé phénolique impliqué dans la régulation                              

de la croissance et du développement des plantes. Il intervient dans la régulation d’un ensemble 

de processus physiologiques tels que la photosynthèse, la floraison, la maturation des fruits,       

le métabolisme de l’azote et de la proline,  la production de la glycine bétaine (GB), le maintien 

de l’homéostasie cellulaire en conditions de stress et fournit ainsi une protection des plantes 

contre les stress (Raskin, 1992 ; Miura and Tada, 2014).  L’acide salicylique semble également 

intervenir dans la régulation de l’ouverture et de la fermeture des stomates en conditions              

de stress et ceci indépendamment de l’ABA (Mori et al., 2001).  

L’implication de l’acide salicylique dans la réponse et la tolérance au stress salin, hydrique         

et thermique a été étudiée d’une manière intensive chez plusieurs espèces végétales (Fahad and 

Bano, 2012 ; Yang et al., 2012  ; Fayez and Bazaid, 2014). L’application exogène de l’acide 

salicylique sur les plantes stressées permet la stimulation des mécanismes de tolérance               

aux stress abiotiques (Eyidogan et al., 2012). Chez le blé tendre (Triticum aestivum), 

l’application de 0,5mM de SA améliore considérablement la tolérance des plantes à la salinité 
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à travers la stimulation de la synthèse des antioxydants enzymatiques tels que GPX1, GPX, 

DHAR, GR, GST1, GST2, MDHAR et GS et l’augmentation de l’activité des enzymes 

impliqués dans la voie de l’ascorbate (AsA-GSH) (Li et al., 2013). Ce même constat                         

a été également observé chez le maïs (Zea mays) en réponses aux basses températures (2°C). 

L’imbibition des graines de tomates et de petits pois dans une solution de 0,1- 0,5 mM de SA 

ou d’acétyl-SA augmente la tolérance de ces espèces aux stress hydrique et thermique (chaleur 

et froid) (Senaratna et al., 2000). L’ensemble des études conduits ont démontrées                            

que l’amélioration de la tolérance des plantes par l’acide salicylique est étroitement associée      

à la stimulation du système d’antioxydants, l’accumulation des osmolytes (proline, 

glutathione), l’amélioration de l’absorption des éléments nutritifs (azote, phosphore, 

potassium…) ainsi que la réduction de la sensibilité à certaines hormones végétales (éthylène) 

(Kang et al., 2014).  

2.4.  Les jasmonates 

Les jasmonates sont des cyclopentanones dérivés du métabolisme des acides gras 

membranaires. Le métyl-jasmonate (MeJA) et son acide libre ; l’acide jasmonique                     

(JA) collectivement appelées jasmonates (JA) représentent les formes les plus répandues dans 

le règne végétal  et participent à la régulation de divers processus de développement des plantes 

y compris la floraison, la fructification, la sénescence, le métabolisme secondaire                             

et  les réponses aux stress biotiques et abiotiques (Wani et al., 2016). Les jasmonates 

représentent des molécules de signalisation vitales induites par diverses contraintes 

environnementales, dont la salinité la sécheresse et aux radiations UV (Pauwels et al., 2009 ; 

Demkura et al., 2010 ; Seo et al., 2011). Ils présentent un grand potentiel pour atténuer les effets 

négatifs des stress environnementaux. En effet, l’application exogène du MeJA réduit 

efficacement les symptômes du stress salin chez les plants de Soja (Glycine max) (Yoon et al., 

2009). Remarquablement, la concentration endogène des JA augmente significativement            

au niveau des racines de riz et permet ainsi de contrer les effets délétères du stress salin (Wang 

et al., 2001). Chez le citron, une augmentation rapide de la concentration du JA a été observée 

au niveau des racines après exposition au stress salin atteignant une concentration maximale 

après 6 heures de l’application du stress (Santino et al., 2013). Le traitement précoce des plantes 

de riz par le MeJA avant exposition au froid améliore considérablement la survie des plantes 

stressées plutôt que pendant ou après le stress (Lee et al., 1997). 
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2.5.  L’auxine 

Les auxines jouent un rôle prépondérant dans le contrôle de divers processus de développement 

des plantes comme le développement racinaire, la différenciation des tissus vasculaires,                

la formation des bourgeons axillaires, la dominance apicale, le développement floral                        

et la maturation des fruits. Le rôle de l’auxine dans la réponse aux stress abiotiques reste encore 

mal connu, mais certaines études ont évoqué une éventuelle implication dans la réponse                

des plantes aux stress abiotiques. L’application de l’auxine permet de réduire les effets néfastes 

des stress chez plusieurs espèces végétales. Chez le blé, le traitement des graines par l’AIA 

supprime l’effet inhibiteur du stress salin sur la croissance (Irfan et al., 2005). Toujours chez     

le blé, une amélioration de la germination des graines cultivées en présence de fortes 

concentrations en sel  a été obtenue grâce au traitement de celles-ci par l’AIA ou l’ANA (Akbari 

et al., 2007). Chez le piment, la tolérance aux températures élevées a été associée à la présence 

d’une forte concentration de l’AIA au niveau des organes reproducteurs (Upreti and Sharma, 

2016).  

II. L’auxine : biosynthèse, transport et signalisation 

Le terme « auxine » provient du mot grec« auxein »  ce qui désigne grandir/ agrandir (Sauer      

et al., 2013). L’auxine a été découverte grâce aux travaux de Charles et Francis Darwin en 1881 

sur le phototropisme des coléoptiles de l’avoine. Ces derniers présentaient en contact avec           

la lumière une inflexion au niveau de la région apicale et que la courbure de ces coléoptiles vers 

la lumière est abolie lorsque l’apex est coupé ou recouvert d’un capuchon opaque. Ils constatent 

que la zone de courbure du coléoptile se situe légèrement en-dessous de l’apex. Ce constat a été 

expliqué  la présence d'un signal de croissance qui une fois produit au sommet du coléoptile, 

migre jusqu'à la zone de croissance et induit une croissance plus rapide de la face ombrée            

du coléoptile par rapport à la face éclairée (Andres-Robin, 2012). Ce n’est qu’en 1934-1935 

que cette substance a été identifiée comme étant l’acide indole 3- acétique  grâce aux travaux 

des équipes Kögl en Hollande et K.V. Thimann aux Etats-Unis, qui ont montré que le bout       

du coléoptile séparé de la tige par un bloc de gélose continue de se courber en direction                 

de la lumière alors que cette courbure est abolie quand le coléoptile est séparé de la tige                

par un bloc de mica, de platine ou de beurre de cacao (Mano and Nemoto, 2012).                              

Ils en concluent qu’il s’agit d’un signal hydrosoluble, non pas électrique ni liposoluble.                 

Sa structure finale a été découverte en 1931 par Kögl et Hagen-Smit (Kögl and Kostermans, 

1935). Actuellement, le terme Auxine regroupe un ensemble de substances chimiques naturelles  

ou synthétiques de structure variable mais  possédant des propriétés physiologiques identiques 
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et/ou voisines (Kepinski, 2007). L’auxine, dont la forme la plus prédominante est l’acide indole 

acétique (AIA), régule différents aspects de la croissance et du développement des plantes.      

Elle intervient dès les premiers stades de l’embryogenèse puis assure la croissance, 

l’organisation et la ramification des parties aériennes et souterraines. Ces multiples effets              

à l’échelle de la plante reflètent le contrôle qu’elle exerce sur la division cellulaire, l’élongation 

cellulaire et certaines étapes de différenciation vasculaire et florale (Yamamoto et al., 2007). 

1. La biosynthèse de l’auxine 

L’auxine est synthétisée à différents niveaux notamment au niveau des méristèmes, des jeunes 

primordiums, des tissus vasculaires et des organes reproducteurs. Elle est ensuite distribuée 

dans tous les tissus, compris dans les racines où elle s’accumule. Chez les plantes, la principale 

forme d’auxine est l'acide Indole-3-Acétique (AIA) (Figure 3). Elle est synthétisée                     

dans              les apex des tiges, les zones méristématiques, les jeunes feuilles des bourgeons 

terminaux et les graines en développement. Il atteint ensuite les différentes parties de la plante 

grâce à deux modes de transport: passif et actif (Bohn-Courseau, 2010).  

  

 

 

 

 

Malgré les grands progrès réalisés au cours des dix dernières années pour la compréhension     

des mécanismes moléculaires de la signalisation et du transport de l’auxine chez Arabidopsis 

thaliana, les différentes étapes de la biosynthèse et de la régulation de cette hormone restent 

encore mal connues (Dharmasiri et al., 2005 ;  Paponov et al., 2005). Ceci s’explique en premier 

lieu par la complexité de sa biosynthèse chez les plantes. En effet, l’auxine présente                    

dans les différents tissus végétaux peut provenir de l’une des voies de biosynthèse                           

ou suite à la dégradation hydrolytique de ses conjugués. De plus, et bien que les plantes 

partagent les mêmes mécanismes de base pour la biosynthèse de l’auxine, certaines espèces     

Figure 3 Structure de l’AIA. (A) Structure chimique de l’AIA en conformation planaire montrant le 

noyau indolique sur lequel s’insère latéralement un groupement carboxyl en position terminale, (B) 

squelette carboné de la molécule d’AIA montrant la molécule d’azote en bleu et celle de l’oxygène en 

rouge (Ljung, 2013). 
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ont recours à des stratégies uniques et propres à elles pour optimiser la biosynthèse de cette 

hormone (Zhao, 2010). 

L’analyse des mutants de l’auxine chez Arabidopsis thaliana a révélé l’existence des différentes 

voies de biosynthèse de l’auxine impliquant le tryptophane (Trp) (Eckardt, 2001). De ce fait, 

des mutants déficients de tryptophane ont été générés pour élucider l’énigme de la biosynthèse 

de l’auxine. Cependant, une quantification de la concentration           de l’AIA entre les lignées 

sauvages et les mutants de tryptophane montrant ainsi que l’AIA pouvait être également 

synthétisée par voie indépendante de tryptophane. Des études récentes sur des  mutants 

auxotrophes de Trp ont montré que les voies dépendantes et indépendantes      de Trp contribuent 

à la biosynthèse de l’AIA dans les pousses  mais la voie dépendante de Trp reste prédominante 

dans les racines et est responsable du gravitropisme racinaire (Kiyohara et al., 2011).  

1.1.  La voie de biosynthèse d’auxine indépendante de tryptophane 

La voie de biosynthèse dépendante de tryptophane représente la voie la plus étudiée et la mieux 

décrite chez les plantes. L’existence d’une voie de biosynthèse indépendante de tryptophane      

a pu été démontrée au début des années 90. En effet, l’analyse des mutants de biosynthèse           

du tryptophane a permis de démontrer que les plantes peuvent également synthétiser l’AIA         

sans utiliser le tryptophane comme substrat intermédiaire (Woodward and Bartel, 2005).       

Chez Arabidopsis, les mutants affectés dans la synthèse du tryptophane  trp3-1 et trp2-1 

présentent respectivement des formes altérées des enzymes dans Trp α et β-synthase (Eckardt, 

2001). Ces mutants accumulent des formes conjugués d’AIA malgré  que la concentration           

du tryptophane soluble soit réduite (Müller and Weiler, 2000). De même, le mutant orange 

péricarpe chez le maïs, affecté dans la fonction de Trp β synthase,  accumule les formes 

conjuguées de l’AIA (Wright et al., 1992). L’ensemble de ces données confirment la présence 

de la voie indépendante de tryptophane pour la biosynthèse de l’AIA. Cependant, les bases 

moléculaires restent encore non élucidées. 

1.2. Les voies de biosynthèse d’auxine dépendantes de tryptophane 

La voie de biosynthèse de l’AIA dépendante du tryptophane représente la voie de biosynthèse 

de l’auxine la plus étudiée et détaillée et comprend quatre voies distinctes qui sont 

respectivement : (i) la voie du tryptamine, (ii) la voie de l’indole -3 acétaldoxine (IAOx), (iii) 

la voie de l’acide indole -3 puryvique et (vi) la voie de l’indole -3 acétalamide (IAM) (Figure 

4).  
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1.3.   La localisation de la biosynthèse de l’auxine 

La localisation de la synthèse de l’auxine semble être un aspect important dans la régulation 

globale des fonctions de l’auxine (Zhao, 2010). Pendant longtemps, on croyait que                            

la connaissance de la localisation de la biosynthèse de l’auxine n’était pas importante étant 

donné que l’auxine peut atteindre n’importe quelle zone de la plante grâce au transport polaire. 

Cependant, les récents progrès ont démontré sans équivoque que la biosynthèse localisée            

de l’auxine joue un rôle crucial dans presque tous les processus de développement à savoir 

l’embryogenèse, la croissance des semis, la structuration vasculaire, le développement racinaire 

et florale (Zhao, 2014). 

L’auxine peut être produite à la fois au niveau des pousses et des racines des plantes. Des études 

récentes menées chez Arabidopsis thaliana ont montré le gène TAA1 impliqué dans la voie IPA 

de biosynthèse de l’auxine est exprimé au niveau des racines et des pousses. De plus, 

l’évaluation de l’expression des gènes YUCCA a révélé que ces derniers s’expriment au niveau 

de l’ensemble des organes y compris les fleurs, les feuilles et les racines (Stepanova et al., 

2008). Les effets de l’inactivation des gènes YUC2 et YUC6 au niveau des étamines ne sont pas 

rétablis par la production de l’auxine dans les autres organes floraux, ce qui signifie que durant 

le développement, chaque organe assure sa propre synthèse d’auxine pour sa croissance.            

De plus, l’expression des gènes YUCCA et TAA1 varie selon de stade de développement.             

En effet, ces gènes s’expriment au niveau de la région apicale au stade globulaire                             

Figure 4 La voie de biosynthèse de l'auxine dépendante du Tryptophane (Mashiguchi et al., 2011). 
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de l’embryogenèse puis se concentrent au niveau du méristème apical quand l’embryon atteint 

le stade cordiforme avant de se concentrer finalement au méristème apical dans l’embryon 

mature.  

1.4. La régulation de la biosynthèse de l’auxine 

La biosynthèse de l’auxine peut être régulée aussi bien par les facteurs environnementaux         

que par les signaux développementaux propres à la plante (Tao et al., 2008). Des études récentes 

ont montré que l’expression des gènes YUCCA est contrôlée par des facteurs de transcription 

qui se lient à la région promotrice de ces gènes. De ce fait, plusieurs facteurs de transcription 

ont été identifiés par leur capacité à se lier directement aux promoteurs des gènes YUCCA       

et/ou TAA. Parmi ces facteurs de transcription, on distingue les SHORT 

INTENOTES/STYLISH (SHI/STY) qui interviennent dans le développement des feuilles              

et des fleurs en régulant l’expression des gènes YUC. Le gène STY1 code pour une protéine qui 

se lie directement au motif ACTCTAC retrouvé au niveau du promoteur des gènes YUC4             

et YUC8 permettant ainsi l’activation de la transcription de ce dernier (Eklund et al., 2010). 

L’expression des gènes YUC2 et YUC4 semble également être régulée à la fois par LEAFY 

COTYLEDON2 (LEC2)  au stade embryonnaire (Stone et al., 2008) et par la famille de facteurs 

de transcription dite NGATHA qui contrôle d’une façon redondante le développement du style 

et régule également l’expression de ces gènes au niveau de la région apicale du gynécée chez 

Arabidopsis thaliana (Zhao, 2014). Les gènes YUC5 et TAA1 sont par contre régulés par IDD14 

et IDD16 (Cui et al., 2013). 

Les facteurs environnementaux interviennent aussi dans la régulation de la synthèse de l’auxine. 

En effet, l’analyse des mutants déficients dans la réponse d’évitement de l’ombre  « shade 

avoidance response » chez Arabidopsis a montré que l’expression du gène TAA1 est fortement 

régulé par la lumière (Tao et al., 2008). Il paraît que Phytochrome-Interacting Factors (PIFs) 

régulent l’expression d’un certain nombre des gènes YUCCA en absence de lumière.                       

Li et ses collaborateurs ont reporté que PIF7 se lie à la région promotrices des gènes YUC2, 

YUC5, YUC8 et YUC9 et active ainsi la transcription de ces gènes (Sun et al., 2012). 

2. Le transport de l’auxine 

L’auxine produite dans certains tissus spécifiques, doit être distribuée aux autres parties               

de la plante. Deux types de transport sont mis en évidence : transport passif et transport actif. 

Le transport passif est un transport direct et rapide qui se fait dans une longue distance de tissues 

sources vers les tissus puits (racines) à travers le phloème. Le transport actif permet le transport 
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de l’auxine de cellule en cellule de manière polaire, de la partie aérienne vers les racines 

(Vanneste and Friml, 2009). Ce système de transport est basé sur un modèle chimio-osmotique 

et se déroule en deux étapes : l’influx d’auxine dans la cellule suivie de son efflux.  

En général, les molécules d’AIA subissent une dissociation réversible au niveau de l’espace 

extracellulaire, dont l’équilibre dépend du pH. Dans un environnement acide (environ 5,5), 

l’AIA sous trouve sous forme protonée plus lipophile et peut rentrer dans la cellule par diffusion 

passive à travers la membrane plasmique (figure 5). Comme le pH du cytoplasme est moins 

acide (pH=7) que le pH extracellulaire, les molécules d’AIA sont souvent sous forme anionique 

moins lipophile et donc ne peuvent pas diffuser à travers la membrane plasmique, elles sont 

importées via des transporteurs d’influx AUX1/LAX. Dans le cytosol, IAA se dissocie                  

et nécessite un transport actif à travers les protéines transporteur d'efflux PIN ou ABCB            

pour quitter la cellule. La localisation subcellulaire polarisée des protéines PIN détermine           

la direction du flux d’auxine dans la plante (Friml, 2010). 

 

Figure 5 Modèle de transport intercellulaire de l'auxine (adaptée à partir de Friml, 2010). 
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3. Rôles de l’auxine  

3.1. Rôles de l’auxine dans la plante 

L’auxine joue un rôle central dans la régulation d’un large éventail de processus physiologiques 

et développementaux des plantes et également dans la réponse aux stress environnementaux. 

Elle intervient dès les premiers stades de l’embryogenèse puis assure la croissance, 

l’organisation   et   la   ramification   des   parties   aériennes   et   souterraines.   Ces  multiples   

effets   à   l’échelle  de  la  plante  reflètent  le  contrôle  qu’elle  exerce  sur  la  division  

cellulaire,  l’élongation  cellulaire  et  certaines  étapes  de  différenciation  vasculaire  et  florale 

(Yamamoto et al., 2007).  La plasticité du développement et de la réponse des plantes                      

à une multitude de contraintes environnementales laissent penser que les mécanismes                    

de régulation sont très complexes. En effet, la privation des cellules de l’auxine conduit à l’arrêt 

de la division cellulaire qui ne peut être restauré qu’après application de l’auxine (Stals               

and Inzé, 2001). L’inactivation de la voie de perception de l’auxine provoque la perturbation 

de la division cellulaire voire même l’arrêt du cycle cellulaire (David et al., 2007).                 

L’auxine induit également l’élongation rapide des cellules d’hypocotyle et des feuilles (Chen 

et al., 2001). L’étude du développement racinaire en réponse à différentes concentrations             

de l’auxine a montré que de faibles concentrations en AIA stimulent la croissance des racines 

alors que les concentrations élevées inhibent l’élongation racinaire (Casimiro et al., 2001  ; 

Overvoorde et al., 2010). Chez Arabidopsis thaliana, l’auxine est transportée des jeunes feuilles 

à l’apex racinaire à travers les tissus vasculaires (transport acripète) puis l’AIA est redirigée 

vers la base de la racine par le biais des couches cellulaires externes (Le transport basipète) 

(Aloni et al., 2006). Ce processus déclenche la polarité des cellules conduisant                                     

à la différenciation des racines et des tissus (Saini et al., 2013). Ainsi, il a été démontré                

que l’inhibition du transport de l’auxine restreint l’initiation et l’émergence des racines latérales 

malgré que ces dernières émergent relativement loin de l’apex racinaire (Casimiro et al., 2001). 

La présence de l’auxine est essentielle pour l’initiation des organes et pour la formation              

des feuilles (Reinhardt et al., 2003). L’auxine participe également à la formation des organes 

floraux (Cheng and Zhao, 2007).  L’auxine intervient également dans le contrôle des différents 

aspects du développement du fruit y compris la nouaison, la croissance, la maturation                     

et l’abscission de celui-ci (Pattison et al., 2014).  

3.2.  L’auxine et la réponse aux stress abiotiques 

L’auxine est une hormone végétale indispensable au développement de la plante. Elle joue           

un rôle crucial dans le contrôle des divers aspects de croissance et de développement des plantes 
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y compris, l'embryogenèse, l'organogenèse, la croissance tropicale, le développement                  

des racines latérales, la différenciation des tissus vasculaires, l’initiation, le développement            

et la maturation des fruits … (Kumar et al., 2011). Elle semble intervenir notamment dans           

la réponse aux stress abiotiques. En effet, des études récentes ont évoqué une potentielle 

implication de l’auxine dans la réponse aux stress abiotiques. Ainsi, une augmentation 

substantielle de la teneur endogène en AIA a été observée chez le riz en réponse                             

aux températures extrêmes (Du et al., 2013).  

Sur le plan moléculaire, plusieurs acteurs de la voie de signalisation de l’auxine sont impliqués 

dans la réponse aux stress abiotiques. Chez le riz (Oryza sativa), Jain and Khurana, (2009)            

ont démontré que les facteurs de réponse à l’auxine OsARF11 et OsARF15 présentent                 

une expression différentielle en réponse à la salinité suggérant qu’ils sont impliqués dans             

la réponse à ce stress chez cette espèce. Toujours chez le riz, Zhou et ses collaborateurs                

ont souligné l’implication de neuf ARFs dans la réponse au stress hydrique. Il s’agit 

respectivement de : OsARF2, OsARF4, OsARF10, OsARF14, OsARF16, OsARF18, OsARF18, 

OsARF19, OsARF22 et OsARF23 (Zhou et al., 2007). Chez le sorgho (Sorghum bicolor),        

seuls SbARF10, SbARF16 et SbARF21 sont induits d’une manière significative au niveau         

des feuilles et des racines exposées au stress hydrique (Wang et al., 2010). Une étude similaire 

réalisée chez le soja (Glycine max) a signalé une surexpression des gènes GmARF33                       

et GmARF50 en conditions de déficit hydrique (Van Ha et al., 2013). D’autres acteurs                    

de la voie de signalisation de l’auxine sont impliqués dans la réponse aux stress abiotiques.         

Il a été démontré que le miR393 est induit par le froid, la déshydratation, la salinité et l’ABA. 

Chez Arabidopsis  thaliana, la sur expression d’une forme du gène TIR1 résistante au miR393 

augmente significativement la tolérance des plantes au stress salin, ce qui permet 

l’augmentation du taux de germination, l’accumulation de la proline et des anthocyanines,            

la diminution des pertes en eau, la réduction de l’inhibition de l’élongation de la racine, le retard 

de la sénescence et la stabilisation des pigments chlorophylliens (Chen et al., 2014). Cependant, 

son rôle exact dans la réponse au stress reste encore indéfini.  Le gène AtNAC2 code pour              

un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress salin et également dans le 

développement des racines latérales. Ce gène est induit par la salinité, l’ABA, l’éthylène et 

également par l’auxine. De plus, il semblerait que  des mutations dans la protéine TIR1 inhibent 

l’expression de ce gène suggérant que l’auxine a un rôle positif dans l’induction de ce gène          

en condition de stress salin (He et al., 2005). 
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En plus de l’implication de la voie de signalisation de l’auxine dans la tolérance aux stress 

abiotiques, il semblerait même que les éléments impliqués dans la biosynthèse et dans                    

le transport de l’auxine interviennent dans la réponse au stress. Chez Arabidopsis thaliana, 

l’activation du gène YUCCA6 (YUC6) qui code pour une flavine monooxygénase ; molécule 

clé dans la voie de biosynthèse de l’auxine dépendante du tryptophane, engendre                           

une augmentation de la concentration endogène de l’auxine et  améliore la résistance des plantes 

au stress hydrique (Im Kim et al., 2013). De plus, les mutants de transport de l’auxine aux1    

sont relativement hypersensibles à la salinité et aux températures élevées indiquant un rôle 

fonctionnel du transport de l’auxine dans la tolérance au stress abiotique (Krishnamurthy         

and Rathinasabapathi, 2013). Le gène PIN3 qui code pour un transporteur de l’auxine                    

et qui intervient dans le gravitropisme de la racine est inhibé par le froid ce qui suggère que ce 

dernier peut affecter le transport de l’auxine (Shibasaki et al., 2009).  

4. La perception de l’auxine 

Malgré sa découverte ancienne, les voies de signalisation de l’auxine restent encore                    

mal connues et peu de données sont disponibles sur la relation entre les gènes de réponse 

précoce et les mécanismes cellulaires induits par cette hormone pléiotrope. Ce n’est que depuis 

ces 20 dernières années, avec l’avènement  des outils de la génétique inverse, que les données 

relatives à  la voie de transduction du signal auxinique  et à la régulation transcriptionnelle         

des gènes de réponse à l’auxine ont commencé à émerger (Van Oostende, 2006).                      

Ainsi, plusieurs molécules réceptrices ont été identifiées  telles que le glutathione S transférase 

(Bilang et al., 1993), le ß-glucosidase (Venis et al., 1995) et le 1,3- glucanase (Macdonald, 

1997). Chacune de ces protéines présente une affinité différente avec l'auxine et une localisation 

spécifique. Au début des années quatre-vingts, l’ABP1 « Auxin-Binding Protein 1 »,                       

a été identifiée en tant que récepteur de l’auxine (Vanneste and Friml, 2009). 

Récemment, d’autres récepteurs de l’auxine ont été décrits, il s’agit des protéines TIR1 

« Transport Inhibitor Receptor 1 » et AFB « Auxin Receptor F-Box ». Ces deux récepteurs 

nucléaires font partie du complexe « SCF E3 ubiquitin ligase » impliqué dans la dégradation 

des répresseurs des gènes de réponse à l’auxine (Iglesias et al., 2010). 

4.1.   Le récepteur auxinique : AUXIN BINDING PROTEIN 1 

4.1.1. Structure du récepteur « Auxin Binding Protein 1 » 

L’ABP1 est une protéine glycosylée dimérique de 43kDa  présente une très grande affinité        

vis-à-vis de l’auxine et de ce fait elle est suggérée comme un récepteur de cette hormone               
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et est localisée  au niveau du réticulum endoplasmique, de la membrane plasmique et de la paroi 

cellulaire (Hopkins, 2003). Elle a été isolée pour la première fois des plantes de maïs grâce          

à son affinité à l’auxine. L’analyse des mutants  chez Arabidopsis a abouti à la conclusion         

que la protéine ABP1 est essentielle pour l’embryogenèse, la division et l’expansion cellulaire, 

le contrôle de l’activité des méristèmes, la croissance racinaire et ainsi pour d’autres processus 

de développement (Gao et al., 2015). Les protéines ABP1 sont codées par une famille de gènes 

réduite chez Arabidopsis. Le nombre de gènes qui l’encodent ainsi que leur localisation varient 

chez les différentes espèces. L’ABP1 fait partie de la superfamille des « protéines Cupin » 

caractérisée par la prédominance d’un motif antiparallèle dit « β-sheet motif » (Bertoša et al., 

2008). Elle présente une structure particulière composée de domaines conservés, le domaine 

BoxA qui permet la liaison avec l’auxine, le domaine BoxB et un C-terminal KDEL                  

tétra-peptidique (Lys-Asp-Glu-Leu) qui lie la protéine au réticulum endoplasmique 

(Zažímalová et al., 2010). 

4.1.2. Fonctions de la protéine « Auxin Binding Protein 1 » 

La protéine de liaison de l’auxine 1 (ABP1) a été longtemps caractérisée comme étant une 

composante essentielle de l'action précoce de l'auxine au niveau de la membrane plasmique. 

Cependant, son rôle dans les réponses en aval reste mal connu jusqu’à présent (Tromas et al., 

2010). Deux décennies de recherches intenses ont permis de conclure que l’ABP1 se lie 

spécifiquement à l’auxine et ainsi représente un récepteur auxinique ou une protéine capable    

de moduler la concentration de cette hormone (Chen et al., 2001). Plusieurs études suggèrent 

que la protéine ABP1 est impliquée également dans la médiation de certaines réponses 

cellulaires à l’auxine, à savoir, la division et l’élongation cellulaire, l’hyperpolarisation                

de la membrane plasmique et les flux d’ions (Bertoša et al., 2008; Shi and Yang, 2011).              

La surexpression du gène ABP1 confère une expansion dépendante de l'auxine des cellules 

différenciées qui ne sont pas de nature dynamique (Vanneste and Friml, 2009). L’identification 

des mutants abp1 et des mutants knockdown chez Arabidopsis a montré que la protéine ABP1 

est requise pour l’ensemble des réponses auxinique y compris la modulation de l’expression 

des gènes (Tromas et al., 2010, 2013). Des études récentes indiquent que la protéine ABP1 agit 

en amont de la voie de signalisation TIR1/AFB ainsi régule négativement cette voie                         

de signalisation de l’auxine (Tran and Pal, 2014). 

4.1.3. La voie de signalisation de la protéine « Auxin Binding Protein 1 »  

Bien que la protéine ABP1 ait été reconnue comme un récepteur de l’auxine, des études portant 

sur l’identification de la voie de signalisation de l’ABP1 ont suggéré que cette dernière nécessite 
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l’intervention d’un co-récepteur. Jusqu’à présent, aucun co-récepteur n’a pu être identifié. 

Cependant, la protéine CBP1 (C-Terminal Peptide-Binding Protein 1), protéine de la membrane 

plasmique qui présente une homologie avec la protéine SKEWED5 (SKU5) d’Arabidopsis 

thaliana participe à l’ancrage de la protéine ABP1 à la membrane plasmique (Sauer et al., 2013; 

Tran and Pal, 2014). Récemment, plusieurs études ont mis en évidence l’implication               

d’une protéine leucine-rich repeat receptor-like protein kinase (LRR-RLK) dans la transmission 

du signal auxinique à travers la voie de l’ABP1 (Sauer et al., 2013). Plusieurs phospholipases 

sont également impliquées dans la signalisation de l’auxine par la voie de l’ABP1 : PLD, sPLA2 

et pPLA (Gao et al., 2015).  

4.2.  La voie S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN  

Des études récentes ont permis l’identification d’un nouveau récepteur auxinique connu         

sous le nom de S-phase kinase-associated protein 2A (SKP2A). La protéine SKP2A se lie 

directement à l’auxine et déclenche la protéolyse des répresseurs du cycle cellulaire et induit 

ainsi la division cellulaire (Takahashi, 2013). La protéine S-Phase Kinase-Associated Protein 

2A (SKP2A) est une protéine nucléaire de type F-Box qui intervient dans la régulation               

des facteurs de transcription du cycle cellulaire (Jurado et al., 2010). Elle permet le contrôle      

de la stabilité d’au moins deux facteurs de division cellulaire qui sont respectivement 

l’adénovirus E2 promoter binding factor C (E2FC) et la protéine de dimérisation B (DPB). 

Cette dernière est impliquée dans les voies métaboliques de la signalisation de la lumière         

(del Pozo et al., 2006). Chez Arabidopsis thaliana, la stabilité de la protéine SKP2A                        

est fortement régulée par l’auxine qui en effet stimule sa dégradation. La protéine SKP2A            

est régulée à deux niveaux distincts : (i) au niveau transcriptionnel durant le cycle cellulaire        

et (ii) au niveau post-traductionnel  par ubiquitination à travers le complexe 

Ubiquitine/protéasome 26S (Jurado et al., 2010).  

4.3.   La voie de signalisation TIR 1/AFB 

4.3.1. Structure du TIR1 et des AFB 

Le signal auxinique est perçu par un complexe connu sous le nom de SCFTIR1. Ce complexe 

est formé de quatre protéines qui sont respectivement : la protéine E3-ubiquitin-protein ligase 

RING-BOX PROTEIN 1 (RBX1), La protéine S PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 

1 (SKP1 ou ASK1), la protéine CULLIN 1 (CUL1) et finalement la protéine TRANSPORT 

INHIBITOR RECEPTOR 1 (TIR1) (Sparks et al., 2013). La protéine TIR1 présente                      

une structure en champignon avec 18 répétitions riches en Leucine (LRR) à l’extrémité                 
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C-terminal et un domaine F-box qui interagit avec la protéine ASK1 à l’extrémité N-terminal 

(Tan et al., 2007; Hayashi, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Le génome d’Arabidopsis thaliana contient cinq protéines liées au récepteur TIR1 nommées 

Auxin Signalisation F-BOX1-5 (AFB1-5). L’alignement des séquences a montré que                      

la protéine AFB1 est étroitement liée à la protéine TIR1 et présente 70% de similitudes, alors 

que les protéines AFB2 and AFB3 présentent plus de 80% de similitudes entre elles (Parry                 

et al., 2009). Les protéines AFB4 et AFB5 sont à 76% identiques les unes aux autres et sont à 

environ 50% identiques à la protéine TIR1 (Calderon-Villalobos et al., 2010). Des analyses 

génétiques ont montré que les protéines TIR1 et AFB2 sont les récepteurs auxiniques plus 

abondants chez les plantes (Pierre-Jerome et al., 2013). Des analyses in vivo ont démontré que 

tout comme la protéine TIR1, les protéines AFB1-3 interagissent avec les sous-unités ASK1-

CUL pour former les complexes SCF (Dharmasiri et al., 2005). Le génome d’Arabidopsis 

thaliana contient 6 protéines CUL, 3 protéines RBX, 21 protéines ASKs et environ 700 

protéines de type F-box. Les complexes SCF forment la plus large famille de sous unités de 

l’ubiquitine-ligase E3 chez les plantes. TIR1 est l'un des premières protéines F-box identifiées 

et bien caractérisées chez les plantes. Les protéines F-box jouent le rôle de récepteur des 

protéines de type SCF E3 ubiquitine ligase conférant ainsi une spécificité de substrat à ces 

derniers. Les sous-unités CUL et RBX1 forment le noyau des complexes SCF. Ils se lient                

Figure 6 Schéma représentant le complexe SCF. Le complexe SCF contient une protéine RBX1 (RING-

box1), une protéine CUL1 (cullin 1), une protéine SKP1 (protéine associée à la phase-kinase S1) et une 

protéine hébergeant un domaine F-box, qui lie directement SKP1. La protéine F-box est composée          

des domaines de liaison à la protéine LRR (leucine-rich repeat) qui se lie aux substrats cibles pour                

la dégradation (Magori et Citovsky, 2011).  
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à divers sous-complexes FBP-Skp1 et permettent le recrutement de l’enzyme de conjugaison 

E2-ubiquitine (Calderon-Villalobos et al., 2010).  Le complexe SCF est régulé par                              

la modification de la sous-unité CUL et ceci à travers la protéine reliée à l’ubiquitine dite 

RUB/NEDD8. La conjugaison entre les protéines RUB et CUL se produit d’une façon similaire 

à la conjugaison de l’ubiquitine mais nécessite tout de même l’intervention des enzymes E1        

et E2. Les protéines RUB/NEDD8 sont par la suite retirées  de la sous-unité CUL par                       

le signalosome COP1 (CSN) ; qui n’est qu’un complexe multiprotéique  présentant                        

des similitudes avec le protéoasome 26S (Osaka et al., 2000). 

4.3.2. Les fonctions des protéines TIR1 et AFBs 

4.3.2.1.  La fonction des protéines TIP1 et AFB1-3 

Les protéines TIR1 et AFBs constituent une nouvelle famille des récepteurs auxiniques.            

Des études récentes ont montré que les protéines AFB1-3 contribuent à la réponse auxinique      

à travers la régulation de la dégradation des protéines Aux/AIA. De plus, la plupart des cellules 

végétales semblent exprimer jusqu’à quatre gènes fonctionnellement redondants codant         

pour les récepteurs d’auxine. Ainsi, une perte de la réponse auxinique est atteinte seulement 

chez les mutants quadruples tir1afb1 afb2 afb3(dépourvus de tous ces gènes) (Dharmasiri et al., 

2005). Ces derniers présentent plusieurs altérations à savoir un échec dans la spécification          

du méristème racinaire à l’état embryonnaire, une détérioration dans la formation                            

de l’hypocotyle, du crochet apical, des racines latérales, de la morphologie des feuilles                    

et du développement floral (Tatematsu et al., 2004). Ces altérations rencontrées chez                    

ces mutants quadruples sont semblables à celles aperçues chez les doubles mutants iaa12/bdl 

ou arf5/mp suggérant que la létalité des plantules est peut-être due à l’accumulation                      

des protéines AIA12 et AIA13. Ainsi, les protéines TIR1, AFB1, AFB2 et AFB3 assurent            

la signalisation de l’auxine au cours de l’embryogenèse et du développement de la plante (Parry 

and Estelle, 2006). 

4.3.2.2.  La fonction des protéines AFB4-5 

Les protéines AFB4 et AFB5 présentent des différences sur le plan structural et fonctionnel 

par rapport aux autres récepteurs AFBs et TIR1. Les protéines AFB4-5 semblent plus 

spécifiques à une auxine synthétique nommée Picloram (McSteen and Zhao, 2008; Hayashi, 

2012). Ces deux protéines sont considérées comme des régulateurs négatifs de la réponse 

auxinique. En effet, contrairement aux autres récepteurs AFBs, la perte de fonction                       

de la protéine AFB4 ou de la protéine AFB5 entraîne une panoplie de défauts de croissance 

similaires à ceux rencontrés en cas d’hypersensibilité à l’auxine comprenant une augmentation 
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de l’élongation de l’hypocotyle et du pétiole et de la formation des racines latérales.                    

Par ailleurs, le triple mutant  tir1afb2afb4 présente la même élongation de l’hypocotyle                

et du pétiole que chez le simple mutant afb4 montrant que  l’AFB4 est épinastique pour TIR1 

et AFB2 dans ces tissus (Greenham et al., 2011). 

4.3.3. La voie de signalisation TIR1/AFBs 

Plusieurs études ont établi que les protéines TIR1/AFBs véhiculent le signal auxinique grâce      

à leur liaison avec les protéines Aux/IAA. En effet, elles se lient aux protéines Aux/IAA                 

à travers un domaine conservé nommé Domaine II composé d’un motif GWPPV (Tan et al., 

2007; Hayashi, 2012). La liaison de l’auxine aux protéines Aux/IAA n’induit pas                           

des changements dans la conformation du complexe SCFTIR1 mais nécessite l’interaction 

TIR1-ASK et augmente avec la liaison de l’auxine (Tan et al., 2007; Calderon-Villalobos et al., 

2010).  

L’interaction entre les protéines TIR1/AFBs, l’auxine et les protéines Aux/IAA conduit                 

à la dégradation de ces derniers par le complexe protéasomique 26S. Ce mécanisme                       

de dégradation permet à la régulation des gènes de réponse à l’auxine (Détaillé plus loin dans 

la section) (Tan et al., 2007 ; Parry et al., 2009). 

5. La signalisation de l’auxine 

Quels que soient les récepteurs de l’auxine et les voies de transduction du signal, il est évident 

que l’application exogène de l’auxine peut rapidement et précisément modifier l’expression      

des gènes impliqués dans divers processus de développement des plantes. Ces réponses               

au niveau de l’expression  des gènes peuvent être détectées après 2 ou 3 minutes de la 

modification de la concentration de l’auxine (Guilfoyle et al., 1998). L’analyse des régions 

promotrices des gènes induits par l’auxine tels que le gène PS-IAA4 rencontré chez le petit-

pois, le gène GH3 du soja a permis l’identification d’une séquence consensus TGTCTC 

nommée AuxRE (Ulmasov et al., 1995). Ainsi, des constructions artificielles formées                  

par la répétition du motif AuxRE telle que DR5 ont été générées et ont permis l’identification 

d’un acteur principal dans la réponse auxinique. Il s’agit d’une famille de facteurs                           

de transcription connue sous le nom des « Auxin Response Factors ». Ces facteurs                             

de transcription semblent interagir avec les protéines Aux/IAA au niveau de la séquence           

cis-consensus AuxRE (Weijers et al., 2006). 
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5.1.  Les protéines Aux/AIA 

Les Aux/AIA ont été identifiés grâce à l’induction rapide de leur expression en réponse                   

à l’auxine. Ils forment avec les « small auxin up RNA » (SAUR) et les Gretchen Hagen 3 (GH3) 

les trois familles des gènes de réponse précoce à l’auxine (Abel and Theologis, 1996 ; Jain            

et al., 2006). Les Aux/AIA ont été repérés chez plusieurs espèces végétales mais   pas   chez   

les   bactéries, les   champignons   ou   encore   les animaux. Ainsi, cette famille de protéines 

serait probablement unique aux plantes (Reed, 2001). L’ensemble des membres de la famille 

des Aux/AIA a  été   identifié   chez Arabidopsis,   le   riz,   le maïs,   le   peuplier,   le   sorgho   

et   chez   la   tomate et présentent une structure en quatre domaines (I, II, III et IV) fortement 

conservés (Guilfoyle et al., 1998; Tiwari et al., 2001). 

5.1.1. Structure des Aux/AIA 

Les protéines Aux/AIA sont des protéines nucléaires qui partagent quatre motifs de séquences 

d’acides aminés conservés nommés domaines I, II, III et IV bien que plusieurs protéines 

prédites manquent un  ou plusieurs de ces domaines sont également inclus dans cette famille     

de protéines (Tian and Reed, 2001). Le domaine I est un domaine répresseur qui contient le 

motif riche en leucine (LxLxL) dit EAR (Ethylene Response Factor [ERF]-associated amphilic 

repression) responsable du recrutement des co-répresseurs transcriptionnels TOPLESS (TPL) 

(Long et al., 2006 ; Calderon-Villalobos et al., 2010). Le domaine I représente le domaine             

le plus petit et le moins strictement conservé des trois autres domaines et dont aucune activité 

biochimique spécifique n’ait été attribuée. En plus de l’activité répressive du domaine I              

des protéines Aux/IAA, ce domaine assure l’interaction entre les Aux/AIA et le domaine         

« C-terminal to lissencephaly homology » (CTLH) de la famille des co-répresseurs Topless 

(TPL). La famille des protéines TPL est formée de 5 membres chez Arabidopsis thaliana.        

Les Topless sont des co-répresseurs de type Groucho/Tup1-like qui interagissent avec                   

le domaine de répression EAR des Aux/AIA et modifie sans doute la chromatine à l’état 

répressif (Long et al., 2006). 

Le domaine II des protéines Aux/AIA représente le domaine le plus conservé. Les 17 acides 

aminés formant ce domaine permet le déclenchement de la dégradation de l’auxine à travers 

l’interaction avec les protéines TIR1/AFBs (Calderon-Villalobos et al., 2010). En effet,                   

il a été démontré que le domaine II interagit avec la protéine TIR1 au niveau du motif conservé 

GWPP ce qui déclenche la dégradation rapide des protéines Aux/AIA (Tiwari et al., 2004; Jain 

et al., 2006). Des mutations au niveau de ce motif provoquent une stabilisation des protéines 

Aux/AIA et ainsi conduisent à une répression des gènes de réponse à l’auxine (Tiwari et al., 
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2001 ; Jain et al., 2006 ; Guilfoyle, 2015). Certaines protéines Aux/AIA dont le domaine II           

est absent ont une durée de vie plus prolongée par rapport aux protéines Aux/AIA typiques 

tandis que ceux qui manquent à la fois des domaines I et II ne peuvent pas fonctionner comme 

répresseurs (Tiwari et al., 2004). 

Les deux autres domaines conservés des Aux/AIA sont nommés domaines III et IV.                       

Ils sont localisés au niveau de la région C-terminale de la protéine. Ils sont également rencontrés 

au niveau de la région carboxylique des ARFs (Reed, 2001 ; Szemenyei et al., 2008).  

5.1.2. Fonctions des protéines Aux/AIA 

La fonction des protéines Aux/AIA a été déterminée chez Arabidopsis thaliana grâce à l’étude 

des mutants présentant des altérations au niveau de la réponse à l’auxine (Reed, 2001 ; Yang     

et al., 2004). Ces mutants se caractérisent par la présence d’une mutation au niveau du domaine 

II des Aux/IAA impliqué dans la dégradation de ces derniers. En effet, ces mutations permettent 

la stabilisation des Aux/AIA ce qui entraîne l’apparition de phénotypes de gain de fonction 

(Wang et al., 2005). Ainsi, un total de dix gènes a été caractérisé grâce à cette approche.                 

Il s’agit de : IAA6/SHY1 (Kim et al., 1996), IAA17/AXR3(Rouse et al., 1998), IAA3/SHY2 (Tian 

and Reed, 1999), IAA7/ AXR2(Nagpal et al., 2000), IAA8 (Reed, 2001), IAA12/BDL (Hamann 

et al., 2002), IAA14/SRL (Fukaki et al., 2002), IAA1/AXR5 (Park et al., 2002), IAA28 (Rogg et 

al., 2001) et IAA19/MSG (Tatematsu et al., 2004). 

Les mutants aux/iaa présentent un ensemble de phénotypes de développement associés                   

à l’auxine y compris une altération du phototropisme/ gravitropisme, des anomalies dans                  

la formation des racines, la dominance apicale, l’élongation de l’hypocotyle, la formation            

et l’expansion des feuilles (Wang et al., 2005). La caractérisation du mutant axr5/iaa1              

chez Arabidopsis thaliana montre que ce dernier présente des altérations au niveau                         

de l’élongation de la racine et de l’hypocotyle, la formation des racines latérales, le tropisme 

des racines et des tiges, la morphologie des feuilles et la structure de l’inflorescence (Yang        

et al., 2004). Des mutations dans le gène iaa17/axr3 engendrent une augmentation                          

de la dominance apicale, une réduction de l’élongation racinaire accompagnée d’une 

stimulation de la formation des racines adventives et un enroulement des feuilles (Rouse et al., 

1998  ; Tian and Reed, 1999). Ce phénotype est généralement compatible avec                               

une augmentation dans la magnitude de la réponse à l’auxine (Leyser, 2002). Le mutant 

axr2/iaa7 se caractérise par des racines peu poilues et des formations exagérées de racines 

latérales en plus de sa taille relativement naine avec des pousses agravitropiques (Nagpal et al., 

2000). Pour ce qui est du gène aia28, les mutants de gain de fonction sont résistants à plusieurs 
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phytohormones et les plantes adultes présentent un phénotype marqué par une panoplie 

d’altérations morphologiques y compris une altération profonde dans l’initiation des racines 

latérales (Rogg et al., 2001). La caractérisation du mutant slr/iaa14 a révélé que ce dernier          

ne présente aucune sensibilité vis-à-vis de l’auxine et manque complétement de racines latérales 

dû à une inhibition de la division des cellules du péricycle engendrant l’apparition                       

d’un phénotype dit « Solitary Root Phenotype » (Fukaki et al., 2002 ; Goh et al., 2012). De plus, 

les plantes avec cette mutation de gain de fonction ont des feuilles de petite taille, des tiges 

courtes et un nombre réduit d’inflorescences (Muto et al., 2007). Le mutant msg2/iaa19 

présente les mêmes phénotypes avec des altérations du gravitropisme des racines                              

et de la formation des racines latérales. En outre, quand il se développe en obscurité, ce mutant 

ne parvient pas à maintenir le crochet apical (Tatematsu et al., 2004). Egalement  chez  

Arabidopsis thaliana,  le mutant bdl/iaa12 n’arrive pas à initier la formation du méristème 

racinaire au cours des stades précoces de l’embryogenèse dévoilant ainsi le rôle du gène  

AtAIA12  dans le processus de la biogenèse racinaire (Hamann et al., 2002). L’analyse                     

des mutants de gain et de perte de fonction du gène iaa3/shy2 a montré que ce dernier intervient 

dans la régulation du développement racinaire. Ainsi, les mutations de gain de fonction 

induisent une réduction de la formation des racines latérales, une diminution de la courbure    

des racines et une lente réorientation de ces dernières alors que la mutation de perte de fonction 

du gène iaa3 présente une augmentation de la formation des racines latérales et la flexion              

et la réorientation de la racine se font d’une manière accélérée (Tian and Reed, 1999).                      

En conclusion, les protéines Aux/AIA semblent intervenir dans le contrôle de divers processus 

de développement de la plante depuis l’embryogenèse jusqu’à la maturité.  

5.2.  Les facteurs de réponse à l’auxine (ARF) 

Les facteurs de réponse à l’auxine ou ARFs (Auxin Response Factors) sont des facteurs               

de transcription qui interviennent dans la régulation de l’expression des gènes de réponse               

à l’auxine. Ils ont la capacité de reconnaitre un motif bien précis (TGTCTC) localisé au niveau 

des régions cis-régulatrices des promoteurs des gènes de réponse à l’auxine et de se fixer                 

à ce niveau permettant ainsi, suivant les cas, d’initier ou de réprimer la transcription (Tiwari      

et al., 2004). Ils fonctionnent en combinaison avec les protéines Aux/AIA d’une façon 

dépendante de l’auxine. Au cours des dernières années, un nombre considérable d’informations 

quant à la fonction des ARFs dans la croissance et le développement des plantes                                 

et leur mécanisme d’action a été découvert (Guilfoyle and Hagen, 2007).  
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5.2.1. Structure des ARFs 

Tout comme les protéines Aux/AIA, les ARFs présentent une structure en quatre domaines bien 

différenciés et qui peuvent fonctionner d’une façon indépendante les uns des autres.                 

Chez Arabidopsis thaliana, la famille des ARFs est formée de 23 gènes (Ulmasov et al., 1999a). 

Chez la tomate, 22 ARFs ont été identifiés grâce à l’exploitation des résultats du grand projet 

international du séquençage du génome de cette espèce par le biais de la bio-informatique 

(Figure 7) (Zouine et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La majorité des ARF présentent un domaine conservé de liaison d’ADN ‘DBD’ qui reconnait  

les éléments de réponse à l’auxine (AuxRE) situés au niveau des promoteurs des gènes                     

de  réponse à l’auxine ; un domaine médiane  très divergent mais dans  l’ensemble des cas  

testés assure la répression ou  l’activation de  la  transcription  et un domaine C-terminal 

Figure 7 Structure des ARFs chez la tomate (Zouine et al., 2013). 
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présentant  deux motifs dits III et IV similaires aux deux domaines rencontrés chez les Aux/AIA 

(Guilfoyle and Hagen, 2007). Le domaine DBD des ARFs est un domaine de type B3 qui entre 

en contact avec la région AuxRE des promoteurs des gènes de réponse à l’auxine et dont               

la séquence d’acides aminés est apparentée aux domaines de liaison d’ADN des facteurs              

de transcription RAV, LAV et REM (Guilfoyle, 2015). La composition en acides aminés            

de la région centrale entre le domaine de liaison d’ADN et les domaines III et IV détermine       

si un ARF donné fonctionne comme activateur ou répresseur (Tiwari et al., 2004 ; Okushima     

et al., 2005). Chez Arabidopsis thaliana, il a été montré que les ARFs activateurs                              

de la transcription, tels que AtARF6, AtARF7, AtARF8 et AtARF19, possèdent une région 

riche en glutamine et que les autres pourraient être des répresseurs de la transcription, comme 

AtARF1  et AtARF2 (Figure 8) (Tiwari et al., 2004 ; Guilfoyle and Hagen, 2007). 

Les domaines III et IV présents au niveau de la région C-terminale des ARFs sont similaires 

aux domaines III et IV présents chez les Aux/IAA et sont nécessaires à l’interaction entre            

les ARF pour former des homo-dimères et avec les Aux/IAA pour former des hétéro-dimères 

(Tiwari et al., 2003 ; Guilfoyle and Hagen, 2007). Cependant, certains ARFs dotés                     

d’un domaine médian de répression (RD) ne présentent pas de domaine carboxy-terminal PB1 

(anciennement appelé Domaine III et IV). Ces ARFs sont au nombre de quatre chez Arabidopsis 

thaliana (AtARF3, AtARF13, AtARF17 et AtARF23) (Figure 7) (Guilfoyle, 2015). 

Figure 8 Structure et composition des différentes régions des ARFs rencontrés chez Arabidopsis thaliana. 

Les ARFs de type activateur présentent une région centrale riche en Glutamine (Q), Sérine (S) et Leucine 

(L). Par contre, ceux qui présentent une région centrale riche respectivement en Sérine (S), Proline (P)      

et Leucine (L) sont des facteurs de transcription de type répresseur. At-ARF23 est qualifié de pseudogène 

(Guilfoyle and Hagen, 2007). 



Chapitre I- Revue bibliographique 

43 

 

5.2.2. Fonctions des ARFs 

La fonction de certains ARFs dans la croissance et le développement des plantes a été identifiée 

grâce à la caractérisation des mutants déficients des ARFs. Les approches génétiques classiques 

ont permis l’identification des mutants arf2. Ces derniers présentent un phénotype pléiotropique 

avec des anomalies dans la formation du crochet apical, une augmentation de la croissance        

des organes aériens et de la taille des graines, une inhibition de l’ouverture du bouton floral, 

une sénescence des feuilles, un retard dans la floraison accompagné d’une abscission                  

des organes floraux et d’un retard de la maturation des siliques et de leur déhiscence (Okushima 

et al., 2005 ; Schruff et al., 2006 ; Guilfoyle and Hagen, 2007). Ainsi, le phénotype des mutants 

arf2 suggère que l’ARF2 agit  comme répresseur de la division cellulaire et de la croissance       

des organes (Schruff et al., 2006). Chez Arabidopsis thaliana, l’ARF5/MP (Monopteros) 

semble jouer un rôle important dans la formation de l’axe embryonnaire et dans                                 

le développement des faisceaux vasculaires. Des mutations dans ce gène interfèrent avec              

la formation des brins vasculaires pendant et après l’embryogenèse. Les mutants arf5/mp 

présentent des anomalies dans le développement de l’hypocotyle et des racines semblables           

à celles observées chez les plantes sauvages traitées par des inhibiteurs de transport de l’auxine 

(Hardtke and Berleth, 1998). L’analyse des mutants arf7/nph4 d’Arabidopsis thaliana suggère 

que la protéine ARF7/NPH4 peut intervenir dans la régulation spécifique de la croissance 

(Stowe-Evans et al., 1998 ; Watahiki and Yamamoto, 1997). Initialement identifiés par leurs 

réponses phototropes considérablement réduites, les mutants arf7/nph4 semblent présenter 

plusieurs anomalies de croissance, à savoir une altération du gravitropisme de la tige,                   

une courbure de la tige dépendante du phytochrome, une détérioration du crochet apical                 

et de l’expansion ad-abaxiale des feuilles. Sur cette base, il a été démontré que l’ARF7                 

qui est un facteur de transcription de type activateur est conditionnellement requis pour                 

la modulation de la croissance différentielle des tissues aériens chez Arabidopsis thaliana             

et  semble intervenir dans l’interaction entre l’auxine et l’éthylène (Harper et al., 2000 ; 

Guilfoyle and Hagen, 2007). Toujours chez Arabidopsis thaliana, l’ARF8 a été associé                       

à plusieurs processus de développement de la plante à savoir l’élongation dépendante                        

de la lumière de l’hypocotyle, la croissance racinaire, l’homéostasie de l’auxine, l’élongation 

du filet des étamines, la déhiscence des anthères (Tian et al., 2004). De plus, la perte de fonction 

dans ce gène engendre la parthénocarpie et provoque une altération de la division des cellules 

du carpelle (Goetz et al., 2006). 
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Les doubles mutants des ARFs ont généralement des phénotypes beaucoup plus prononcés     

que les mutants simples suggérant que les ARFs présentent une certaine redondance quant            

à leur fonction (Guilfoyle and Hagen, 2007). En effet, les mutants arf2 se caractérisent                 

par le retard de la floraison, la sénescence des feuilles, l’abscission des fleurs en plus des défauts  

dans la formation du  crochet apical alors que ce phénotype est beaucoup plus prononcé chez 

les doubles mutants arf1arf2 (Ellis et al., 2005). Les défauts dans la structuration                              

et la vascularisation de l’embryon observés chez les mutants arf5 sont beaucoup plus exprimés 

chez les doubles mutants arf5arf7 (Hardtke et al., 2004). Les mutants simples arf7 et arf19 

présentent une légère réduction du nombre des racines latérales et adventives alors que                 

les doubles mutants arf7arf19 montrent une remarquable réduction (Wilmoth et al., 2005). 

Alors simples que les mutants arf10 et arf16 ne présentent aucun phénotype, le double mutant 

arf10arf16 présente une coiffe racinaire altérée et un gravitropisme racinaire anormal ;                   

ceci montre que ces deux gènes fonctionnent de manière redondante dans la régulation                

de ces processus (Guilfoyle and Hagen, 2007). 

5.2.3. La régulation des ARFs 

La régulation post-transcriptionnelle de l’abondance des ARFs par le biais des microARN 

(miRNA) a récemment émergée pour expliquer l’absence des phénotypes chez les mutants 

arf10, arf16 et arf17(Guilfoyle and Hagen, 2007). Les miRNA sont des molécules d’ARN 

simple brin formés d’environ 21 nucléotides connus pour leur rôle dans la régulation                     

de l’expression d’une panoplie de gènes et ceci à par clivage de l’ARN messager (ARNm)          

ou par répression de la traduction (Yang et al., 2006). Chez les plantes, le clivage de l’ARNm 

cible semble être le mécanisme le plus répandu de la régulation post-transcriptionnelle (Liu        

et al., 2007). Un certain nombre de paires de miRNA-gènes cibles respectives ont été prédit    

par des analyses bioinformatiques et quelques-uns d’entre eux ont été confirmés 

expérimentalement (Rhoades et al., 2002; Yang et al., 2004). Les gènes  ARF10,  ARF16                

et  ARF17 ont un site de reconnaissance du miR160 et sont donc clivés par ce dernier (Mallory 

et al., 2005). Les mutants de ces ARFs mais qui sont résistants au miR160, présentent une forte 

croissance, et notamment au stade embryonnaire. De plus, le mutant arf10  résistant au miR160 

présente de petites feuilles étroites et meurt avant d’atteindre le stade adulte (Mallory et al., 

2005 ; Wang et al., 2005). De même, le miR167 assure la régulation de l’ARF6 et l’ARF8. 

Chez Arabidopsis thaliana, la surexpression de miR167 conduit à un phénotype similaire               

à celui du double mutant arf6arf8. Les mutants de ces gènes résistants au miR167 présentent 

des altérations du développement des fleurs avec un arrêt de la croissance des téguments               
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de l’ovule et une altération de la morphologie des anthères. Par conséquent, le contrôle                  

de l’expression de ARF6 et ARF8 par miR167 est essentiel pour un développement normal         

de l’appareil reproducteur et floral (Liu et al., 2014). Dans le cas des gènes ARF2, ARF3                  

et ARF4, la régulation post-transcriptionnelle de ces gènes se fait à travers un petit ARN 

interférant agissant en trans (ta-siRNA) appelé TAS3 ta-siARN. La formation de ce ta-siRNA 

à partir de transcrits primaires, implique miR390, RNA-DEPENDANT RNA POLYMERASE6 

(RDR6) et DICER-LIKE4 (DCL4) (Marin et al., 2010). 

5.3. Mécanisme de signalisation auxinique- Interaction entre les ARFs                    

et les Aux/AIA 

L’analyse  moléculaire  des  mutants  de  réponse  à  l’auxine  chez  Arabidopsis  thaliana             

a conduit à l’établissement d’un modèle de signalisation  qui stipule que cette  dernière se fait 

par une dégradation ciblée des répresseurs transcriptionnels de la famille des Auxine/ Acide   

Indole-3   acétique   « Aux/AIA » (Leyser, 2002 ; Guilfoyle and Hagen, 2007). En effet,          

quand l’auxine   est   présente   en   faible   proportion,   les   Aux/AIA   s’associent                              

aux   facteurs   de  transcription de la famille des ARF « Auxin Response Factor »  au niveau 

de la séquence cis- régulatrice  des  gènes  de  réponse  à  l’auxine  connue  sous  le  nom  

d’élément  de  réponse  à  l’auxine ou AuxRE (Weijers et al., 2006). L’interaction entre                  

les Aux/AIA et les ARF à ce niveau induit la répression de la transcription des gènes associés. 

Leur dé-répression survient suite  à  l’élimination  des  Aux/AIA  par  le   complexe 

protéasomique 26S déclenchée par la liaison de l’auxine au complexe  SCFTIR1/AFB (Gray    

et al., 2001 ; Guilfoyle and Hagen, 2007). La dégradation des Aux/AIA se fait par ajout d’une 

molécule ou d’une chaîne de molécules modifiées appelées « Ubiquitine » ce qui permet               

la reconnaissance entre des Aux/AIA modifiés par le complexe protéasomique 26S                          

et par conséquent l’initiation de la dégradation (Figure 8) (Leyser, 2002). La   dégradation           

des   Aux/AIA   provoque   la   modification   de   la   transcription   de   milliers   de gènes. 

Parmi ces gènes, on retrouve ceux qui codent pour les protéines Aux/AIA impliquées dans          

la répression de la transcription, ceux de la famille des gènes GH3  qui codent pour des enzymes 

d’inactivation de l’auxine et ceux de la famille des  SAUR qui eux codent pour des ARN 

messagers très instables et dont l’expression fluctue quelques minutes après l’addition                   

de l’auxine (Jain et al., 2005). 

La signalisation de l’auxine repose généralement sur l’interaction entre les ARFs                               

et les Aux/AIA. Ainsi, grâce au système d’hybride double de la levure « Yeast two hybrid »,     

il a été démontré que la plupart des ARFs de type activateurs interagissent avec les protéines 
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Aux/AIA alors que peu d’interactions a été signalé entre les ARFs répresseurs et les Aux/AIA 

(Ulmasov et al., 1999b). Le gène AtARF9 est le seul gène répresseur capable d’interagir avec 

les Aux/AIA. Ainsi, il a été suggéré que les ARFs répresseurs peuvent entrer en compétition 

avec les ARFs activateurs pour les éléments de réponse à l’auxine AuxRE au lieu d’entrer           

en interaction spécifique avec les Aux/AIA (Weijers et al., 2006). Chez Arabidopsis thaliana, 

L’analyse des mutants ARFs et Aux/AIA montre d’éventuelles interactions entre les membres 

des deux familles de facteurs de transcription (Fukaki et al., 2006). En effet, AtAux/AIA14 

interagit spécifiquement avec AtARF7 et AtARF19 pour l’inactivation de la formation                 

de la racine  latérale. L’ARF5 entre en interaction avec Aux/AIA12 afin de contrôler                      

la formation de la racine (Weijers et al., 2006). En plus des interactions entre les ARFs                     

et les Aux/AIA, des co-répresseurs dits TOPLESS (TPL) interviennent dans la régulation                

de la signalisation de l’auxine. Les protéines TPL sont capables de se lier spécifiquement          

aux protéines Aux/AIA au  niveau du domaine I (Szemenyei et al., 2008). 

 

Figure 9 Les éléments clés dans la perception et la transduction du signal auxinique. En absence de l’auxine (A), les 

protéines Aux/IAA forment des multimères avec les ARFs et recrutent les protéines TOPLESS au niveau de la 

chromatine. La présence de l’auxine en fortes concentrations (B) déclenche l’ubiquitination et la dégradation des 

Aux/IAA par le complexe SCFTIR1∕AFB et le protéasome 26S ( adaptée à partir de Li et al., 2016) . 
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III. La tomate : Plante modèle 

La tomate   Solanum Lycopersicum L. appartient à la famille des Solanaceae qui comporte 

beaucoup de nos plantes couramment cultivées (pommes de terre, poivrons, aubergines, tabac, 

pétunias…) ainsi que diverses mauvaises herbes (morelles, stramoine…). La tomate cultivée 

commune appartient au genre Solanum qui représente un vaste réservoir de variabilité génétique 

avec environ 1400 espèces largement sous-exploité (Heuvelink, 2005).  

La tomate est originaire des régions occidentales de l’Amérique du Sud tropicale plus 

précisément de la région andine qui comprend des parties du Chili, de la Colombie,                         

de l’Equateur, la Bolivie, le Pérou et dans les îles Galápagos, où deux espèces endémiques 

Solanum cheesmaniae et Solanum galapagense existent (Darwin et al., 2003 ; Peralta et al., 

2005). La tomate cultivée est issue de la domestication de la forme semi sauvage                               

S. lycopersicum var. cerasiforme, cette dernière étant un mélange de S. lycopersicum                      

et de l’espèce sauvage S. pimpinellifolium (Bauchet and Causse, 2012).  

La tomate présente une diversité morphologique importante (Photo 1). Elle est actuellement 

cultivée à presque toutes les latitudes avec une superficie d’environ 3 millions d’hectares ce qui 

représente le tiers des surfaces mondiales consacrées aux produits agricoles. Son centre               

de domestication reste à l’heure actuelle fortement débattu, et les hypothèses étudiées 

présentent deux origines probables ; une pré-domestication au Pérou complétée par                     

une domestication complémentaire au Mexique (Blanca et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo 1 Diversité morphologique de la tomate (Anonyme, 2016). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
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1. Intérêt économique  

La production mondiale de tomate s’élevait à 165 millions de tonnes en 2013 (pour une surface 

de production estimée à 165 millions de hectares). Environ la moitié de la production de tomate 

est destinée au marché de frais, l’autre moitié aux industries de transformation (sauce, coulis, 

Ketchup...etc.). Le principal producteur de tomate est la Chine avec une production avoisinant 

les 50 millions de tonnes par an, suivie loin derrière par l’Inde (18,2 millions de tonnes)               

et les Etats-Unis (12,5 millions de tonnes). La tomate est le premier fruit (ou « légume ») 

cultivé en terme de volume de production, avant la pastèque (109 Mt) et la banane (107 Mt).  

Au Maroc, la tomate représente l’une des cultures les plus importantes parmi les primeurs.     

Elle   représente   27   %   de   la   superficie   et   assure   63   %   de   la production globale    

et 70 % des exportations de primeurs. En effet, avec une superficie moyenne de 14016 ha,          

le secteur de la tomate assure une production totale de 1,3 millions de tonnes dont 450 000 

tonnes ont été destinées à l’exportation (81% exportées vers l’Union européenne) (Aziki, 

2014).  

2. Intérêt nutritionnel  

La tomate occupe une place importante dans l'alimentation humaine. Compte tenu de son faible 

coût, il serait digne de figurer dans l'alimentation quotidienne. A faible apport énergétique       

(22 Kcalories/100 g), Elle jouit d’une bonne valeur nutritive (Figure 10) car elle est assez riche 

en vitamines, et d'autres oligo-éléments comme le calcium, le phosphore et le fer.                        

Dans les dernières décennies, la consommation de tomate a été associée à la prévention contre 

diverses pathologies comme le cancer ou les maladies cardiovasculaires (Lecerf, 2006).            

Cet effet protecteur a été principalement attribué à ses précieux composants bioactifs avec 

propriétés antioxydants comme les carotènes (lycopène qui donne leur couleur rouge aux 

tomates ainsi que β-carotène), l’acide ascorbique, tocophérol et les composés phénoliques 

(Johnson, 2002). Cependant, jusqu’à l’heure actuelle, les consommateurs n’ont réellement pris 

conscience de la valeur nutritionnelle de la tomate que très récemment, grâce au Programme 

National Nutrition Santé lancé en 2001 par l’INPES (Institut National de Prévention et 

d’Education pour la Santé), qui incite à la consommation quotidienne de fruits et légumes frais. 
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3. Intérêt scientifique 

La tomate est un organisme modèle bien établi pour l’étude de nombreux processus biologiques. 

Elle présente de multiples avantages qui font d’elle le modèle universel pour l’étude                     

des fruits charnus (Barsan et al., 2010).  Ce choix est  en fait  justifié par la disponibilité d’un 

large éventail de mutants spontanés ou induits très bien caractérisés, par la possibilité                    

de la transformation génétique et de la culture,  par l’existence de variétés naines et notamment 

par le grand nombre de  ressources génétiques et génomiques (Chaabouni et al., 2009).  

Sur le plan génétique, la tomate est une espèce diploïde avec 12 paires de chromosomes                 

et présentant un génome de petite taille, de l’ordre de 950Mb, bien qu’il soit six fois plus grand 

que celui de l’Arabidopsis thaliana et deux fois plus grand que celui du riz. La région codante 

de ce génome représente seulement 23% de la totalité de l’ADN chromosomique et contient 

environ 35000 gènes. Sur le plan génomique, des banques d’ADN génomiques provenant            

de différents tissus ont été mis en place et un programme de séquençage des EST a vu le jour. 

L’ensemble des données EST estimées à 240 000 EST sont regroupées dans le  Solanaceae 

Genomic Network (SGN) (Consortium, 2012).  

Dans un même contexte, plusieurs outils moléculaires ont été mis en place durant cette dernière 

décennie par les différents participants du consortium international sur les Solanacées et ceci 

dans le cadre d’un grand projet de séquençage du génome de la tomate dit « The International 

Tomato Genome Sequencing Project ».  Parmi les approches développées pour ces fins, 

l’approche BAC-by-BAC dont un total de 1 200 a été séquencé et l’approche complémentaire 
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Figure 10 Composition de la matière sèche d’un fruit de tomate. La matière sèche représente environ 5% de la 

masse totale du fruit. Elle est composée majoritairement de sucres (48% de la matière sèche totale, principalement 

sous forme fructose et glucose). Adaptée à partir de (Davies and Hobson, 1981) 
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whole-genome shotgun initiée en 2009 et récemment achevée. L’ensemble des données 

générées est rassemblé dans les bases de données du TIGR (The Institute for Genomic 

Research) et du SGN (Solanaceae Genomics Network).   

Le séquençage du génome de la tomate domestique et de son parent sauvage Solanum 

pimpinellifolium s’est achevé grâce aux efforts déployés par les chercheurs dans le cadre             

du Consortium du génome de la tomate. Ainsi la connaissance de la séquence complète                

de ce génome ouvre de nouvelles perspectives pour l’amélioration des qualités nutritionnelles 

et sensorielles et pour accroître sa capacité de résister aux différents stress biotiques                       

ou abiotiques. Les résultats ont été publiés le 31 mai 2012 dans la revue Nature. 

4. La tomate et les stress abiotiques  

La culture de la tomate n’échappe pas aux effets néfastes des aléas climatiques. En effet,          

une simple perturbation dans les conditions de culture pourrait induire d’innombrables pertes 

économiques ou gustatives. Compte tenu de son importance économique et nutritionnelle 

incontestable, l’amélioration de la résistance de cette culture aux différents stress abiotiques ; 

la salinité, la sécheresse et les températures extrêmes constitue un enjeu économique et 

agronomique majeur.  

Les ressources génétiques naturelles de la tomate ont été exploitées de manière abondante pour 

l’amélioration variétale en particulier pour l’amélioration de sa résistance à de nombreux 

contraintes environnementales, et plus récemment de ses qualités organoleptiques. Malgré une 

très grande diversité apparente de taille, forme, couleur des fruits, port des plantes, etc.,                

la tomate cultivée présente une biodiversité génétique très faible à la fois du fait de son 

introduction récente en Europe et en raison de son autogamie qui constitue un handicap pour             

la diversification de cette espèce. Les recherches ont été axées sur l’utilisation des espèces 

sauvages qui constituent un important réservoir de gènes utilisable dans l'amélioration des 

formes cultivées. Parmi celles-ci, Solanum pennellii. Très résistant  aux stress et en particulier 

à la sécheresse, elle a été souvent utilisée dans les schémas  de croisements classiques avec la 

tomate cultivée et les lignées d’introgression dans lesquelles de grandes régions génomiques de 

S.lycopersicum sont substituées par les segments correspondant au espèce sauvage S.pennellii 

arborent des performances agronomiques nettement supérieures. Le séquençage du génome de 

tomate cultivée et son parent ouvre la voie à une meilleure compréhension des fondements 

génétiques de la tolérance aux stress environnementaux. En effet, la compréhension du 

fonctionnement intégré des systèmes biologiques étant devenue incontournable pour élaborer 
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les stratégies d'amélioration variétale, la connaissance des processus génétiques                                 

et épigénétiques tant chez les plantes est indispensable pour l’amélioration de la tolérance aux 

stress environnementaux. Effectivement, ils constituent une perspective intéressante pour          

les améliorateurs, généticiens et biotechnologues, pour contribuer à la gestion de l’impact           

du changement climatique, et sur le plan pratique pour le développement d’espèces tolérantes.  

Le présent travail s’inscrit dans le cadre du développement des nouveaux outils moléculaires 

pour la sélection et l’amélioration de la tolérance de la tomate aux stress abiotiques                          

en particulier la salinité et la sécheresse. Le choix s’est porté sur ces derniers vu que le Maroc 

se trouve soumis à l’occurrence de plus en plus fréquente de phénomènes extrêmes comme        

la sécheresse (une année sur trois), des inondations catastrophiques (inondation 2002, 2016), 

des vagues de chaleur en toutes saisons qui perturbent les cycles de cultures auxquels 

s’additionne le changement climatique qui vient exacerber les risques existants liés                           

à la dégradation des sols par l’érosion et la salinisation, à la pression sur les ressources hydriques 

et à la vulnérabilité d’une grande partie des agrosystèmes.  
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I. Matériel végétal 

L’étude a été menée sur une variété naine de tomate (Solanum lycopersicum cv Micro-Tom) 

obtenue par inter-croisement entre les cultivars Florida Basket et Ohio 4013-3 (Martí et al., 

2006; Scott, 1989). Elle présente un phénotype semi-nain (10 à 20 cm de hauteur) (Photo 2), 

un cycle de développement relativement court de 70 à 90 jours depuis le semis jusqu’à 

l’obtention du fruit mûr et également la possibilité de transformation génétique                               

par Agrobacterium tumefaciens (Meissner et al., 1997). 

L’étude de l’expression de l’ensemble des ARF notamment l’ARF4 rencontrés chez la tomate 

et des précurseurs des miRNA (miR160, miR167a, miR167b, miR167c et miR167d) en présence 

de stress a été réalisée sur des plantes de tomate Micro-Tom de type sauvage. L’évaluation        

de la tolérance sur le plan morphologique, physiologique et moléculaire a été effectuée aussi 

bien sur des plantes de type sauvage et sur des lignées transgéniques pour le gène SlARF4 

(ARF4-as et ARF4-ox). Ces lignées ont été obtenues par transformation des fragments                   

de cotylédons et d’hypocotyle par une souche désarmée d’Agrobacterium tumefasciens (souche 

C58) contenant des constructions spécifiques. La transformation a été réalisée selon la méthode 

décrite par (Jones et al., 2002). Pour la construction sur-exprimant le gène SlARF4, la séquence 

codante de ce gène (2436bp) (Annexe 2) a été clonée dans le vecteur binaire pGreen (Hellens 

et al., 2000) sous le contrôle du promoteur 35S CaMV du virus de la mosaïque du chou-fleur. 

La construction ARF4-as a été obtenue par clonage de la région qui correspond à la protéine 

Photo 2  Comparaison de la variété de tomate naine MicroTom avec d’autres variétés utilisées au 

laboratoire. Les variétés représentées sont : (MT) Micro-Tom, Ailsa Craig (A), Rutgers (R) et UC-82(U) 

(Martí et al., 2006). 
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contenant le domaine de dimérisation (CTD) en C-terminal ainsi que la région 3’-UTR dans      

le vecteur pGreen.  

L’expression in planta des gènes SlARF4, SlARF8A et SlARF10A après application de stress 

salin a été menée sur des lignées de tomate suivantes : pARF4 ::GUS, pARF8A ::GUS                  

et pARF10A ::GUS. Chez ces lignées, le promoteur des gènes SlARF4, SlARF8A et SlARF10A 

est fusionné au gène GUS. Ces lignées ont été obtenues par transformation génétique                   

par Agrobacterium tumefasciens suivant le protocole décrit par (Wang et al., 2005). Pour cela, 

des PCR ont été réalisées sur l’ADN génomique de la tomate (Micro-Tom) (10ng.ml-1).           

Pour chaque promoteur, le fragment correspondant amplifié a été par la suite cloné dans                 

le vecteur PMDC162 contenant le gène rapporteur GUS via la technologie Gateway 

(Invitrogen). Les promoteurs clonés ont été séquencé à partir des deux côtés en utilisant               

les amorces du vecteur afin de voir si la fin du promoteur est en correspondance avec le début 

du gène rapporteur. Les séquences résultantes ont été obtenues en utilisant les deux logiciels 

Vector NT1 et ContigExpress (Invitrogen) en se référant aux séquences promotrices                    

des SlARFs. 

II. Méthodes  

1. Etude de l’implication des ARFs dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques 

1.1.  Analyse in silico des promoteurs des ARFs à la recherche de motifs associés 

aux stress et à la réponse aux phytohormones 

Cette analyse bioinformatique a pour objectif de repérer l’ensemble des motifs cis-régulateurs 

associés à la réponse aux stress biotiques et abiotiques (salin et hydrique) au niveau de la région 

promotrice de l’ensemble des ARFs à l’aide de l’outil de recherche de la plateforme PLACE 

(https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en). 

Photo 3 Base de données The Sol Genomics Network (SGN) plateforme dédiée à la biologie                    

des Solanaceae (https://solgenomics.net/). 

https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en
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Pour cela, la séquence de 2Kb située en amont de chaque SlARFs a été extraite de la base               

de données The Sol Genomics Network (SGN)  dédiée à la biologie des Solanaceae 

(https://solgenomics.net/) et ceci à partir du numéro d’accession spécifique de chaque gène 

(Solyc N°) (Photo 3).  

Tableau 1 Les éléments cis-régulateurs rencontrés au niveau de la région promotrice des SlARFs. 

1.2. Expression des ARFs en conditions de stress biotiques 

Les données d’expression des 22 SlARFs rencontrées chez la tomate ont été extraites                      

de la plateforme de données TomExpress 

(http://gbf.toulouse.inra.fr/tomexpress/www/welcomeTomExpress.php) dédiée pour l’analyse 

des données RNA-seq publiques (Zouine et al., 2017) (Photo 4).  Cette plateforme fournit              

une approche unifiée de l'expression des gènes. Elle permet de représenter, comparer                      

et d’étudier les données RNA-seq pour 124 publiées, en effectuant une normalisation commune 

sur la base du génome récemment séquencé. Les données d’expression qui figurent dans cette 

plateforme bio-informatique représentent les comptages normalisés par base et la moyenne     

Motifs Séquences Symbole Fonctions Références 

WBOXNTCHN48 CTGACY 
 

« W box »,  réponse aux éliciteurs (Deb and Kundu, 2015) 

WBOXTERF3 TGACY  « W box », réponse aux blessures physiques (Nishiuchi et al., 2004) 

RAV1AAT CAACA  Site de liaison à l’ADN « RAV1 », réponse au froid (Guy, 1999) 

MYB1AT WAACAA  Elément impliqué dans la réponse à la 

déshydratation 

(Abe et al., 2003) 

MYBCORE CNGTTR  Elément impliqué dans la réponse au stress hydrique (Abe et al., 2003) 

GT1GMSCAM4 GAAAAA  Elément induit en réponse à la salinité et au stress 

biotique 

(Trivedi et al., 2013) 

CCAATBOX1 CCAAT  HSE (élément de choc thermique) (Sohn et al., 2006) 

MYB2AT TAACTG  Elément impliqué dans la réponse à l’ABA et au 

stress hydrique 

(Abe et al., 2003) 

MYB2CONSENSUSAT YAACKG  Site de reconnaissance MYB impliqué dans la 

réponse à l’ABA et au stress hydrique 

(Abe et al., 2003) 

MYCATERD1 CATGTG  Site de liaison à l’ADN « MYC » impliqué dans la 

réponse à l’ABA et au stress hydrique 

(Abe et al., 2003) 

MYCATRD22 CACATG  Site de liaison à l’ADN « MYC » impliqué dans la 

réponse à l’ABA et au stress hydrique 

(Abe et al., 1997) 

MYCCONSENSUSAT CANNTG  Motif impliqué dans la réponse précoce à l’ABA et 

au stress  hydrique 

(Dang et al., 2011) 

ASF1MOTIFCAMV TGACG  Motif de réponse à l’auxine et à l’acide salicylique (Abe et al., 1997) 

ARFAT 

 

TGTCTC  Site de liaison des facteurs de réponse à l’auxine (Abe et al., 2003) 

CATATGGMSAUR CATATG  Motif impliqué dans la réponse à l’auxine 

 

(Abe et al., 2003) 

TATA-Box TATAAT  Site de reconnaissance à l’ARN polymérase 

 

(Guy, 1999) 

https://solgenomics.net/
http://gbf.toulouse.inra.fr/tomexpress/www/welcomeTomExpress.php
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des valeurs d’expression de plusieurs cultivars pour chaque condition. Sur l’ensemble                 

des données disponibles dans TomExpress, nous nous sommes intéressés  uniquement               

aux données d’expression des ARFs liées à la réponse à l’infection par la flagelline flag22 

(protéine constituant le tube hélicoïdal des flagelles procaryotiques), des souches bactériennes 

(Pseudomonas syringae DC3000, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, 

Agrobacterium tumefasciens) et par le virus de l’enroulement des feuilles TYCL (Yellow curl 

leave virus). Ces données sont reportées en Annexe 1. 

1.3. Analyse histochimique de l’expression du gène GUS 

L’observation de l’activité GUS a été réalisée sur des lignées transformées avec                                 

les constructions suivantes : DR5::GUS, pARF8A ::GUS et pARF10A ::GUS. Pour cela,          

des graines des différentes lignées ont été cultivées sur un milieu MS/2 sous une température 

de 25°C et une photopériode 16 heures à l’intensité de 150 µM.m-2.s-1. Après une semaine            

de culture, les jeunes plantules ont été transférées en culture hydroponique pendant deux 

semaines dans le milieu BD (BROUGHTON & DILLWORTH) (Broughton and Dilworth, 

1971) (Annexe 6). Les plantes ont été exposées aux stress salin et hydrique. Le stress salin             

a été effectué par addition de 250 mM de NaCl au milieu de culture hydroponique. Le stress 

hydrique a été réalisé par ajout de 15% de PEG 20 000 (correspondant à un potentiel osmotique 

final de -0,09 MPa) à la solution nutritive. Les plantes ont été par la suite placées dans                 

une solution de coloration d’acide X-Glucuronique (100 mM tampon phosphate de sodium pH 

7,2, 10 mM EDTA, 0,1% Triton, 1 mM 5- Bromo-4- chloro-3-indolyl-β-D-glucuronique)      

après 24 heures d’application du stress pour le stress salin et après 5 jours pour le stress hydrique 

(voir Annexe 3). Les échantillons ont été mis sous vide pendant 5 minutes puis 15 minutes avant 

Photo 4 Plateforme des données RNA-seq publiques- TomExpress développée par le laboratoire          

de Génomique et Biotechnologie des Fruits de Toulouse 

(http://gbf.toulouse.inra.fr/tomexpress/www/welcomeTomExpress.php).  

https://www.aquaportail.com/definition-2480-proteine.html
https://www.aquaportail.com/definition-767-flagelle.html
https://www.aquaportail.com/definition-1727-procaryotique.html
http://gbf.toulouse.inra.fr/tomexpress/www/welcomeTomExpress.php
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d’être incubés à 37°C pendant 24 heures. Ils ont ensuite été décolorés par plusieurs lavages          

à l’éthanol pur.  

1.4. Expression des ARFs en conditions de stress abiotiques 

1.4.1.  Culture des plantes 

L’étude de l’expression des gènes SlARFs a été menée sur des plantules âgées de 3 semaines 

obtenues à partir des graines de tomate (Solanum lycopersicum cv MicroTom) cultivées sous 

serre dans des pots sous une température de 25°C ± 3°C, une photopériode de 16 heures                

de lumière à l’intensité de 150 µM.m-2.s-1 et une hygrométrie de l’ordre de 80%. L’arrosage        

a été réalisé d’une façon quotidienne avec 450 ml d’eau.  

1.4.2. Application du stress 

L’étude s’est portée sur trois types de stress qui sont : le stress salin, le stress hydrique                    

et l’hypoxie (Flooding). Le stress salin a été appliqué sur de jeunes plantes de tomate Micro-

Tom âgées de 3 semaines en arrosant ces dernières par une solution de chlorure de sodium            

à 250 mM. Les feuilles et les racines sont récupérées après 24 heures de traitement pour 

l’extraction des ARN. Les plantes irriguées d’une façon normale sont utilisées comme témoins. 

L’application du stress hydrique s’est faite par un arrêt d’arrosage des plantes âgées                       

de 3 semaines. Les échantillons de feuilles et de racines ont été récupérés après 5 jours                  

de traitement. Les essais témoins sont constitués de plantes arrosées d’une façon quotidienne 

avec l’eau distillée (350 à 450 ml). L’hypoxie a été manié comme suit : les jeunes plantules                     

de 3 semaines ont été arrosées jusqu’aux cotylédons avec une solution d’eau dé ionisée.              

Après 72 heures, les échantillons des feuilles et des racines ont été recueillis pour servir                  

à l’extraction des ARN.  

1.4.3. Extraction des ARN totaux et synthèse de l’ADNc 

L’extraction des ARNs totaux est réalisée à partir d’échantillons de racines et de feuilles 

récupérées de plantes témoins et celles ayant subi les stress. Pour l’extraction et la manipulation 

des ARN, tout le matériel est nettoyé au chloroforme, rincé à l’éthanol 100% et stérilisé               

par autoclavage pendant 20 min à 120°C. Les échantillons de racines et de feuilles récoltés      

sont broyés dans l’azote liquide dans un mortier à l’aide d’un pilon. Les ARNs totaux ont été 

extraits en utilisant le kit d’extraction d’ARN sur colonne « RNeasy Mini Kit » (Qiagen, Cat. 

No. 74904) suivant les instructions du fournisseur. Les ARNs obtenus sont quantifiés                    

par spectrophotométrie à 260 nm, 280 nm et 230 nm. Les rapports 260 nm/280 nm                            



Chapitre II – Matériel et Méthodes 

58 

 

et 260 nm/230nm sont calculés pour évaluer les contaminations, respectivement en protéines      

et en sucres.  

La présence d’une éventuelle contamination par l’ADN génomique est évaluée en effectuant 

une réaction de polymérisation en chaîne PCR. Ces réactions de PCR de contrôle sont réalisées 

dans un mélange réactionnel de 25 µl comprenant le tampon d’activité de la Taq polymérase, 

une combinaison d’amorces d’Ubiquitine (sens et anti-sens), les dNTP (10 mM chaque)               

et 0,5 µM de la Taq polymérase. Les produits PCR subissent une migration sur gel d’agarose    

à 1 % pendant 20 minutes en présence d’un témoin positif d’ADN génomique amplifié                  

et de marqueurs de Poids moléculaire. La révélation se fait suite à une immersion du gel          

dans une solution de Bromure d’éthidium (0,5µg/ml) et les bandes sont visualisées sous UV. 

Suivant le profil électrophorétique obtenu, les échantillons d’ARN totaux présentant une bande 

d’ADN génomique subissent un traitement DNAse en utilisant le kit « Amibion : Invitrogen 

Cat. No. AM1906 ».  

La synthèse des ADN complémentaires (ADNc) est réalisée à l’aide de la reverse transcriptase 

« Omniscript » (Qiagen, Cat. No. 74904) à partir de 1 µg d’ARN totaux suivant les instructions 

décrites par le fournisseur. Les ARN totaux sont ajoutés à 2 µl d'amorce oligodT, 2 µl dNTP     

et la même quantité de tampon RT en présence de 1 µl d’omniscript RT et 10 µl d’eau.                  

Le mélange est incubé à 65°C pendant une heure, une fraction de la réaction est ensuite utilisée 

pour analyser la quantité de transcrits par PCR. 

1.4.4.  RT-PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) 

L’amplification est réalisée dans un thermocycleur PRISM 7900HT « SYBR Green Master 

Mix» et se déroule en présence d’un intercalant fluorescent de l’ADN; Le SYBR ® Green fourni 

par Applied Biosystems. Ce dernier permet de déceler la présence d’acides nucléiques                  

en double brin dans le milieu réactionnel à chaque cycle d’amplification. La fluorescence émise 

enregistrée permet de visualiser la phase exponentielle de la réaction pendant laquelle le signal 

est proportionnel à la quantité de cible présente dans l’échantillon et ainsi en utilisant                       

le programme CFX- Manager (Bio-Rad), le nombre de cycles nécessaires (annoté Ct pour 

threshold cycle) pour que le signal mesuré soit égal à un certain seuil (« Ct threshold »)                  

est déterminé. Les niveaux d’expression pour chaque ADNc d’intérêt ont été normalisés              

par rapport au niveau d’expression du gène ubiquitaire d’actine (Sl-Actin) (Voir Annexe 4). 

Pour chaque ADNc, trois répétitions biologiques et trois techniques ont été effectuées.
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La PCR quantitative a été réalisée à partir de 2 ng/µl d’ADNc dans un volume réactionnel            

de 10 µl. Les amorces nécessaires pour l’amplification de l’ensemble des SlARFs étudiés           

ont été conçues par un logiciel de bioinformatique dit « The PRIMER EXPRESS ». Le Tableau 

2 regroupe la liste des amorces employées pour l’amplification spécifique des ARFs.   

Tableau 2 Séquences nucléotidiques des différentes amorces employées pour l'amplification des ARFs et des 

marqueurs de stress utilisés. 

1.4.5. Expression des miRNA et des gènes SlARFs cibles 

L’expression des précurseurs des miR160 et miR167 (miR167a, miR167b, miR167c                         

et miR167d), et de leurs cibles respectifs SlARF10 et SlARF8A a été évaluée en conditions            

de stress hydrique et salin. L’expression de ces gènes a été quantifiée par RT-PCR chez                

les plantes Micro-Tom de type WT, après 2 heures et 24 heures d’application du stress salin        

et après 48 heures et après 5 jours d’application du stress hydrique. Les différents stress ont été 

appliqué comme décrit dans le paragraphe 1.4.2. Des extractions d’ARN ont été réalisées              

à partir des différents échantillons et ont servi de matrices pour la synthèse d’ADN 

gènes Séquences des amorces Caractéristiques des amorces 

amorce sens amorce anti-sens Tm 

amorce 

sens 

Tm 

amorce 

antisens 

taille du 

produit 

SlARF1 TCTCCTTCATCATTCTCATACTG GAACCATTCTCACCATAACC 55,31 53,67 107 

SlARF2A GCAAGGTCAAGAGTTATCGA CATTGGTTTCTCAGACAAGTC 55,21 54,8 76 

SlARF2B CACTTAATCCACTTCCAATACC TACAACTACTTTGGATGAACCT 54,53 54,74 110 

SlARF3 AATTGCAGTATCAGACTTTGG TCTAGATATCCCAGAACTAGGA 54,17 54,03 163 

SlARF4 CATTATTGTTGGTGACTTTGTG GACCTTTGGAAACCTATTGG 54,24 53,85 82 

SlARF5 CCTTCAGAGTTTGTCATTCCT AACATCATTCCAAATCTCATACC 54,51 54,74 89 

SlARF6A CCAACATATCCCTAGTACTTCAG GTGCCTGAGATATTAGTTGGT 55,64 55,09 116 

SlARF6B ACCCTCTAGTATCTTCATCCT TCCGAGACCTTTGTATTGTG 55,15 55,25 110 

SlARF7 TCAACTCCTCAAACATACCT TGAACTATCCAAATAATCCATCTG 53,57 54,47 60 

SlARF8A TGACATCGAATGGAAATTCAG GTCTCTTAGCACTAACAAACAC 54,29 55,1 95 

SlARF8B GTCAGTCCGTGATCATAGAG GGAATCCAAGCTACAATTTCC 54,82 54,88 149 

SlARF9A ATCATTCAATCTCAAATCAAAGGT CCTCATCATTGTCTTCTTCAG 54,02 55,06 77 

SlARF10 ATTCTCTGTGCCTAGATACTG CTATAAATGTGCCTAAACTTCCA 54,26 54,43 129 

SlARF17 TGAAGTTGATGAAGTTACTATGAG TCCTCCATTATTCGCATCTG 54,42 55,01 100 

SlARF18 AATCTACACTCGGCATTGTC AAGCTTCCTATCTTATCATTGGA 54,02 54,45 101 

SlARF19 TGGTGGATGAATCTGTTGTC TACTTAGACAGCTCTGAACCT 55,36 55,46 103 

SlARF24 TCATTGTTGGATGTTTCAAAGG GAAGTCTTGGAAAGTAGTATACTC 55,44 54,27 55 

Sl-actin TGTCCCTATTTACGAGGGTT AGTTAAATCACGACCAGCAAGAT 55,55 58,42 73 

PDC TCTTTGAGCACATTCAGAGG AACAGACCAACCAATAGATCCA 55,37 57,07 149 

ACO1 AAGGGACTCCGCGCTCAT AGTTGAAGGCCACTCACTTTGTC 60,68 60,36 77 

CI7 GGCAATTTCATCTGAGTTGTCTGA CTATTTGATCGATGAAGTTTCTTTTCC 59,54 57,50 90 
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complémentaire suivant le protocole décrit précédemment. Pour chaque échantillon,                 

trois répétitions biologiques ont été réalisées (Racines ou feuilles).  

Des PCR quantitatives ont été effectuées à partir de 2 ng/µl d’ADNc dans un volume réactionnel 

de 10 µl. Les amorces nécessaires pour l’amplification des miRNAs et de leurs cibles 

respectives ont été conçues par un logiciel de bioinformatique dit « The PRIMER EXPRESS». 

Les séquences relatives à ces amorces sont représentées dans le Tableau 3. 

Tableau 3 Séquences nucléotidiques des différentes amorces employées pour l'amplification des précurseurs de 

miRNA et de leurs ARFs cibles. 

2.  Etude de l’implication de l’ARF4 dans la tolérance aux stress salin et hydrique 

2.1. Etude d’expression de l’ARF4 en conditions de stress 

L’expression du gène SlARF4 a été évaluée en conditions de stress hydrique et salin. Les stress 

ont été appliqués sur des plantes de tomate (Solanum lycopersicum cv Micro-Tom)                           

de 3 semaines selon le protocole décrit dans le paragraphe 1.4.2. Les échantillons (feuilles            

et racines) ont été recueillis des plantes stressées et témoins après 2 heures et 24 heures pour      

le stress salin et après 48 heures et 5 jours pour le stress hydrique. Les échantillons ont été         

par la suite broyés dans de l’azote liquide et conservés à -80°C. Des extractions d’ARN totaux 

ont été réalisées à partir des échantillons broyés et cryo-conservés. La synthèse des ADN 

complémentaires (ADNc) a été effectuée pour l’ensemble des ARN totaux extraits suivant           

le protocole décrit dans le paragraphe 1.4.3. Des PCR quantitatives ont été réalisées à partir         

de 2 ng/µl d’ADNc synthétisée dans un volume réactionnel de 10 µl. Les amorces sens                 

et anti-sens nécessaires pour amplifier le gène ARF4 sont les suivantes :                                                

5’ CATTATTGTTGGTGACTTTGTG 3’ et 5’ GACCTTTGGAAACCTATTGG 3’. 

Gène 
 

 Séquences des amorces  

Amorce Sens Amorce Anti-sens 

SlARF8A T G A C A T C G A A T G G A A A T T C A G  G T C T C T T A G C A C T A A C A A A C A C 

SlARF10A ATTCTC TGTGCC TAGAT AC TG  C T A T A A A T G T G C C T A A A C T T C C A 

miR160 C C T G G A T G C C A A C T A A G A A C A G  G G T A C C A A C T A G G A A G A G T G T C  

miR167a T C C G A G C A T G A C C T A A C C T T  T C A A A A C C C T A C A T C C C A A A  

miR167b C A A T T C T G A A C C C T G G C C T A  G A C A G G T A A G G C T G C C A C A T  

miR167c T G G A T C G T G A A C C A C T A G C A  G C A C A A T T A G A C C C T T G T T G C  

miR167d G C C A C A T G A T C T G A T C T T T C C T C  G C C A G C A T G A T C T A A A C T T T C C  

Sl-actin T G T C C C T A T T T A C G A G G G T T AGTTAAATCACGACCAGCAAGAT 
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2.2. Etude de l’expression spatio-temporelle du gène SlARF4 en conditions de 

stress 

L’étude de l’expression spatio-temporelle du gène SlARF4 a été réalisée moyennant des plantes 

transgéniques de 3 semaines exprimant la construction pARF4::GUS. Ces plantes                             

ont été exposées au stress salin pendant 24 heures et au stress hydrique pendant 5 jours suivant 

le protocole décrit dans le paragraphe 1.3.  

2.3. Etude de la tolérance aux stress salin et hydrique 

2.3.1.  Culture des plantes 

La caractérisation phénotypique et physiologique de la tolérance aux stress salin et hydrique       

a été effectuée sur des plantes de tomate de type sauvage (WT) et des plantes transgéniques 

pour le gène SlARF4 (ARF4-as et ARF4-ox). Les graines des différentes lignées                              

ont été préalablement stérilisées pendant dix minutes dans une solution d’hypochlorite                 

de sodium à 50% puis rincées abondamment à l’eau distillée stérile. Les graines ont ensuite été 

mise en culture sur milieu MS/2 additionné de 8g/ l d’agar. Après une semaine de culture,           

les jeunes plantules ont été transférées sur le milieu liquide BD.  

2.3.2.  Application des stress 

Après 2 semaines de culture sur milieu hydroponique, les plantes des différentes lignées ont été 

exposées au stress salin et hydrique. Le stress salin a été appliqué par addition de 100 mM          

ou 150 mM de NaCl au milieu de culture liquide. L’application du stress hydrique s’est faite 

par addition de 5% ou 15% de PEG 20000. Les échantillons de feuilles et de racines ont été 

récupérés après 2 semaines d’exposition au stress. 

2.3.3.  Les paramètres morphologiques 

Plusieurs paramètres de croissance ont été évalués chez les trois lignées étudiées. On cite :            

Le poids frais de la partie aérienne, le poids frais de la partie racinaire, le poids sec de la partie 

aérienne, le poids sec de la partie racinaire, la longueur de la racine principale et la densité 

racinaire. 

2.3.3.1.  Détermination du poids frais et du poids sec 

Le poids frais de la partie aérienne et racinaire a été déterminé après deux semaines 

d’application du stress. Les plantes de chaque lignée ont été retirées du milieu nutritif, rincées 

à l’eau distillée et déposées sur du papier filtre. Le poids frais de la partie aérienne et de la partie 

racinaire a été déterminé à l’aide d’une balance de précision et la moyenne des poids a été 
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calculée sur la base de douze plantes par lignée pour chaque condition. Le poids sec a été 

déterminé après séchage des échantillons à 70°C pendant 72 heures. Le poids sec de chaque 

partie a été déterminé à l’aide d’une balance de précision et la moyenne des poids a été calculée 

sur la base de douze plantes par lignée. 

2.3.3.2. Détermination de la longueur de la racine principale et la densité des 

racines latérales 

La longueur de la racine principale a été déterminée à l’aide du logiciel ImageJ. Le nombre        

de racines latérales a été déterminé en comptant le nombre de racines émergentes et la moyenne 

a été calculée sur la base d'au moins douze plantes par ligne pour chaque condition.                        

La densité racinaire (DRL) a été calculée en utilisant l'équation ci-dessous.  

𝑫𝑹𝑳 =
𝑵𝒐𝒎𝒃𝒓𝒆 𝒅𝒆 𝒓𝒂𝒄𝒊𝒏𝒆𝒔 𝒍𝒂𝒕é𝒓𝒂𝒍𝒆𝒔

𝑳𝒐𝒏𝒈𝒖𝒆𝒖𝒓 𝒅𝒆 𝒍𝒂 𝒓𝒂𝒄𝒊𝒏𝒆 𝒑𝒓𝒊𝒏𝒄𝒊𝒑𝒂𝒍𝒆
  

2.3.4. Les paramètres physiologiques et biochimiques 

Plusieurs paramètres physiologiques ont été quantifiées chez les plantes WT, ARF4-as                    

et ARF4-ox à savoir : la teneur en chlorophylle a, b et en chlorophylle totale et le dosage             

des sucres solubles au niveau foliaire et racinaire, la conductance stomatique, la teneur relative 

en eau des feuilles et la quantification de l’ABA au niveau foliaire. 

2.3.4.1.  Teneur en chlorophylle a, b et en chlorophylle totale 

Les feuilles sont prélevées et broyées dans de l’azote liquide. 100 mg de broyat est homogénéisé 

en présence de 1 ml d'acétone à 80%. Le liquide obtenu est centrifugé pendant 1 min à 10 000 

rpm pour éliminer tout tissu solide restant. Les échantillons sont ensuite analysés                           

par spectrophotométrie à deux longueurs d'onde différentes (645 nm et 663 nm) en utilisant    

une solution d'acétone à 80% comme témoin.  

La teneur en chlorophylle a et b et en chlorophylle totale a été déterminée à l'aide des équations 

décrites par Bassa et al., (2012). A représente l’absorbance. 

 

Chl a= 0,999A663-0,0989A645 

Chl b= -0,328A663+1,77A645 

Total chl = 20,2×Chl a+ 8,02×Chl b 
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2.3.4.2.  Teneur en sucres solubles 

La teneur en sucres solubles totaux a été réalisée selon la méthode au phénol-sulfurique décrite 

par DuBois, (1956). Pour cela, 100mg de matière fraiche (Feuille ou racine) ont été placés dans 

des tubes à essais additionnés de 5 ml d’éthanol à 80%. Les tubes à essais ont été par la suite 

placés dans le bain-marie à 80°C pendant 1 heure. Après refroidissement des tubes, 0,5 ml d’eau 

distillée et 1 ml de phénol à 5% ont été ajoutés (en prenant soin de bien agiter) et les tubes          

ont été incubés pendant 1 heure à la température ambiante. Enfin, 2,5 ml d’acide sulfurique          

ont été ajoutés. L'absorbance a été déterminée par spectrométrie à 485 nm. Enfin, les résultats 

sont reportés sur une courbe-étalon de saccharose réalisé dans les mêmes conditions             

(Figure 11). 

Réalisation de la courbe-étalon : Le saccharose séché à 80°C puis 100mg sont pesés avec 

précision, avant d’ajouter 0.5ml d’acide sulfurique concentré et ensuite le volume est complété 

à 100ml par l’eau distillée. La solution est diluée à 1% suivant le tableau ci-dessous          

(Tableau 4). 

Tableau 4 Concentrations utilisées pour la courbe-étalon du saccharose selon Dubois, 1956. 

 

  

  

Concentration du saccharose en µg/ml 0 20 40 60 80 100 

Volume prélevé de la solution de saccharose  2 1,8 1,6 1,4 1,2 1 

Volume d’eau additionné 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 

y = 0,0062x + 0,0424

R² = 0,9808
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Figure 11 Courbe-étalon du saccharose employé pour la quantification des sucres solubles 

totaux selon Dubois, 1956. 
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2.3.4.3.  Teneur relative en eau (RWC) 

Des feuilles jeunes complètement développées (habituellement la cinquième feuille à compter 

de la base) des trois lignées étudiées (WT, ARF4-as et ARF4-ox) ont été prélevées sur                  

des plantes de trois semaines bien hydratées et ont été rapidement pesées pour déterminer leur 

poids frais (PF). Ensuite, les échantillons de feuilles ont été partiellement trempés dans l’eau    

et placés à 4°C et à l’obscurité. Après 24 heures, les feuilles ont été légèrement essorées               

au papier filtre (de manière à éliminer l’eau résiduelle non contenue dans les tissus) et le poids 

à la turgescence (PT) a été déterminé. Enfin, les échantillons ont été mis dans une étuve à 70°C 

pendant 48 heures pour déterminer leurs poids sec (PS). La teneur relative en eau, exprimée     

par RWC est calculée comme suit :  

𝑹𝑾𝑪 =  
𝑷𝑭−𝑷𝑺

𝑷𝑻−𝑷𝑺  
 ×100 

2.3.4.4.  Mesure de la conductance stomatique 

Les conductances stomatiques sont mesurées sur des plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox âgées 

de 5 semaines exposées ou non au stress salin et hydrique. Les stress ont été appliqués sur            

des plantes âgées de 3 semaines par addition de 150mM de NaCl pour le stress salin et de 15% 

de PEG 20000 pour le stress hydrique comme décrit précédemment dans le paragraphe 2.3.2.  

La détermination de la conductance stomatique se fait en plaçant la pince du poromètre 

SC1(DECAGON, USA) sur une feuille bien développée (généralement la cinquième feuille         

à compter de la base de la plante) (Photo 5).  

 

Photo 5 Le poromètre SC1 employé pour la mesure de la conductance stomatique au niveau des feuilles. 
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Ce poromètre permet de déterminer la conductance stomatique au niveau des feuilles à travers 

la mesure de la différence de l’humidité entre les deux faces de la feuille et le flux de la vapeur 

d’eau. Ainsi, il permet de calculer la résistance entre l’intérieur et l’extérieur de la feuille.        

Pour chaque lignée et condition, douze répétitions indépendantes ont été réalisées. 

2.3.4.5. Dosage de l’ABA 

Le dosage de l’ABA a été réalisé sur des feuilles des plantes WT et ARF4-as cultivées                   

en conditions normales et en présence de stress salin ou hydrique, et ceci suivant le protocole 

décrit par Forcat et al., (2008). Brièvement, 110 mg de feuilles préalablement broyées dans 

l’azote liquide ont été incubé à 4°C pendant 30 minutes en présence de 400µl de solution d’eau 

supplémentée de 10% de méthanol et de 1% d’acide acétique. Les extraits ont été ensuite 

centrifugés à 4°C pendant 10 minutes à 13.000 g. Le surnageant a été retiré avec précaution       

et le culot a été par la suite incubé pendant 30 minutes en présence de 475 µl du mélange 

méthanol-acide acétique (solution d’eau supplémentée de 10% de méthanol et de 1% d’acide 

acétique). Après centrifugation, les surnageants ont été regroupés et analysés                                   

par chromatographie en phase liquide à haute pression (LC-MS using an Acquity UPLC 

coupled to a XevoQtof) (Waters, Massachusetts, USA). [2H6] ABA a été utilisé comme témoin 

interne. La teneur en ABA dans les différents échantillons a été déterminée par rapport au 

témoin interne comme décrit par Jaulneau et al., (2010). 

2.3.5. Analyse de l’expression de certains gènes impliqués dans la réponse aux stress et dans 

la voie de signalisation de l’ABA  

L’expression des gènes impliqués dans le processus de détoxification des ROS (Cat1, mdhar     

et Cu/ZnSOD), des gènes de transport d’ions (LeNHX1) ou de sucre (LeSUT1) ainsi que              

les gènes de la voie de biosynthèse (NCED1, NCED2) ou de dégradation de l’ABA (CYP707A1, 

CYP707A2 et CYP707A3) a été évaluée chez les plantes WT et les lignées transgéniques pour 

le gène SlARF4 (ARF4-as et ARF4-ox) en conditions de stress hydrique et salin. Les deux stress 

ont été appliqués par addition de 150 mM de NaCl pour le stress salin et de 15% de PEG 2000 

pour le stress hydrique. Les échantillons de feuilles et de racines ont été récoltés après 2 heures 

et 24 heures pour le stress salin et après 48 heures pour le stress hydrique. Des extractions 

d’ARN totaux ont été réalisées à partir des échantillons broyés dans de l’azote liquide                     

et cryo-conservés. La synthèse des ADN complémentaires (ADNc) a été effectuée pour 

l’ensemble des ARN totaux extraits suivant le protocole décrit dans le paragraphe 1.4.3.                  

Des PCR quantitatives ont été réalisées à partir de 2 ng/µl d’ADNc synthétisée dans un volume 

réactionnel de 10 µl. Les amorces sens et anti-sens nécessaires ont été conçues par le logiciel 
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de bioinformatique «The PRIMER EXPRESS ».  Les séquences exactes de ces amorces           

sont décrites dans le Tableau 5. 

Tableau 5 Séquences nucléotidiques des différentes amorces employées pour l'amplification des gènes codant 

pour les antioxydants (Cat1, mdhar et SOD), des gènes impliqués dans le transport ionique (LeNHX1) et des sucres 

(LeSUT1) ainsi que les gènes de biosynthèse et de dégradation de l’ABA. 

2.4.  Analyse statistique 

Les résultats figurant dans ce travail sont représentés en moyennes arithmétiques ± écart type. 

Pour l’analyse les résultats QPCR, les données sont exprimées en ΔΔCt ± écart type de trois 

répétitions biologiques indépendantes. L’analyse statistique a été faite moyennant le test t            

de Student avec un seuil de significativité fixé à 0,05 en utilisant le logiciel Statistica version 

10 (Statsoft, Tulsa, USA). 

En ce qui concerne les résultats de la caractérisation morphologique et physiologique                    

de la tolérance aux stress salin et hydrique des lignées transgéniques pour le gène ARF4,             

les données sont exprimées en moyennes ± écart type de douze répétitions biologiques.               

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une analyse de variance à 5% par ANOVA à deux 

facteurs et les différences significatives ont été classées par le test Student Newman-Keuls avec 

le même seuil de significativité (0,05). 

 

 

 

 

Gènes Séquences des amorces caractéristiques des amorces 

amorce sens amorce anti-sens Tm amorce 

sens 

Tm amorce 

antisens 

taille du 

produit 

Cat1 TGATCGCGAGAAGATACCTG CTTCCACGTTCATGGACAAC 56,93 57,03 174 

Mdhar CGGATTTCAAGGGTTTCGGTTC CTCCTCCAACTACCACATACTCTC 60,10 59,66 103 

SOD CACATACAAAAATGGTGAAGGCCG GGTATCACCAAGGGCATGGA 61,15 59,45 167 

LeSUT1 AACTCCCGGAGAAAGAAGAG TACAGTTTCGCATCACCGAC 56,57 58,29 235 

LeNHX1 GACAGTCCTGGAAAATCT GGTTATCAGCCCAAACACC 50,97 56,18 309 

SlNCED1 AGGCAACAGTGAAACTTCCATCAAG TCCATTAAAGAGGATATTACCGGGGAC 60,58 61,60 209 

SlNCED2 TGGTTTTCATGGGACATTCATTAGC ATCTCCCTTCTCAACTCCCTATTCC 60,11 61,17 184 

SlCYP707A1 CCCAGAGTTCTTTCCTGATCCACAA GAATGCCACTACCAGATCCTACCAC 62,50 62,70 200 

SlCYP707A2 TCGAAAAAGGATACAATTCGATGCC CTGCAATTTGTTCGTCAGTGAGTCC 60,22 62,75 195 

SlCYP707A3 CTCATGTCCAGGCAATGAGTTAGCC GGAGCGAAGCTAGAATGAGAATCACC 63,66 63,36 188 

Sl-actin TGTCCCTATTTACGAGGGTT AGTTAAATCACGACCAGCAAGAT 55,55 58,42 73 
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1. Analyse in silico de la région promotrice des ARFs à la recherche de motifs cis-

régulateurs associés à la réponse aux stress biotiques 

En vue d’approcher le rôle potentiel des facteurs de réponse à l’auxine dans la réponse                

aux stress, une analyse bio-informatique a été réalisée à la recherche de motifs cis-régulateurs 

associés aux stress au niveau de la région promotrice des 22 ARFs rencontrés chez la tomate. 

Pour cela, les séquences de 2 Kbp (2000 paires de base) en amont du codon d’initiation                  

de la transcription des 22 SlARFs ont été extraites de la banque de données du génome                   

de la tomate [Plateforme dédiée aux Solanacées (https://solgenomics.net/)]. Les motifs associés 

aux stress ont été repérés par le logiciel PLACE 

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) ; base de données japonaise                        

qui répertorie les séquences nucléotidiques cis-régulatrices de plantes. Cette base de données 

référencie les motifs de base présents dans les promoteurs de plantes déjà identifiées dans          

des publications scientifiques.  

Les motifs cis-régulateurs associés à la réponse au stress biotique tels que WBOXNTCHN48, 

WBOXNTERF3 et GT1GMSCAM4 ont été repérés au niveau de la région promotrice                  

des 22 ARFs (Figure 12). L’élément GT1GMSCAM4 impliqué dans la réponse aux pathogènes 

(Trivedi et al., 2013), est présent en une ou plusieurs copies au niveau de la région promotrice 

des SlARFs excepté pour le gène SlARF2B. En effet, ce motif est présent en neuf copies                

au niveau du promoteur du gène SlARF7A, en sept copies au niveau de la région promotrice    

des gènes SlARF8A et SlARF16B tandis que le promoteur du gène SlARF3 ne présente qu’une 

seule copie de celui-ci. Le motif impliqué dans la réponse au stress mécanique WBOXNTERF3 

(Nishiuchi et al., 2004) est retrouvé dans la majorité des SlARFs sauf pour les gènes SlARF3    

et SlARF7A. Un grand nombre de copies de cet élément est repéré au niveau de la région 

promotrice du gène SlARF9A (avec sept copies) alors qu’une seule copie de celui-ci est présente 

dans le promoteur des gènes SlARF6A, SlARF7B, SlARF8A, SlARF8B, SlARF17, SlARF19           

et SlARF24. En ce qui concerne le motif conservé WBOXNTCHN48 de réponse aux éliciteurs 

(Deb and Kundu, 2015), ce motif est présent uniquement dans le promoteur des gènes SlARF2A 

(1 copie), SlARF5 (2 copies) et SlARF6B (1 copie). 

 

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html
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Figure 12 Représentation schématique de l’ensemble des éléments cis-régulateurs rencontrés au niveau de la région 

promotrice des 22 SlARFs rencontrés chez la tomate. Les séquences des motifs correspondant à ces éléments sont 

décrites au niveau du Tableau 1. 
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2. Etude d’expression des ARFs en conditions de stress biotiques 

L’expression de 22 ARFs en réponse aux stress biotiques a été analysée in silico, grâce                       

à l’algorithme TomExpress (plateforme de RNAseq) (Zouine et al., 2017). Ce dernier permet 

de représenter, de comparer et d’étudier les données RNA-seq pour 114 conditions publiées,    

en effectuant une normalisation commune sur la base du génome de tomate récemment 

séquencé (Zouine et al., 2017). Parmi les données d'expression disponibles dans cette 

plateforme, nous nous sommes concentrés sur les données d’expression des ARFs en réponse 

à l’infection par : la flagelline, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 

syringae DC3000, Agrobacterium tumefasciens et l’infection par le virus des feuilles jaunes     

en cuillère de la tomate (Yellow curl leave virus YCV) (Annexe 1). 

2.1.  Expression des ARFs en réponse à l’infection par la flagelline 

La flagelline est la protéine majoritaire structurale du filament flagellaire des bactéries.                

La plante reconnait dans la molécule de la flagelline un petit motif de 22 acides aminés, noté 

flg22. Ce motif est suffisant pour déclencher des réactions de défense chez différentes plantes. 

Une fois détecté, une cascade de signalisation cellulaire a lieu et conduit à l’activation, dans      

le noyau, de plusieurs gènes de défense. 

En réponse à une infection par la flagelline (flg22), l’analyse de l’expression des ARFs a montré 

que la majorité de ces gènes sont réprimés à l’exception de SlARF6A et SlARF18 qui sont  deux 

fois plus exprimés par rapport aux conditions normales. Parmi les gènes sous-exprimés, 

SlARF4, SlARF5 et SlARF9A sont trois à quatre fois plus réprimés (Figure 13). 

2.2.  Expression des ARFs en réponse à l’infection bactérienne 

L’expression des SlARFs a été évaluée en réponse à l’infection des feuilles par diverses 

bactéries telles que : Pseudomonas syringae DC3000, Pseudomonas putida, Pseudomonas 

fluorescens et Agrobacterium tumefasciens. Les résultats obtenus sont représentés dans                

la figure 13. 

En réponse à l’infection par Pseudomonas putida, l’expression des ARFs est réprimée                       

à l’exception des gènes SlARF1 et SlARF18 qui présentent une légère surexpression dans ces 

conditions. L’infection des feuilles par Pseudomonas fluorescens induit la sous-expression          

de la majorité des gènes sauf pour SlARF1 et SlARF6A dont l’expression est faiblement induite. 

De même, l'expression de la quasi-majorité des gènes SlARFs est régulée négativement suite       

à l’infection par Pseudomonas syringae DC3000 à l’exception du gène SlARF8A dont 
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l’expression est induite. Il convient de noter, qu’aucun des 22 SlARFs n’a montré un 

changement significatif dans l’expression après infection par Agrobacterium tumefasciens. 
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Figure 13 Analyse in silico de l’expression des SlARFs au niveau des feuilles de tomate exposées à 

différents types de stress biotiques : Flagelline, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae DC3000, 

Pseudomonas fluorescens, Agrobacterium tumefasciens et virus de TYLCV. Les résultats présentés ont 

été extraits de la base de données RNA-seq TOMEXPRESS (http://gbf.toulouse.inra.fr/tomexpress). 

http://gbf.toulouse.inra.fr/tomexpress
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2.3. Expression des ARFs en réponse à une infection virale 

Le virus des feuilles jaunes en cuillère de la tomate ou TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl 

Virus) est un phytovirus du genre Begomovirus (Famille des Geminivridae) responsable d’une 

des principales maladies virales touchant les cultures de tomate. En réponse à TYLCV, 

l'expression des gènes SlARF4, SlARF5, SlARF6A, SlARF8B et SlARF9A est réprimé dans           

les tissus foliaires tandis que les SlARFs restants ne montrent pas de changement significatif 

dans leur expression (Figure 13).  

L’auxine est connue pour son rôle crucial dans le contrôle des différents aspects de la croissance 

et du développement des plantes. Récemment, l’auxine est apparue comme un acteur clé dans 

la mise en place de réponses adaptatives des plantes vis-à-vis de l’invasion des pathogènes.     

Elle coordonne le développement des plantes essentiellement par le biais de deux régulateurs 

transcriptionnels ; Aux/AIA et les ARFs (Guilfoyle et al., 1998  ; Guilfoyle and Hagen, 2007). 

Chez la tomate, 22 ARFs ont été identifiés et caractérisés (Zouine et al., 2014). L’analyse               

in silico de la région promotrice des ARFs à la recherche des éléments cis-régulateurs impliqués 

dans la réponse aux pathogènes a révélé qu’au moins une copie du motif 

GTAGMSCAM4 (Pathogenesis induced element) est présente dans la région régulatrice            

des   22 ARFs. De plus, il semblerait qu’en réponse à l’infection par : la flagelline, Pseudomonas 

putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae DC3000, Agrobacterium 

tumefasciens et l’infection par le virus des feuilles jaunes en cuillère de la tomate (Yellow curl 

leave virus YCV), l’expression de la quasi majorité des ARFs est altérée. Ces résultats suggèrent 

que l’auxine pourrait être impliquée dans la réponse aux pathogènes à travers les ARFs.              

Des études antérieures ont fourni des preuves quant à l’implication de la voie de signalisation 

de l’auxine dans la réponse au stress biotiques. En effet,  Bari and Jones (2009) ont démontré 

que l’invasion par un pathogène entraîne une modification de la teneur en auxine                               

et une altération dans l’expression des gènes associés à cette hormone. Une répression globale 

des gènes de réponse à l’auxine a été rapporté chez Arabidopsis thaliana suite à l’infection          

par le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea (Llorente et al., 2008). Chez le cotton, 

l’infection par le champignon phyto-pathogène Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum induit 

une nette modification dans l’expression des gènes de réponse à l’auxine (Dowd et al., 2004). 

Des études menées sur le Riz (Oryza sativa) ont démontré que seuls deux OsARFs répondent       

à l’infection par le champignon ascomycète Magnaporthe grisea et l’infection                                 

par l’hémiparasite radiculaire obligatoire Striga hermonthica (Ghanashyam and Jain, 2009). 

Les résultats présentés dans ce travail ont révélé que l'expression de la famille des SlARFs était 
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modifiée par l’infection des pathogènes. Ainsi, nos résultats suggèrent que la régulation               

de la voie de l'auxine pourrait constituer un aspect important de la réponse de défense                  

par la régulation de l'expression des ARFs chez la tomate. 

L’auxine contrôle divers aspects de la croissance et du développement des plantes à travers une 

famille multigénique de facteurs de transcription connue sous le nom des facteurs de réponse     

à l’auxine (ARFs). L’analyse in silico de la région promotrice des 22 ARFs rencontrés chez        

la tomate a montré la richesse de celle-ci en éléments cis-régulateurs associés à la réponse aux 

pathogènes et aux agressions physiques. De plus, l’étude d’expression de ces gènes a montré 

une régulation négative de la majorité des ARFs suite à l’infection par des agents bactériens       

ou viraux. L’ensemble de nos résultats suggèrent que ces gènes pourraient jouer un rôle 

important dans la réponse de la tomate aux stress biotiques et fournissent de nombreux 

candidats pour     des études ultérieures ; leurs fonctions méritent d’être approfondies.  

L’auxine semble également intervenir dans la réponse aux stress abiotiques. En fait, des études 

récentes ont souligné une potentielle intervention de l’auxine dans ce processus. Ainsi,                   

le prochain chapitre s’intéressera à l’étude de l’implication de l’auxine dans la réponse aux 

stress abiotiques à travers l’évaluation du rôle des facteurs de réponse à l’auxine dans                     

ce processus. 
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1. Accumulation de l’auxine en conditions de stress 

L’accumulation de l’auxine suite à l’application d’un stress salin ou hydrique a été évaluée        

en utilisant des plantes de tomate exprimant le gène rapporteur GUS dirigé par le promoteur 

synthétique de réponse à l’auxine dit DR5 (Ulmasov et al., 1995). Pour cela, des plantes         

DR5 ::GUS âgées de 3 semaines ont été soumises au stress salin ou hydrique par addition             

de 250 mM de NaCl ou 15% de PEG 2000 respectivement (Photo 6). 

Les résultats montrent, qu’après 24 heures d’application du stress salin, l’activité du gène GUS 

est limitée aux nervures des feuilles.  Au niveau racinaire, l’activité du gène GUS est observée 

dans l’apex de la racine principale et des primordiums des racines latérales. Les plantes témoins 

ont également montré une coloration bleue dans l’apex des racines primaires et latérales. 

L’exposition des plantes au stress hydrique (15% PEG 20000) pendant 5 jours induit 

l’apparition d’une coloration bleue (activité GUS) à la fois au niveau des nervures des feuilles 

et de l’apex de la racine principale et des racines latérales alors qu'elle est limitée aux 

primordiums des racines latérales chez plantes témoins. 

L’application du stress salin et hydrique provoque une modification de la distribution                     

de l’auxine dans les différentes parties analysées. En effet, en réponse à ces stress, l’auxine 

s’accumule surtout au niveau de l’apex de la racine principale et des primordiums des racines 

latérales. L’accumulation de l’auxine est étroitement liée à certains changements 

morphologiques observés chez les plantes exposées aux stress. Ces changements                         

sont probablement associés à la formation des racines latérales et constituent l'une des réponses 

les plus spécifiques aux stress abiotiques (Ahmad and Prasad, 2011; Cao et al., 2008).         

L’acide indole-3-acétique (AIA), principale auxine endogène des plantes, est connue pour        

son implication dans l’initiation et le développement ultérieur des racines latérales (Bhalerao   

et al., 2002). Des études menées chez Arabidopsis ont établi une corrélation entre 

l’accumulation de l’auxine et le développement d’un grand nombre de primordiums de racines 

latérales (Bhalerao et al., 2002; He et al., 2005; López-Bucio et al., 2005).  Ainsi, la présence 

de l’auxine au niveau des primoridums des racines latérales des plantes exposées au stress salin 

et hydrique laisse suggérer que l’auxine pourrait contrôler l’émergence et le développement     

des racines latérales en conditions de stress. 
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2. Les facteurs de réponse à l’auxine en réponse aux stress abiotiques 

2.1. Analyse in silico de la région promotrice des ARFs à la recherche de motifs 

cis-régulateurs associés à la réponse aux stress abiotiques 

Plusieurs motifs cis-régulateurs spécifiques aux stress abiotiques ont été décrits dans                      

la littérature. Parmi eux, on distingue les motifs RAV1AAT et CCAATBOX1 de réponse au 

stress thermique (Guy, 1999; Sohn et al., 2006), le motif GT1GMSCAM4 impliqué dans la 

réponse au stress salin (Trivedi et al., 2013), les motifs MYB1AT (Abe et al., 2003), MYB2AT 

(Abe et al., 2003), MYBCORE (Abe et al., 1997), MYB2CONSENSUSAT, 

MYCONSENSUSAT (Dang et al., 2011), MYCATERD1(Abe et al., 2003) et MYCATRD22 

(Abe et al., 1997) intervenant dans la réponse au stress hydrique (Figure 14).  
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Photo 6 Expression tissulaire du gène GUS dirigé par le promoteur synthétique de réponse à l’auxine 

DR5 observée chez des plantes de 3 semaines en présence de stress salin ou hydrique. Le stress salin        

a été effectué par addition de 250 mM de NaCl au milieu de culture hydroponique. Le stress hydrique     

a été réalisé par ajout de 15% de PEG 20 000 à la solution nutritive. Les flèches en noir montrent                  

la localisation de l’activité du gène GUS dans les différents tissus analysés. 
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Les éléments cis-régulateurs spécifiques au stress thermique (RAV1AAT et CCAATBOX1) 

sont rencontrés avec une occurrence variable dans la majorité des promoteurs excepté pour       

les gènes SlARF8A et SlARF16A pour le motif RAV1AAT et les gènes SlARF8A et SlARF8B 

pour le motif CCAATBOX1. Le motif spécifique à la réponse au stress salin est présent dans 

l’ensemble des SlARFs excepté pour le gène SlARF2B.  

Le screening des motifs impliqués dans la réponse à la déshydratation a montré que la région 

promotrice des gènes SlARFs est enrichie en ces motifs. En effet, le motif MYBCORE                   

est repéré dans la majorité des SlARFs à l’exception des gènes SlARF5, SlARF10A et SlARF24 

alors que le motif MYB1AT est présent uniquement au niveau de la région promotrice de 13 

SlARFs. Quant au MYB2AT, ce motif n’est détecté qu’au niveau du promoteur de SlARF6A, 

SlARF9A, SlARF16B et SlARF24. Il convient de noter que l’élément MYCONSENSUSAT         

est présent dans l’ensemble des 22 SlARFs à une fréquence qui varie d’un gène à un autre.           

Le motif de liaison aux facteurs de transcription de type MYC (MYCATERD1) n’est retrouvé 

qu’au niveau des promoteurs des gènes SlARF1, SlARF6A, SlARF7B, SlARF8A, SlARF8B, 

SlARF9B, SlARF16A et SlARF24 alors que la présence du motif de liaison aux MYC 

(MYCATRD22) est spécifique pour SlARF4, SlARF5, SlARF7A, SlARF7B, SlARF16A                  

et SlARF16B. 

L’analyse in silico de la région promotrice des SlARFs a montré que ces régions sont riches      

en éléments cis-régulateurs associés aux stress. Les motifs spécifiques aux stress hydrique           

et salin ont été retrouvés dans la région promotrice des 22 ARFs. La région régulatrice des gènes 

SlARF1, SlARF4, SlARF8A, SlARF19 et SlARF24 étaient enrichies en motif GT1GMSCAM4 

spécifique à la réponse à la salinité. Le promoteur de SlARF3 et SlARF9A présente une copie 

unique de l’élément GT1GMSCAM4.  Les motifs MYC (MYCATERD1, MYCATRD22              

et MYCCONSENSUSAT) ont été retrouvés en plusieurs copies dans la région régulatrice des 

gènes SlARF1, SlARF4, SlARF6A, SlARF7A, SlARF8A, SlARF9A et SlARF18 alors que                

les motifs MYB (MYBCORE, MYB1AT, MYB2AT et MYB2CONSENSUSAT) étaient 

présents en grand nombre dans les promoteurs des gènes SlARF2A, SlARF2B, SlARF4, 

SlARF6B, SlARF9A et SlARF18. Tous ces constats suggèrent que les fonctions de ces facteurs 

de transcription peuvent être associées à la réponse aux stress abiotiques, en particulier               

aux stress salin et hydrique. 
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2.2.  Etude d’expression des ARFs en conditions de stress abiotiques 

En vue d’étudier l’implication des ARFs dans la réponse aux stress abiotiques, une étude 

d’expression par PCR quantitative a été réalisée sur des échantillons de feuilles et de racines    

de plantes de tomates de type sauvage exposées au stress salin, hydrique et d’hypoxie. 
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Site de liaison à l’ADN « RAV1 », réponse au froid (CAACA) 

Elément impliqué dans la réponse à la déshydratation (WAACAA) 

Elément impliqué dans la réponse au stress hydrique (CNGTTR) 

Elément impliqué dans la réponse à l’ABA et au stress hydrique(TAACTG) 

Site de reconnaissance MYB impliqué dans la réponse à l’ABA et au stress hydrique (YAACKG) 

Site de liaison à l’ADN « MYC » impliqué dans la réponse à l’ABA et au stress hydrique (CATGTG) 

Site de liaison à l’ADN « MYC » impliqué dans la réponse à l’ABA et au stress hydrique (CATGTG) 

Site de liaison à l’ADN « MYC » impliqué dans la réponse à l’ABA et au stress hydrique (CACATG) 

Motif impliqué dans la réponse précoce à l’ABA et au stress hydrique (CANNTG) 

Figure 14 Représentation schématique de l’ensemble des éléments cis-régulateurs associés à la réponse 

aux stress abiotiques retrouvés  au niveau de la région promotrice des 22 SlARFs rencontrés chez la 

tomate. Les séquences des motifs correspondant à ces éléments sont décrites au niveau du Tableau 1. 
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2.2.1. Expression des ARFs en réponse au stress salin  

L’expression des SlARFs en réponse au stress salin a été évaluée au niveau des feuilles et des 

racines après 24 heures d’application du stress (Figure 15). Au niveau des feuilles, les résultats 

montrent que l’expression de la majorité des gènes est réprimée à l’exception de SlARF1, 

SlARF4 et SlARF19 dont l’expression est significativement induite. Les gènes SlARF3, SlARF5, 

SlARF8A et SlARF18 sont fortement réprimés. Au niveau racinaire, l’analyse de l’expression 

des différents ARFs a montré que seuls 9 SlARFs sont surexprimés dans cette condition de stress 

salin. Parmi ces gènes, SlARF3, SlARF4, SlARF8A et SlARF9A ont montré une forte induction. 

Une très forte répression a été, cependant, observée pour le gène SlARF19 alors que les gènes 

SlARF2A, SlARF5 et SlARF7A sont légèrement réprimés. Comme prévu, l'expression du gène 

CI7, marqueur du stress salin (Kirch et al., 1997), a été significativement induite à la fois dans 

les feuilles et les racines, validant ainsi l'efficacité du stress appliqué.  

 

2.2.2. Expression des ARFs en réponse au déficit hydrique 

Après 5 jours d’application du stress hydrique, l’expression des SlARFs a été évaluée par PCR 

quantitative au niveau aérien et racinaire (Figure 16). Au niveau des feuilles, l’expression            

de SlARF1, SlARF4, SlARF6B, SlARF10A et SlARF18 est significativement induite tandis que 

les gènes SlARF3, SlARF5, SlARF6A, SlARF7A et SlARF19 sont significativement réprimés. 
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Figure 15 Expression des SlARFs dans les feuilles et les racines exposées au stress salin. Les valeurs 

sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions biologiques indépendantes. 

Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 
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L’expression de certains SlARFs est significativement modifiée dans les racines exposées             

au stress hydrique. Les résultats montrent une induction significative de l’expression des gènes 

SlARF2A, SlARF2B, SlARF4, SlARF7A, SlARF8A et SlARF9A, en particulier l’ARF7A dont 

l’expression affiche une induction spectaculaire (32 fois plus exprimé). A l’opposée, les gènes 

SlARF3, SlARF10A et SlARF19 sont significativement réprimés. L’expression du marqueur      

de stress hydrique CI7 (Kirch et al., 1997) est significativement induit à la fois dans les feuilles 

et les racines, comme prévu, validant ainsi l'efficacité du stress appliqué. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3. Expression des ARFs en réponse au stress d’anoxie 

L’évaluation de l’expression des ARFs a montré que les gènes SlARF2B, SlARF7A et SlARF9A 

sont significativement réprimés alors que SlARF5, SlARF6B, SlARF17 et SlARF24 sont 

surexprimés dans la partie aérienne de la plante. Les changements les plus marqués concernent 

les gènes SlARF7A et SlARF17 dont l’expression est trois fois plus réprimée ou dix fois plus 

induite respectivement par rapport aux conditions normales. Dans les racines, seule l’expression 

du gène SlARF7A est significativement modifiée (512 fois plus réprimé) (Figure 17). 

L’expression des gènes marqueurs ACO1 et PDC est significativement induite respectivement 

dans les feuilles et les racines comme indiqué par Nie et al., (2002) et Gharbi et al., (2007). 

 

 

-6
-5
-4
-3
-2
-1
0
1
2
3
4
5
6
7

S
lA

R
F

1

S
lA

R
F

2
A

S
lA

R
F

2
B

S
lA

R
F

3

S
lA

R
F

4

S
lA

R
F

5

S
lA

R
F

6
A

S
lA

R
F

6
B

S
lA

R
F

7
A

S
lA

R
F

8
A

S
lA

R
F

9
A

S
lA

R
F

1
0

A

S
lA

R
F

1
7

S
lA

R
F

1
8

S
lA

R
F

1
9

S
lA

R
F

2
4

C
I7

Δ
Δ

C
t

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

S
lA

R
F

1

S
lA

R
F

2
A

S
lA

R
F

2
B

S
lA

R
F

3

S
lA

R
F

4

S
lA

R
F

5

S
lA

R
F

6
A

S
lA

R
F

6
B

S
lA

R
F

7
A

S
lA

R
F

8
A

S
lA

R
F

9
A

S
lA

R
F

1
0

A

S
lA

R
F

1
7

S
lA

R
F

1
8

S
lA

R
F

1
9

S
lA

R
F

2
4

C
I7

Δ
Δ

C
t

Feuille Racine 

* 

* 
* * * 

* 

* 
* 

* * 
* 

* * 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

Figure 16 Expression des SlARFs dans les feuilles et les racines exposées au déficit hydrique.                  

Les valeurs sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions biologiques 

indépendantes. Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05) 
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L’analyse d'expression des SlARFs en conditions de stress a montré que l’expression de la 

plupart de ces gènes était modifiée par ces stress et que certains d'entre eux étaient régulés d’une 

manière significative. Parmi les gènes régulés, SlARF1, SlARF4, SlARF8A, SlARF19                      

et SlARF24 sont significativement surexprimés en réponse au stress salin tandis que SlARF1, 

SlARF2A, SlARF2B, SlARF4, SlARF6A, SlARF6B, SlARF7A, SlARF8A, SlARF9A et SlARF18 

ont été substantiellement induits en cas de déficit hydrique. L’implication des ARFs dans              

la réponse aux stress abiotiques a été soulignée par de nombreux travaux menés chez plusieurs 

espèces végétales. Chez le riz (Oryza sativa), plusieurs OsARFs sont impliqués dans la réponse 

aux stress salin et hydrique. Jain and Khurana, (2009) ont rapporté que les gènes OsARF11        

et OsARF15 présentent une expression différentielle en réponse au stress salin et suggèrent       

une potentielle implication de ces deux gènes dans la réponse du riz à ce stress. Toujours chez             

le Riz, Zhou et ses collaborateurs ont montré, quant à eux, l’implication de neuf OsARFs dans 

la réponse au déficit hydrique (OsARF2, OsARF4, OsARF10, OsARF14, OsARF16, OsARF18, 

OsARF19, OsARF22 et OsARF23) (Zhou et al., 2007). Chez le Sorgho (Sorghum bicolor),  

Wang et al., (2010) ont démontré que l’expression des gènes SbARF10, SbARF16 et SbARF21 

est significativement induite dans les tissus foliaires et racinaires des plantes exposées au stress 

hydrique. Parmi les 50 ARF isolés et identifiés chez le soja (Glycine max), seuls GmARF33      

et GmARF50 étaient induits par le déficit hydrique et ont été suggérés comme gènes candidats 

pour l’étude de la réponse de cette plante au stress hydrique (Van Ha et al., 2013). 
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Figure 17 Expression des SlARFs dans les feuilles et les racines exposées au stress d’anoxie. Les valeurs 

sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions biologiques indépendantes.           

Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 
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L'expression de certains SlARFs a montré sous le même traitement un profil différent dans          

les feuilles et dans les racines. Cette différence pourrait être associée à la fonction de ces 

SlARFs. En effet, la fonction de certains ARFs est plus liée à la partie souterraine qu'à la partie 

aérienne. C'est le cas de SlARF7A dont l'expression a été significativement réprimée                 

et/ou induite respectivement dans les feuilles et des racines en réponse au déficit hydrique.         

Ce gène semble agir dans la partie souterraine de la plante. Cette hypothèse est confirmée           

par Okushima et al., (2007)  et Goh et al., (2012) qui ont montré que l'ARF7 est impliquée        

dans le contrôle de la formation des racines latérales chez Arabidopsis thaliana. 

Des études fonctionnelles ont montré que les ARFs sont impliqués dans le contrôle                          

de la croissance et du développement des plantes. Okushima et al., (2007) ont rapporté que          

le gène AtARF7 agit en synergie avec le gène AtARF19 dans le contrôle de la formation              

des racines latérales et dans le gravitropisme de l'hypocotyle. Chez la tomate,  le gène SlARF2 

a été proposé comme un des régulateurs clés de la formation du crochet apical alors que           

chez Arabidopsis thaliana, il est identifié comme régulateur positif  de la sénescence                      

et de l'abscission des fleurs et comme un répresseur de la croissance cellulaire en présence           

ou en absence de lumière ainsi que dans la croissance de l’hypocotyle (Chaabouni et al., 2009; 

Okushima et al., 2005). Compte tenu de l’importance de ces gènes dans le développement        

des plantes, la modification de l’expression de ces SlARFs en conditions de stress pourrait jouer 

un rôle important dans la réponse aux stress et ceci en modulant la croissance de la plante         

afin de permettre un meilleur développement de celle-ci. 

2.3. Analyse spatio-temporelle de l’expression des gènes SlARF8A et SlARF10A 

en conditions de stress salin et hydrique 

Etant donné que l’expression des gènes SlARF8A et SlARF10A est nettement modifiée                 

par le stress salin et hydrique, nous avons cherché à examiner l’expression de ces gènes                 

in planta. Pour cela, des plantes de tomate transformées par la construction pARF8A::GUS        

et pARF10A::GUS (promoteur du gène SlARF8A ou SlARF10A fusionné au gène rapporteur 

GUS) ont été générées et l’analyse de l’activité du gène GUS a été évaluée en réponse aux stress 

salin et hydrique. Les résultats ont montré une activité intense (forte coloration bleu) du gène 

GUS dirigé par le promoteur du gène SlARF8A au niveau des feuilles, de la racine principale   

et des racines latérales des plantes exposées au stress salin (Photo 7). En revanche,                        

chez les plantes témoins, l’activité du gène GUS n’apparait que dans la partie apicale                                    

des feuilles et au niveau des nervures. En réponse au stress hydrique, l’activité du gène GUS 

est détectée au niveau de la racine principale et la partie médiane du pétiole tandis que                  
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les plantes témoins présentent une coloration bleue uniforme au niveau des nervures des feuilles 

et des primordiums de la racine primaire et des racines latérales. 

L’activité du gène GUS dans les plantes exprimant la construction pARF10A ::GUS est intense 

au niveau du tissu conducteur racinaire après 24 heures d’application du stress salin tandis    

qu’au niveau des feuilles, son expression reste similaire à celle observée chez le témoin              

qui, présente une coloration bleue uniforme sur l’ensemble du pétiole (Photo 8). L’exposition 

des plantes au stress hydrique pendant 5 jours résulte en une apparition d’une coloration bleue 

au niveau de la partie apicale des pétioles alors que les plantes témoins présentent une coloration 

bleue dans le pétiole et les primordiums de la racine principale et des racines latérales. 
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Stress salin Stress hydrique 

Témoin + NaCl Témoin + PEG 

Photo 7 Expression tissulaire du gène GUS dirigé par le promoteur du gène SlARF8A observée chez 

des plantes de 3 semaines en présence de stress salin ou hydrique. Le stress salin a été effectué                    

par addition de 250 mM de NaCl au milieu de culture hydroponique. Le stress hydrique a été réalisé par 

ajout de 15% de PEG 20 000 à la solution nutritive. Les flèches en noir montrent la localisation                   

de l’activité du gène GUS dans les différents tissus analysés. 
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L’étude d’expression des ARFs a révélé que l'expression de SlARF8A et SlARF10A                        

est nettement régulée par l’application du stress salin et hydrique. De plus, la région promotrice 

de ces gènes contiennent plusieurs copies d'éléments induits par le sel et/ou la sécheresse. 

L'étude de leur expression in planta a révélé que leur expression est clairement modifiée               

en présence de stress salin et hydrique. En effet, d’après nos résultats, le promoteur de SlARF8A 

semble s’exprimer d’une manière spécifique au niveau des racines latérales des plantes 

stressées. Des études antérieures ont confirmé l'implication de l'ARF8 dans la réponse au stress 

Stress salin Stress hydrique 

Témoin + NaCl Témoin + PEG 
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Photo 8 Expression tissulaire du gène GUS dirigé par le promoteur du gène SlARF10A observée chez 

des plantes de 3 semaines en présence de stress salin ou hydrique. Le stress salin a été effectué par 

addition de 250 mM de NaCl au milieu de culture hydroponique. Le stress hydrique a été réalisé  par 

ajout de 15% de PEG 20 000 à la solution nutritive. Les flèches en noir montrent la localisation                

de l’activité du gène GUS dans les différents tissus analysés. 
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abiotique. Chez Arabidopsis thaliana, Tian et al., (2004) ont trouvé que le gène AtARF8 

s’exprime de manière stable dans les racines latérales en réponse à la lumière.  

L’analyse in planta de l’expression du gène SlARF10A en conditions de stress salin et hydrique 

moyennant des lignées transgéniques exprimant la construction promoteur SlARF10A- gène 

rapporteur GUS a montré que ce gène s’exprime plus particulièrement au niveau de la racine 

principale et des racines latérales des plantes stressées. Chez Arabidopsis thaliana, Wang             

et ses collaborateurs qui ont démontré que l’ARF10A est impliqué dans la genèse                               

et l’architecture racinaire en limitant la division cellulaire d’une part et d’autre part en favorisant 

la différenciation cellulaire au niveau de la région distale (Wang et al., 2005).  Ainsi, l’activation 

du promoteur du gène SlARF10A dans les racines en réponse aux stress salin et hydrique laisse 

supposer que ce gène pourrait être impliqué dans le contrôle du développement du système 

racinaire en conditions de stress et ceci en inhibant la division anarchique des cellules                    

de la racine.  

2.4. Etude d’expression des précurseurs des miRNAs et des gènes cibles en 

conditions de stress 

Les microARN sont des ARN non codants de 21 à 25 nucléotides qui contrôlent l’expression 

génique au niveau post-trancriptionnel (Bartel, 2004; Sunkar and Zhu, 2004). Ces microARNs 

régulent l’expression génique  en s’appariant avec des ARNm cibles dont ils sont partiellement 

complémentaires. Cette hybridation réprime la traduction de la protéine correspondante ou clive 

l’ARNm cible au milieu du site de fixation du microARNs (Chen, 2005 ; Reinhart et al., 2002).                             

La famille des facteurs de transcription ARFs est soumise à ce type de régulation. Ainsi, SlARF6 

et SlARF8 sont régulés par le miRNA167 alors que les gènes SlARF10, SlARF16 et SlARF17                         

sont spécifiquement régulés par miRNA160 (Reinhardt et al., 2000). 

L’expression du précurseur du miR160 et du gène SlARF10A a été évaluée dans les feuilles         

et les racines de plantes exposées au stress salin ou hydrique par PCR quantitative (Figure 18). 

Les résultats montrent que l’expression de ces gènes change d’une manière significative              

en réponse au stress salin. Au niveau des feuilles, l’expression du précurseur du miR160              

est deux fois plus induite après 24 heures d’application du stress alors que le gène ARF10A       

est réprimé d’une manière concomitante. Au niveau des racines, SlARF10A est fortement 

surexprimé après 2 heures d’application du stress salin tandis que le taux du miR160 reste 

inchangée.  
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L’expression du précurseur du miR160 présente une répression significative au niveau               

des feuilles après 48 heures d’application du stress hydrique. Au niveau des racines, 

l’expression du gène SlARF10A est induite d’une manière significative après 5 jours 

d’exposition au stress hydrique alors que le taux miR160 demeure similaire à celle observée 

chez le témoin. 
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Figure 18 L’expression du précurseur du miR160 et de SlARF10A en conditions de stress salin et hydrique. 

Les valeurs sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions biologiques 

indépendantes. Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 
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L’expression des précurseurs du miR167 (miR167a, miR167b, miR167c et miR167d)                      

a été évaluée par PCR quantitative en conditions de stress salin et hydrique (Figure 19).              

Les résultats montent une nette modification dans leur expression dans ces conditions. En effet, 

au niveau aérien, l’expression du gène SlARF8A est induite d’une façon importante (16 fois 

plus) après 24 heures d’application du stress salin tandis que l’expression des gènes miR167a 

et miR167b est réprimée de la même manière. Dans les racines, une nette induction                    

dans l’expression du gène SlARF8A a été observée après 24 heures d’application du stress salin 

bien que l’expression des précurseurs du miR167 demeure similaire à celle observée                 

chez les plantes non stressées. 
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Figure 19 L’expression des précurseurs du miR167 (miR167a, miR167b, miR167c et miR167d) et de 

SlARF8A en conditions de stress salin et hydrique. Les valeurs sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± 

écart type de trois répétitions biologiques indépendantes. Le signe (*) indique une différence significative 

(p<0,05).  
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En réponse au stress hydrique, l’expression du gène SlARF8A est moins affectée                            

par l’application du stress au niveau de la partie aérienne des plantes alors que les gènes 

miR167a et miR167c sont significativement induit et le gène miR167b nettement réprimé.       

Dans les racines, l’expression des précurseurs du miR167 ; miR167a et miR167c                             

est significativement réprimée et induite respectivement. Par contre, l’expression du SlARF8A 

ne présente aucune modification significative. L’expression du gène SlARF8A est régulée 

positivement après 5 jours d’exposition au stress hydrique. En revanche, l’expression                   

du précurseur miR167a est réprimée (Figure 19).  

La régulation post-transcriptionnelle semble être impliqué dans la réponse des plantes aux stress 

abiotiques tels que la salinité, le froid et le déficit hydrique (Zhao and Srivastava, 2007).           

Des études antérieures ont montré que certains miRNA tels que miR160 et miR167, intervenant 

dans la régulation de la transcription des certains ARFs, présentent une altération au niveau        

de leur expression en réponse aux stress salin et hydrique. Par ailleurs, nos résultats ont révélé 

que la sous-expression des précurseurs était négativement corrélée avec l'accumulation                

de transcrits SlARF8A au niveau des feuilles après 24 heures d’application du stress salin.          

Ce constat fut notamment observé dans les racines des plantes sujettes au stress hydrique             

(5 jours du stress). Etant donné que le gène ARF8A est impliqué dans le développement               

des organes végétatifs et floraux chez les Dicotylédones (Tian et al., 2004),  il semblerait          

que la sous-expression des précurseurs du miR167 pourrait modifier la réponse auxinique            

et par conséquent stimuler le développement de l’appareil végétatif et reproducteur des plantes.  

Chez le manioc (Manihot esculenta), Xia et ses collaborateurs ont démontré que l’expression 

du miR167 est nettement induite en réponse aux  températures extrêmes, ce qui pourrait induire 

le clivage des transcrits de son gène cible ; ARF8, en raison de la présence des sites de clivage 

(Xia et al., 2014). Pour le miR160, l’expression de son précurseur a été négativement corrélée 

avec l’expression de son gène cible SlARF10A dans les racines des plantes exposées au stress 

hydrique. Ce résultat suggère une potentielle implication du miR160 dans la régulation           

post-transcriptionnelle de l’expression de l’ARF10A en conditions de stress.   

Les résultats présentés dans ce chapitre fournissent plusieurs indices sur l’implication                    

de l’auxine ; à travers les ARFs dans la réponse aux stress abiotiques chez la tomate.                      

En effet, l’analyse in silico de la région promotrice des 22 ARFs rencontrés chez la tomate            

a montré la richesse de celle-ci en éléments cis-régulateurs associés à la réponse aux stress 

abiotiques (salin, hydrique et thermique). L’analyse d’expression des SlARFs a montré              

que de nombreux membres de cette famille de facteurs de transcription sont régulés par le stress 
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salin et hydrique, ce qui laisse suggérer que cette famille de facteurs de transcription pourrait 

être impliquée dans la réponse à ces stress. Grâce à cette analyse, plusieurs gènes candidats      

ont pu être identifiés pour le stress hydrique et salin. Parmi eux, le gène SlARF4 est régulé    

d’une manière significative à la fois dans la partie aérienne et souterraine des plantes exposées 

à ces stress. De plus, ce gène intervient dans la régulation de la teneur en chlorophylle                     

et en sucres au niveau des fruits et donc dans le développement du fruit de la tomate                         

et dans l’amélioration de la qualité organoleptique de ce dernier (Jones et al., 2002; Sagar et 

al., 2013). Il intervient également dans l’initiation des racines latérales chez Arabidopsis 

thaliana (Marin et al., 2010). 

Une analyse phénotypique des mutants SlARF4 a été réalisée et a montré la présence de certains 

caractères phénotypiques et physiologiques qui en font de bons candidats pour l’étude                              

et l’amélioration de la tolérance aux stress hydrique et salin chez la tomate. Il s’agit                        

en particulier des mutants affectés dans l’expression du gène ARF4. En effet, les mutants                   

de sous-expression de ce gène ARF4-as se caractérisent par un enroulement prononcé                 

des feuilles (Photo 9-A, B) autour de leur axe longitudinal en comparaison avec les feuilles        

du WT développées dans les mêmes conditions et par un phénotype dit « Dark Green »                  

au niveau des fruits (coloration vert foncé) due à une teneur élevée en chlorophylle.                       

Ce phénotype  est observé à partir du stade 10 jours après anthèse et cette différence de couleur 

entre les fruits ARF4-as et ceux du WT (Photo 9-C) persiste jusqu’au stade Breaker (Sagar          

et al., 2013). Ce caractère est souvent rencontré chez les génotypes qui tolèrent les stress 

environnementaux. En effet, chez le riz, des études récentes ont montré que les plantes                 

qui présentent une grande teneur en chlorophylle a et b résistent plus aux stress abiotiques 

(Zhen-hua et al., 2012). Le maintien d’une teneur élevée en chlorophylle chez ces plantes           

est principalement dû à la présence de certaines molécules anti-oxydantes assurant la protection 

des photosystèmes I et II contre l’action des espèces réactives d’oxygène produits au moment 

de stress et permet par conséquent un bon maintien de la fonction de la photosynthèse (Noctor 

et al., 2002). Ainsi, le prochain chapitre s’intéressera à l’étude de l’implication de l’ARF4        

dans la réponse et/ou la tolérance au stress salin et hydrique chez la tomate. 
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AS 

AS WT 

A B 

C 

Photo 9 Phénotype des mutants ARF4-as. (A) plantes âgées de 6 semaines de type sauvage (WT)                 

et de type ARF4-as (AS). (B) aspect des feuilles chez les plantes de type sauvage et les mutants            

ARF4-as (enroulées), (C) fruits issus de plantes de type sauvage et du mutant ARF4-as (présentant              

le phénotype « Dark green » avec une augmentation du taux de la chlorophylle au niveau du fruit) (Sagar 

et al., 2013). 
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1. Caractérisation du gène ARF4 

Le gène SlARF4 (anciennement nommé DR12) est le premier gène isolé et caractérisé                   

de la famille des ARFs chez la tomate. Il présente 57% de similitude à son analogue retrouvé 

chez Arabidopsis thaliana (Jones et al., 2002). Présent au niveau du chromosome 11,                  

son analyse montre qu’il est composé de 12 exons et de 11 introns (Figure 20-A). Sa séquence 

codante fait 2436 pb de longueur (Sagar et al., 2013) et est traduite en une protéine de 811 

acides animés présentant les trois domaines caractéristiques de la famille des ARFs ; le domaine 

de liaison à l’ADN (boite saumon), le domaine III (boite jaune) et IV (boite verte) responsables 

de l’hétéro-dimérisation entre les ARFs et les protéines Aux/AIA (Annexe 2). 

L’analyse in silico par le logiciel PLACE/ signal search tool 

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) de 2kb de la séquence promotrice       

du Sl-ARF4 a permis d’identifier plusieurs éléments cis-régulateurs associés à la réponse          

aux stress salin et hydrique et aux phytohormones (Figure 20-B).   

La région promotrice du gène SlARF4 est également enrichie en motifs impliqués dans                  

la réponse à la déshydratation. Le motif MYBCORE est présent en trois copies alors qu’une 

seule copie des motifs MYB2AT, MYB2CONSENSUSAT et MYCATRD22 est repérée. 

L’élément MYCONSENSUSAT est présent en quatre copies. Il convient de noter que le motif 
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Figure 20 Structure génomique du gène Sl-ARF4 (A). La barre grise représente la région promotrice, 

les boîtes violettes sont les exons, la boîte bleue est la région non traduite (UTR), la boîte saumon 

représente le domaine DBD, la boîte jaune est le domaine III et la boîte verte représente le domaine IV. 

Les éléments putatifs agissant en cis trouvés dans la région promotrice et leurs positions sont indiqué    

en détail en (B). 
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GT1GMSCAM4 spécifique à la réponse aux pathogènes et au stress salin est présent en grand 

nombre (5 copies) dans la séquence analysée.  

L’analyse de la région promotrice a révélé la présence de motifs de réponse à certaines 

phytohormones, en l’occurrence, l’auxine, l’ABA et l’acide salicylique. En effet, une boite 

canonique de réponse à l’auxine (TGTCTC) est retrouvée à la position -220, un autre élément 

de réponse à l’auxine et à l’acide salicylique en position -1155. En outre, les motifs de réponse 

à l’ABA (TAACTG, YAACKG, CACATG, CANNTG) sont également présents dans la région 

promotrice de l’ARF4 à des fréquences qui varient d’un motif à un autre. 

2. Expression de l’ARF4 en réponse au stress salin et hydrique   

L’expression du gène SlARF4 a été évaluée par PCR en temps réel (qPCR) au niveau                    

de la partie aérienne et racinaire des plantes exposées au stress salin et hydrique. L’analyse 

d’expression a été réalisée après 2 heures et 24 heures d’exposition au stress salin et après           

48 heures et 5 jours d’exposition au stress hydrique. 

En réponse au stress salin, l’expression du gène SlARF4 est réprimée d’une manière 

significative à la fois au niveau aérien et racinaire après 2 heures du stress alors qu’une forte 

induction est détectée après 24 heures d’application du stress salin dans les deux tissus analysés 

(Figure 21). 

Figure 21 Expression du SlARF4 révélée par PCR quantitative au niveau : (A) des feuilles et (B) des racines après 

2 heures et 24 heures d’application du stress salin. Le stress salin a été réalisé par arrosage des plantes avec une 

solution de NaCl à 250 mM.  Les valeurs sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions 

biologiques indépendantes. Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 

 

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

2H 24H

Δ
Δ

C
t

* 

* 

-6

-4

-2

0

2

4

6

2H 24H

Δ
Δ

C
t

* 

* 

A B 



     Chapitre V- Le Facteur de Réponse à l’Auxine ARF4 et l’acquisition de la tolérance aux stress salin et 
hydrique chez la tomate 

97 

 

En réponse au stress hydrique, le gène SlARF4 présente une légère surexpression à la fois            

au niveau de la partie aérienne et racinaire des plantes exposées au stress pendant 48 heures.   

Le prolongement du stress jusqu’à 5 jours induit la sous-expression de SlARF4 dans les racines 

alors qu’au niveau des feuilles, SlARF4 est surexprimé d’une manière significative (Figure 22). 

L’étude de l’expression du SlARF4 au niveau de la partie aérienne et racinaire en conditions       

de stress salin et hydrique a été également réalisée in planta par le biais de plantes transgéniques 

exprimant la construction ; promoteur du gène SlARF4 fusionné au gène rapporteur GUS 

(pARF4::GUS) (Photo 10).  

Les résultats obtenus ont montré que l’application du stress salin induit l’expression du gène 

GUS dans l’ensemble de la partie foliaire, dans la racine principale et les racines latérales             

et également dans l’apex de la racine principale tandis que les plantes témoins ne présentent 

aucune activité du gène GUS. En réponse au stress hydrique induit par l’addition du PEG        

dans le milieu de culture, l’activité du gène GUS est principalement localisée au niveau des 

nervures des feuilles, de la racine principale et racines latérales et dans l’apex de la racine 

principale alors que les plantes témoins ne présentent aucune coloration bleue indicatrice            

de la protéine GUS. 
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Figure 22 Expression du SlARF4 révélée par PCR quantitative au niveau : (A) des feuilles et (B)              

des racines après 48 heures et 5 jours d’application du stress salin. Le stress hydrique a été réalisé par 

arrêt d’arrosage des plantes.  Les valeurs sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois 

répétitions biologiques indépendantes. Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 
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Les divers stimulus environnementaux induisent des changements dans l'homéostasie,                  

la redistribution et la signalisation de l'auxine (Navarro et al., 2006; Park et al., 2007).                   

Les preuves indiquent que l'auxine intervient dans les mécanismes déployés par les plantes    

pour faire face aux stress abiotiques à travers des réseaux de signalisation complexes.                  

Des analyses d'expression ont signalé une modification de l’expression des facteurs de réponse 

à l’auxine chez plusieurs espèces végétales dont le riz  (Jain and Khurana, 2009b), le sorgho 

(Wang et al., 2010), le soja (Van Ha et al., 2013) et la banane (Hu et al., 2015) en réponse       

aux stress abiotiques. Chez la tomate, le profil d'expression des SlARFs a montré que la plupart 

des ARFs montrent une expression différentielle en conditions de stress salin et hydrique              

et que certains d'entre eux sont significativement régulés par ces conditions. Parmi eux, SlARF4 
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Photo 10 Expression tissulaire du gène GUS dirigé par le promoteur du gène SlARF4 observée chez     

des plantes de 3 semaines en présence de stress salin ou hydrique. Le stress salin a été effectué par 

addition de 250 mM de NaCl au milieu de culture hydroponique. Le stress hydrique a été réalisé par ajout 

de 15% de PEG 20 000 à la solution nutritive. Les flèches en noir montrent la localisation de l’activité 

du gène GUS dans les différents tissus analysés. 
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a montré une nette régulation de son expression en réponse au stress salin et hydrique 

(Bouzroud et al., 2018). De plus, l’étude de son expression en réponse au stress salin et hydrique 

a révélé que celle-ci est nettement modifiée par l’application de ces stress. En effet,                      

des modifications significatives dans l’expression de celui-ci ont été observées dans les tissus 

foliaires et racinaires des plantes WT stressées. L’étude d’expression in planta de ce gène 

moyennant des lignées de tomate transgéniques exprimant la construction promoteur         

SlARF4-GUS « pARF4 ::GUS » a permis déceler une nette différence dans l’expression            

de SlARF4 entre les plantes témoins et les plantes exposées aux stress salin (NaCl) ou hydrique 

(PEG). De plus, l’analyse in silico de la région promotrice de l’ARF4 a révélé la richesse              

de celle-ci en éléments cis-régulateurs associés aux stress salin et hydrique et à la réponse              

à certaines phytohormones en occurrence l’auxine, l’ABA et l’acide salicylique ce qui laisse 

suggérer que ce gène pourrait être impliqué dans la réponse de la tomate à ces stress.  

3. Etude de la réponse des lignées transgéniques pour l’ARF4 au stress salin                   

et hydrique 

L’implication de l’ARF4 dans la tolérance aux stress salin et hydrique a été étudiée par le biais 

de lignées de plantes transgéniques sous-exprimant ou sur-exprimant le gène en question.      

Pour cela, des plantes âgées de 3 semaines de type sauvage (WT), ARF4-as (lignée                    

sous-exprimant le gène SlARF4) et ARF4-ox (lignée sur-exprimant le gène SlARF4)                     

ont été exposées au stress salin (100 et 150 mM de NaCl) et hydrique (5% et 15% PEG 20000) 

pendant 2 semaines. Plusieurs paramètres morphologiques, biochimiques et physiologiques    

ont été mesurés pour évaluer leur degré de tolérance aux stress. 

3.1. Caractérisation morphologique de la tolérance aux stress salin et hydrique 

3.1.1. Poids frais 

Le poids frais de la partie aérienne et racinaire a été évalué après 2 semaines d’application          

du stress salin. Les résultats montrent une nette réduction du poids frais de la partie aérienne 

chez les trois lignées de plantes testées (Figure 23). Cette réduction devient de plus en plus 

importante avec l’augmentation de la concentration de NaCl dans le milieu de culture chez         

le WT et chez le mutant ARF4-ox. A 100 mM de NaCl, le poids frais subit une réduction              

de l’ordre de 30%, 34% et 45% respectivement chez le mutant ARF4-as, le WT et le mutant 

ARF4-ox. Une diminution de 60% et de 70% du poids frais de la partie aérienne est observée 

respectivement chez les plantes WT et les plantes ARF4-ox suite à l’addition de 150 mM              

de NaCl alors le mutant ARF4-as présente une réduction relativement moins importante                
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et qui est de l’ordre de 30%. Il faut noter qu’en absence de sel, le poids frais de la partie aérienne 

des plantes ARF4-ox est nettement plus élevé par rapport aux plantes WT et ARF4-as. 

 

Au niveau racinaire, l’application du stress salin provoque une réduction significative du poids 

frais chez les trois lignées étudiées. En effet, le poids frais racinaire diminue de 20% chez les 

plantes de type sauvage (WT), de 40% chez le mutant ARF4-as et de 58% chez le mutant     

ARF4-ox après addition de 100 mM de NaCl dans la solution nutritive. En présence de 150 mM 

de NaCl, le poids frais racinaire diminue considérablement chez les plantes WT et ARF4-ox     

(de 56 % chez les plantes de type sauvage et de 60% chez les plantes ARF4-ox) alors que               

le poids frais racinaire des plantes ARF4-as n’est réduit que de 30%. 

Le poids frais de la partie aérienne et racinaire a été également évalué chez les trois lignées        

de plantes après 2 semaines de culture en présence des différentes concentrations de PEG       

(0%, 5% et 15% PEG 20000) (Figure 24). Le poids frais de la partie aérienne des plantes WT 

et ARF4-ox diminue significativement avec l’augmentation de la concentration en PEG         

dans le milieu de culture tandis que le poids frais de la partie aérienne des plantes ARF4-as subit     

une réduction relativement moins importante. En effet, en présence de 5% de PEG 20000,           

le poids frais de la partie aérienne chute d’environ 35% à la fois chez le WT et le mutant       

ARF4-as contre 73% chez le mutant ARF4-ox. Une réduction de l’ordre de 60%, 43% et 71% 
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Figure 23 Poids frais de la partie aérienne et racinaire chez les différentes lignées testées en présence des 

différentes concentrations de NaCl. Les valeurs sont représentées en moyenne ± écart type de douze 

répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes 

(p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox désignent respectivement            

la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression de l’ARF4. 
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est observée chez le WT, le mutant ARF4-as et le mutant ARF4-ox respectivement lorsque         

ces plantes sont cultivées en présence de 15% de PEG (Figure 24).  

Au niveau racinaire, le poids frais décline d’une façon significative chez les trois lignées        

après application des différentes concentrations de PEG. Cependant, la baisse du poids frais 

reste moins importante chez le mutant ARF4-as par rapport au WT et au mutant ARF4-ox.          

En effet, le poids frais racinaire subit une réduction de 62% et de 72% respectivement chez       

les plantes WT et le mutant ARF4-ox alors que le mutant ARF4-as présente une réduction de 

40% seulement quand les plantes sont cultivées en présence de 15% de PEG 20000. Il faut noter 

qu’à 5% de PEG 20000, le poids frais racinaire diminue de 36%, 29% et 27% respectivement 

chez les plantes WT, le mutant ARF4-as et le mutant ARF4-ox.  

La croissance et le développement des plantes sont souvent entravés par les stress 

environnementaux. La mesure de l’évolution du poids frais des plantes peut renseigner sur l’état 

des plantes. Ainsi, des études menées sur plusieurs espèces végétales ont rapporté une nette 

réduction du poids frais en réponse à la salinité et au déficit hydrique (Farooq et al., 2009).   

Chez l’Orge (Hordeum vulgare), Fayez et ses collaborateurs ont observés une nette réduction 

du poids frais de la partie arienne et racinaire suite à l’exposition de différentes concentrations 

de NaCl (Fayez and Bazaid, 2014). Ce constat a été également signalé chez la canne à sucre 

(Beta vulgaris L.) et le chou cabus (Brassica oleracea capitata L.) (Jamil et al., 2007).                 

Un déclin significatif du poids frais a été signalé chez le Sorgho (Sorghum bicolor) en réponse 

au stress hydrique (Saddam et al., 2014). La diminution de la croissance des plantules        
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Figure 24 Poids frais de la partie aérienne et racinaire chez les différentes lignées testées en présence des 

différentes concentrations de PEG 20000. Les valeurs sont représentées en moyenne ± écart type de douze 

répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes 

(p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox désignent respectivement la 

lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression de l’ARF4. 
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(évaluée par la mesure du poids frais) est due à la restriction de la division et de l’élongation 

cellulaire occasionnée par l’application du stress salin ou hydrique (Akıncı and Lösel, 2012). 

Chez certaines variétés ou espèces tolérantes, la tolérance à la salinité et au déficit hydrique     

est souvent associée à une réduction relativement moins importante du poids frais (Jaleel et al., 

2009). Chez la tomate, l’étude menée par Manoj et ses collaborateurs a montré que les cultivars 

tolérants maintiennent un poids frais relativement plus important en conditions de stress 

hydrique et ceci en comparaison avec les cultivars dits sensibles (Manoj and Uday, 2010).         

Ce constat a également été rapportée chez de nombreuses espèces végétales telles que le blé 

(Hassan et al., 2015), le maïs (Cai et al., 2012), le coton (Basal, 2010) et la pomme de terre 

(Rahnama et al., 2011). A l’issue des 2 semaines d’exposition au stress salin ou hydrique,         

une diminution du poids frais des pousses et des racines a été observée chez le WT et les lignées 

transgéniques pour l’ARF4. Cependant, cette réduction était significativement moins prononcée 

chez les plantes ARF4-as, ce qui suggère que les plantes ARF4-as pourraient mieux tolérer        

ces deux stress que les autres lignées. 

3.1.2. Poids sec 

Le poids sec de la partie aérienne et racinaire des plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox                           

a été déterminé après 2 semaines d’application des différentes concentrations de NaCl par 

séchage des différentes parties pendant 72 heures. Les résultats obtenus sont présentés dans la 

figure ci-dessous (Figure 25).  
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Figure 25 Poids sec de la partie aérienne et racinaire chez les différentes lignées testées en présence des 

différentes concentrations de NaCl. Les valeurs sont représentées en moyenne ± écart type de douze 

répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes 

(p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox désignent respectivement              

la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression de l’ARF4.   
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Le poids sec des racines diminue significativement avec l’application ou l’augmentation             

de la concentration de NaCl. Une réduction de 53%, 42% et 58 % du poids sec racinaire               

est observée respectivement chez les plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox après application             

de 100 mM de NaCl. A 150 mM de NaCl, le poids sec diminue significativement                           

chez les plantes WT (70%) et ARF4-ox (82%) tandis que le mutant ARF4-as présente                   

une réduction de 35%.  

Le poids sec de la partie aérienne et racinaire a été également évalué chez les différentes lignées 

en réponse aux différentes concentrations de PEG (0%, 5% et 15% PEG 20000). Le poids sec 

de la partie aérienne des plantes WT et ARF4-ox diminue significativement avec l’augmentation 

de la concentration en PEG dans le milieu de culture alors que le poids sec de la partie aérienne 

des plantes ARF4-as subit une réduction moins importante par rapport aux autres lignées testées 

(Figure 26). En présence de 5% de PEG 20000, le poids frais de la partie aérienne subit               

une réduction de 19% à la fois chez les plantes WT et le mutant ARF4-as et d’environ 46%    

chez le mutant ARF4-ox alors qu’une réduction de l’ordre de 46%, 34% et de 71% est observée 

chez le WT, le mutant ARF4-as et le mutant ARF4-ox respectivement après culture des plantes 

en présence de 15% de PEG. 

Dans les racines, le poids sec diminue significativement chez les trois lignées après application 

des différentes concentrations de PEG. Cependant, la baisse reste moins importante chez              

le mutant ARF4-as par rapport à la lignée sauvage et au mutant ARF4-ox. En effet, en présence 

de 5% de PEG, le poids sec racinaire chute de 48% à la fois chez les plantes WT et le mutant 
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Figure 26 Poids sec de la partie aérienne et racinaire chez les différentes lignées testées en présence des 

différentes concentrations de PEG 20000. Les valeurs sont représentées en moyenne ± écart type de douze 

répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes 

(p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox désignent respectivement la 

lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression de l’ARF4. 
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ARF4-ox alors que le mutant ARF4-as présente une réduction de 17% seulement.                             

A 15% de PEG 20000, le poids sec racinaire diminue de 52%, 20% et 75% respectivement     

chez les plantes WT, le mutant ARF4-as et le mutant ARF4-ox. 

Tout comme le poids frais, le poids sec des plantes subit une nette réduction en réponse au stress 

salin ou hydrique. Cette réduction de la croissance a été relévée chez plusieurs espèces végétales 

soumises à ces deux stress y compris la tomate, la fève, la vigne ,le pois chiche et le riz        

(Amini and Ehsanpour, 2006 ; Cordovilla et al., 1995 ; Mamo et al., 1996 ; Manickavelu et al., 

2006, 2006 ; Pardha Saradhi et al., 1996 ; Parvin et al., 2015). Cette réduction peut être attibuée 

à l’inhibition de l’élongation cellulaire due à la perte de turgescence occasionnée par ces stress 

(Fahad et al., 2017). Le poids sec de la partie aérienne et racinaire des plantes ARF4-as                 

est moins affecté par l’application du stress salin et hydrique en comparaison aux autres  lignées 

ce qui laisse suggèrer que le stress salin et hydrique influence moins la croissance des plantes 

ARF4-as. Ainsi, la sous-expression du gène SlARF4 confère une meilleure tolérance aux plantes 

transgénqiues. 

3.1.3. Développement racinaire 

Etant donné que le système racinaire est l’un des premiers organes à subir les fluctuations            

de l’environnement qui l’entoure, l’étude des modifications qui peuvent l’atteindre suite               

au changement des conditions permet de renseigner sur les mécanismes de réponse des plantes 

face aux conditions hostiles. Plusieurs études se sont concentrées sur l’étude du comportement 

du système racinaire en conditions de stress et ont témoigné que celui-ci se caractérise                 

par une certaine plasticité lui permettant de s’adapter aux changements environnementaux      

afin de subvenir aux besoins de la plante en eau et en éléments minéraux.  

Ainsi, nous avons étudié la réponse du système racinaire des plantes WT et des mutants       

ARF4-as et ARF4-ox aux différentes concentrations de NaCl ou de PEG à travers l’évaluation 

de certains paramètres de la croissance racinaire, à savoir : l’élongation racinaire (longueur         

de la racine principale) et la densité racinaire (déterminée à partir de la longueur de la racine 

principale et du nombre des racines latérales formées). 

3.1.3.1.  L’élongation de la racine principale 

L’élongation de la racine principale des plantes des différentes lignées a été évaluée en présence 

de différentes concentrations de NaCl ou de PEG. Les résultats obtenus sont résumés dans           

la figure 27.  
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En présence de stress salin, la longueur moyenne de la racine principale des plantes WT                

et ARF4-ox diminue significativement avec l’augmentation de la concentration en NaCl tandis 

que la croissance de la racine principale des mutants ARF4-as reste comparable à celle observée 

chez les plantes témoins. En effet, une baisse de l’ordre 21% et de 22% est enregistrée chez       

les plantes WT et ARF4-ox cultivées à 100 mM de NaCl contre une réduction de 5% chez            

le mutant ARF4-as. A 150 mM de NaCl, l’inhibition de l’élongation de la racine principale 

devient plus prononcée. Ainsi, nous avons noté une réduction de 40% chez les plantes WT          

et de 46% chez le mutant ARF4-ox tandis que le mutant ARF4-as présente une légère réduction 

(8%) de la longueur de la racine principale.   

La croissance en longueur de la racine principale diminue d’une façon significative chez             

les trois lignées en conditions de stress hydrique. Cependant, cette réduction est relativement 

moins importante chez le mutant ARF4-as. En effet, l’application de 15% de PEG inhibe             

de 17%, 15% et 39% la longueur de la racine principale des plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox 

respectivement.  

3.1.3.2. Densité racinaire 

La densité racinaire a été estimée pour les trois lignées en présence des différentes 

concentrations de NaCl ou de PEG. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 28.  
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Figure 27 Longueur de la racine principale chez les différentes lignées testées en présence des différentes 

concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± 

écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont 

significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox 

désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression 

de l’ARF4. 
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En réponse au stress salin, la densité racinaire augmente d’une manière significative                   

avec l’augmentation de la concentration en NaCl dans le milieu nutritionnel. Cependant,         

cette augmentation est beaucoup plus importante chez les plantes WT et le mutant ARF4-as.    

En effet, à 100 mM de NaCl, la densité racinaire présente une augmentation de 31%, 28%             

et 8% respectivement chez les plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox. L’application                          

d’une concentration de 150mM de NaCl provoque une augmentation significative de la densité 

racinaire des plantes WT et ARF4-as. Ainsi, on note une augmentation de l’ordre de 139%           

et de 56% chez les plantes WT et ARF4-as respectivement. En revanche, le mutant ARF4-ox 

présente une réduction significative de la densité racinaire qui dépasse les 70%.  

En réponse au stress hydrique, la densité racinaire des plantes des différentes lignées enregistre 

une augmentation significative avec l’augmentation de la concentration en PEG. Cependant, 

cette augmentation est beaucoup plus importante chez les plantes ARF4-as. En effet, 

l’application de 5% de PEG 20000 résulte en une augmentation de 150% chez les plantes    

ARF4-as contre une augmentation de 80% et de 38% respectivement chez les plantes WT              

et ARF4-ox. L’application d’une concentration de 15 % PEG 20000 provoque                               

une augmentation significative de la densité racinaire chez les plantes WT et ARF4-ox (environ            

5 fois plus de racines latérales qu’à 0% PEG 20000). A cette même concentration de PEG,          

le mutant ARF4-as présente une densité racinaire très importante par rapport aux conditions 

normales. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl

d
en

si
té

 r
ac

in
ai

re

a a 

b 

c 

d 

e e e 

f 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0% PEG 5% PEG 15% PEG

d
en

si
té

 r
ac

in
ai

re
 

WT

ARF4-as

ARF4-oxa 

b 

c c 

d 

de e 
e e 

Figure 28 Densité racinaire chez les différentes lignées testées en présence des différentes 

concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± 

écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont 

significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as                        

et ARF4-ox désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de 

surexpression de l’ARF4. 
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Le système racinaire est l’un des premiers organes à être confronté au stress salin et hydrique. 

Les racines jouent un rôle crucial dans la survie de la plante en assurant une meilleure 

acquisition de l’eau et des nutriments nécessaires pour la croissance et le développement            

des plantes (Malamy, 2005). Le développement des racines peut être gravement affecté par        

les stress environnementaux (Kurth et al., 1986). Chez Arabidopsis, la croissance                             

et le développement racinaire sont entravés en réponse au stress salin (Burssens et al., 2000). 

Dans ce travail, nous avons noté une diminution significative de la longueur de la racine 

principale à la fois chez le WT et les mutants ARF4-as et ARF4-ox et ceci en réponse                   

aux différentes concentrations de NaCl ou de PEG. Cependant, la réduction de la longueur          

de la racine principale est nettement moins importante chez le mutant ARF4-as par rapport       

aux autres lignées testées. Le développement d'un système racinaire profond se révèle bénéfique 

pour la production végétale et la survie dans des conditions de déficit hydrique. En effet,              

un bon développement du système racinaire augmente l'absorption d'eau, ce qui confère 

l'avantage de soutenir la croissance des plantes dans des conditions défavorables (Comas et al., 

2013). De nombreuses études ont établi un lien entre la tolérance au stress des plantes                     

et l'augmentation de la longueur et de la densité des racines  (Florina et al., 2013). Chez l’orge, 

Munns et ses collaborateurs ont remarqué que la tolérance au stress salin est corrélée                 

avec un meilleur développement racinaire (Munns et al., 2006). D’autres études ont montré     

que les cultivars tolérants du tournesol (Helianthus Annuus L.), du blé (Triticum aestivum)  

(Manschadi et al., 2008), du  riz (Oryza sativa)  (Jaleel et al., 2009) et du coton (Gossypium 

hirsutum)  (Basal et al., 2005) ont tendance à avoir des systèmes racinaires plus profonds           

que les cultivars sensibles. Des études portant sur l’identification des génotypes de plantes 

tolérantes aux stress ont conclu que pour une même espèce, les plantes qui présentent une racine 

principale plus longue tolèrent plus le stress salin contrairement aux plantes sensibles,              

chez lesquelles le développement de la racine principale est entravé par la présence du stress 

(Ribaut et al., 2009). Chez le maïs (Zea mays), Khan et son équipe ont pu démontré que                 

la tolérance à une concentration de 150 mM de NaCl se manifeste par le développement         

d’une racine principale plus longue chez les lignées tolérantes que chez les lignées sensibles 

(Khan et al., 2003). Les plantes ARF4-as ont montré une légère réduction de la longueur                

de la racine primaire associée à une augmentation de la densité racinaire. ARF4 s'est avéré 

impliqué dans la définition de l'architecture des racines chez Arabidopsis dans les conditions 

de croissance optimales grâce au contrôle de l'émergence des racines latérales (Marin et al., 

2010), ce qui suggère que ce gène pourrait jouer un rôle important à l'amélioration                           

de la tolérance de la tomate à la salinité et au déficit hydrique. 
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3.2. Caractérisation physiologique, biochimique et moléculaire de la tolérance aux 

stress salin et hydrique 

3.2.1. Teneur en chlorophylle a, b et chlorophylle totale 

3.2.1.1. Teneur en chlorophylle a 

La teneur en chlorophylle a a été évaluée chez les plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox après deux 

semaines de culture en présence de différentes concentrations de NaCl ou de PEG. Les résultats 

du dosage obtenus sont résumés dans la figure ci-dessous (Figure 29).  

La teneur en chlorophylle a des plantes WT et ARF4-ox a connu une baisse significative 

(p<0,05) avec l’augmentation de la concentration en NaCl. En effet, à 100 mM de NaCl dans 

le milieu, la concentration de la chlorophylle a diminue de 57% chez le WT alors que le mutant 

ARF4-as et ARF4-ox présente une hausse légère mais non significative de la concentration         

de la chlorophylle a. Avec 150 mM de NaCl, la concentration de la chlorophylle a dans                

les plantes ARF4-as est 3,5 fois plus élevée que dans les conditions normales tandis qu’une 

baisse de 94% et de 66% est enregistrée respectivement chez les plantes WT et ARF4-ox. Il faut 

noter qu’en absence de sel (témoins), les teneurs en chlorophylle a dans les feuilles des plantes 

ARF4-as et ARF4-ox sont de 18,68± 0,05 et 23,88±0,01 contre 111,22±0,09 chez les plantes 

WT.  

La teneur en chlorophylle a enregistre une baisse significative chez le WT et les plantes        

ARF4-ox en réponse au stress hydrique. En effet, le taux de la chlorophylle a présente                  
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Figure 29 Taux de la chlorophylle a chez les différentes lignées testées en présence des différentes 

concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± 

écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont 

significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-

ox désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de 

surexpression de l’ARF4. 
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une diminution de l’ordre de 28% et de 20% respectivement chez le WT et le mutant ARF4-ox 

cultivés en présence de 5% de PEG 20000. En revanche, le mutant ARF4-as a maintenu              

une concentration en chlorophylle a relativement élevée même en présence de PEG. 

L’exposition    à 15% de PEG 20000 engendre une baisse dans le taux de la chlorophylle a      

chez les plantes WT (73%) et les plantes ARF4-ox (24%) tandis que le mutant ARF4-as 

enregistre une légère hausse dans le taux de la chlorophylle a. 

3.2.1.2. Teneur en chlorophylle b 

La teneur en chlorophylle b dans les feuilles a été évaluée chez les trois lignées de plantes             

en réponse au stress salin et hydrique. Comme le montre la figure 30, la teneur en chlorophylle 

b des plantes WT et ARF4-ox diminue significativement avec l’augmentation                                    

de la concentration de NaCl tandis que le mutant ARF4-as enregistre une augmentation 

significative dans ce taux. En effet, à 100mM de NaCl, la concentration de la chlorophylle b 

diminue de 16% et de 36% respectivement chez le WT et le mutant ARF4-ox tandis qu’une 

légère baisse est observée chez le mutant ARF4-as. A 150 mM de NaCl, une réduction de 48% 

et de 73% est observée chez les plantes WT et ARF4-ox contre une baisse de 36% chez                   

le mutant ARF4-as.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En réponse au stress hydrique, la teneur des feuilles en chlorophylle b décline de manière 

considérable chez le WT et le mutant ARF4-ox en réponse à l’augmentation de la concentration 

du PEG (Figure 30). En effet, l’application de 5% de PEG induit une baisse du taux                          
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Figure 30 Taux de la chlorophylle b chez les différentes lignées testées en présence des différentes 

concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± 

écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont 

significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox 

désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression 

de l’ARF4. 
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de la chlorophylle b de 2% et de 20% chez le WT et le mutant ARF4-ox respectivement.              

En revanche, ce taux connait une augmentation de l’ordre de 8% chez le mutant ARF4-as. 

L’application de 15% de PEG a conduit à une baisse dans le taux de la chlorophylle b                 

chez les plantes WT (58%) et les plantes ARF4-ox (20%) tandis que le mutant ARF4-as 

enregistre une hausse significative (19%) du le taux de la chlorophylle b. 

3.2.1.3. Teneur en chlorophylle totale 

La teneur en chlorophylle totale a été déterminée chez des plantes issues des trois différentes 

lignées après 2 semaines d’exposition à différentes concentrations de NaCl ou de PEG.              

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 31.  

En réponse au stress salin, la teneur en chlorophylle totale a connu une baisse nettement 

significative chez le WT et le mutant ARF4-ox et qui devient de plus en plus importante            

avec l’augmentation de la concentration en NaCl. En effet, une baisse de l’ordre de 20% et de 

38% est enregistrée chez le WT et le mutant ARF4-ox respectivement en présence de 100mM 

de NaCl et a atteint 63% et 53% chez le WT et le mutant ARF4-ox lorsque ces derniers sont 

cultivés à 150 mM de NaCl. En revanche, le mutant ARF4-as présente une légère réduction du 

taux de la chlorophylle totale mais qui demeure non significative (de l’ordre de 0,4% à 100 mM 

de NaCl et d’environ 4% à 150 mM de NaCl). 

La teneur en chlorophylle totale diminue significativement chez les plantes WT et ARF4-ox 

avec l’augmentation de la concentration du PEG dans le milieu de culture. Chez le WT,                 
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Figure 31 Teneur totale en chlorophylle chez les différentes lignées testées en présence des différentes 

concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± 

écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont 

significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT ARF4-as et ARF4-ox 

désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression 

de l’ARF4. 
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la teneur en chlorophylle totale diminue de 18% et de 37% respectivement en présence de 5% 

et de 15% de PEG 20000 alors qu’une baisse relativement moins importante est enregistrée 

chez le mutant ARF4-ox, chez lequel le taux de la chlorophylle totale diminue de 1%                      

en présence de 5% de PEG 20000 et de 16% à 15% de PEG 20000. Inversement, le mutant 

ARF4-as maintient un taux de chlorophylle relativement plus élevé que celui mesuré en absence 

de stress hydrique. Ainsi, nous avons noté une augmentation de 4% du taux de la chlorophylle 

totale à 5% de PEG 20000 et de 20% en présence de 15% de PEG 20000. 

La photosynthèse est l'un des principaux processus affectés par la salinité et le stress hydrique 

(Chaves, 1991 ; Munns et al., 2006). La teneur en chlorophylle des plantes est positivement 

corrélée avec leur activité photosynthétique. La réduction du taux de la chlorophylle contribue 

à l'inhibition de la photosynthèse dans des conditions de stress abiotique (Zhou et al., 2011). 

Dans notre étude, la teneur en chlorophylle a, b et chlorophylle totale au niveau des feuilles          

a connu une nette réduction en réponse aux fortes concentrations en NaCl ou PEG.                       

Une diminution de la teneur en chlorophylle induite par le stress a été signalée chez plusieurs 

espèces végétales, notamment la tomate (Dogan et al., 2010), le blé dur (Marcińska et al., 2013) 

et le blé tendre (Saeidi and Abdoli, 2015). Zarafshar et al. (2014) ont expliqué cette diminution 

due à la photo-oxydation des pigments et de la dégradation de la chlorophylle (Zarafshar et al., 

2014). Le mutant ARF4-as a cependant montré une légère diminution de la teneur totale                 

en chlorophylle en réponse au stress salin et à une légère augmentation des conditions de stress 

hydrique.  Dogan et al. (2010) et Furdi et al. (2013) ont montré que les génotypes de tomate 

présentant moins de pertes de pigments photosynthétiques étaient plus tolérants à la salinité 

(Dogan et al., 2010; Florina et al., 2013). Chez le petit pois (Pisum sativum), les cultivars             

qui tolèrent la salinité ne présentaient aucun changement dans la teneur en chlorophylle                 

en réponse aux stress (Hernandez et al., 2000). Le maintien d’une activité photosynthétique 

relativement élevée chez le mutant ARF4-as indique une meilleure tolérance à la salinité                 

et au stress hydrique. 

3.2.2. Teneur en sucres solubles 

Les sucres peuvent servir comme composés pour l’ajustement osmotique. Les principaux 

glucides accumulés sous stress sont : le glucose, le fructose et le saccharose. Ils jouent un rôle 

crucial dans le maintien d’une pression de turgescence qui est à la base des différents processus 

contrôlant la vie d’une plante. L’augmentation des glucides solubles au niveau des racines           

et des feuilles semblent être un indicateur de la résistance des plantes au stress osmotique induit 
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par la salinité ou la sécheresse.  Ainsi, les modifications des teneurs en glucides représentent 

un test commode de prédiction de la résistance des plantes à la salinité ou à la sécheresse.  

3.2.2.1. Teneur en sucres au niveau aérien 

La teneur en sucres solubles a été quantifiée dans la partie aérienne des plantes WT, ARF4-as 

et ARF4-ox en absence ou en présence de différentes concentrations de NaCl ou de PEG.             

La figure 32 résume l’ensemble des résultats obtenus. 

 

En réponse au stress salin, le taux des sucres solubles a connu une baisse significative à la fois 

chez le WT et le mutant ARF4-ox. Ainsi, chez le WT, la teneur en sucres solubles passe                 

de 210,346±0,34 à 121,034±0,40 lorsque les plantes sont cultivées à de 150 mM de NaCl           

soit une réduction de 42%. Le mutant ARF4-ox présente à son tour une réduction nettement 

significative du taux des sucres dépassant 30%. Le mutant ARF4-as présente, subséquement, 

une nette accumulation des sucres solubles au niveau foliaire avec l’augmentation                           

de la concentration de NaCl. Nous avons noté alors, une augmentation de 18% et de 146%         

du taux des sucres solubles quand les plantes sont cultivées en présence de 100mM                          

et de 150mM de NaCl respectivement. 

La teneur en sucres solubles diminue d’une façon significative chez les trois lignées de plantes 

avec l’augmentation de la concentration du PEG. En effet, le taux des sucres solubles enregistre 

une nette diminution estimée à 28% et à 19% respectivement chez le WT et le mutant            
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Figure 32 Taux des sucres solubles au niveau des feuilles chez les différentes lignées testées en présence 

des différentes concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en 

moyenne ± écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes sont 

significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as et ARF4-ox 

désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression 

de l’ARF4. 
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ARF4-ox en présence de 5% de PEG 20000 tandis que le mutant ARF4-as présente une légère 

baisse. L’exposition des plantes à une concentration plus élevée en PEG (15%) résulte                  

en une diminution relativement importante qui dépasse de loin 40% chez les plantes WT                    

et ARF4-ox et une réduction de 17% uniquement chez le mutant ARF4-as. 

3.2.2.2. Teneur en sucres au niveau racinaire 

La teneur en sucres solubles a été déterminée dans les racines des plantes WT, ARF4-as                 

et ARF4-ox en absence ou en présence de différentes concentrations de NaCl ou de PEG.            

La figure 33 illustre les différents résultats obtenus.  

L’exposition des plantes WT et ARF4-ox au NaCl induit une baisse significative du taux des 

sucres accumulées. Chez le WT, le taux des sucres accumulées a connu une baisse de 42%             

à 100mM de NaCl et de 50% à 150 mM de NaCl alors que le mutant ARF4-ox présente               

une réduction de l’ordre de 29% et de 49% respectivement à 100 mM et 150 mM de NaCl.         

En revanche, le mutant ARF4-as présente une hausse nettement significative du taux des sucres 

avec l’augmentation de la concentration de NaCl. Ainsi, la teneur en sucres solubles dans            

les racines des plantes ARF4-as augmente d’un facteur de 1,7 et de 2,9 à 100 mM et 150 mM 

de NaCl respectivement.  
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Figure 33 Taux des sucres solubles au niveau des racines chez les différentes lignées testées en présence 

des différentes concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées 

en moyenne ± écart type de douze répétitions indépendantes. Les valeurs portant des lettres différentes 

sont significativement différentes (p<0,05) suivant le test Student Newman Keuls. WT, ARF4-as               

et ARF4-ox désignent respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de 

surexpression de l’ARF4. 
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En réponse au stress hydrique, la teneur en sucres solubles diminue d’une façon importante              

avec l’augmentation de la concentration en PEG chez le WT et le mutant ARF4-ox 

contrairement au mutant ARF4-as chez lequel une augmentation nettement significative                 

a été observée. Ainsi, à 5% de PEG 20000, une réduction de 27% et de 32% a été enregistrée 

respectivement chez le WT et le mutant ARF4-ox tandis que le taux des sucres augmente        

d’un facteur de 1,2 chez le mutant ARF4-as. L’exposition des plantes à 15% de PEG 20000 

provoque une baisse de 41% chez le WT et de 62% chez le mutant ARF4-ox. En revanche,         

le mutant ARF4-as présente une nette augmentation de la teneur des sucres solubles                   

(soit une augmentation d’un facteur de 1,6). 

Les plantes produisent des glucides principalement par le biais de la photosynthèse (Okumura 

et al., 2016). Les sucres jouent un rôle important non seulement en tant que source d'énergie, 

mais également en tant que molécules de signalisation dans le cycle de vie des plantes 

(Lastdrager et al., 2014). La teneur en sucres est influencée par les stress biotiques et abiotiques 

(Roitsch, 1999). L'accumulation de glucides solubles a été associée à des mécanismes                   

de tolérance à la sécheresse et à la salinité chez de nombreuses espèces végétales. 

L'accumulation des sucres aide les plantes à tolérer les stress abiotiques en améliorant                 

leur capacité à préserver l'équilibre osmotique au sein des cellules (Atkinson and Urwin, 2012). 

Les espèces et les variétés tolérantes accumulent plus de sucres solubles dans les feuilles              

et les tissus en croissance (Pattanagul and Thitisaksakul, 2008). Les sucres solubles se sont 

fortement accumulés chez les génotypes tolérants de la canne à sucre et du riz en réponse             

au stress salin, ce qui indique que les sucres solubles jouent un rôle clé dans la tolérance à ce 

stress chez ces deux espèces (Dubey and Singh, 1999 ; Gandonou et al., 2011). Les sucres 

solubles amorcent le potentiel d'oxydoréduction cellulaire, aident à stabiliser les membranes       

et les structures protéiques et fournissent une source d'énergie possible dans les conditions 

hostiles (Keunen et al., 2013 ; Rosa et al., 2009 ; Sami et al., 2016). L’accumulation des sucres 

chez le mutant ARF4-as pourrait améliorer la tolérance à la salinité et au stress hydrique               

en augmentant l’osmolarité cellulaire qui favorise l’afflux d’eau dans les cellules ou au moins 

en diminuant l’écoulement de l’eau. 

3.2.2.3. Expression du transporteur du sucre LeSUT1   

La signalisation du sucre joue un rôle important dans la réponse aux stress abiotiques. En effet, 

elle entre en interaction avec les voies de stress afin de moduler les réponses métaboliques         

des plantes (Rosa et al., 2009). Les protéines SUT1 sont impliquées dans le mouvement                

du saccharose dans et hors des tissus de la sève et à travers le phloème via les voies 
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apoplastiques. L'expression du gène LeSUT1 a été quantifiée chez le WT et chez les mutants 

ARF4-as et ARF4-ox exposées au stress salin et hydrique (Figure 34). Nos résultats montrent 

que l’expression de ce gène est significativement reprimée dans les feuilles des plantes WT         

et ARF4-ox après 2 heures d’application du stress salin tandis que son expression légèrement 

induite chez le mutant ARF4-as (Figure 34A). Au niveau racinaire, l’expression de ce gène 

connait une répression nettement plus importante chez les plantes WT contrairement                  

aux mutants ARF4-as et ARF4-ox chez lesquels aucune modification significative (Figure 34A). 

Après 24 heures d’application du stress salin, l’expression du gène LeSUT1 est induite            

d’une manière significative dans les feuilles et les racines des plantes WT et dans les racines    

du mutant ARF4-as. En revanche, son expression est réprimée d’une manière significative            

à la fois dans les feuilles et dans les racines des plantes ARF4-ox (Figure 34A).   

L’exposition des plantes des différentes lignées au stress hydrique induit une modification       

dans l’expression du gène LeSUT1. En effet, l’expression du gène LeSUT1 est induite                        

de manière significative dans les feuilles des plantes WT et dans les feuilles et les racines            

du mutant ARF4-as tandis que son expression est significativement reprimée chez le mutant 

ARF4-ox (Figure 34B).  

Les glucides produits dans les feuilles lors de la photosynthèse sont transportés vers                      

les différentes parties de la plante via les transporteurs SUT pour soutenir la croissance               

des plantes. Les protéines SUT1 sont impliquées dans le mouvement du saccharose dans               

et en dehors des tissus et à travers le phloème via les voies apoplastiques. Ainsi, il est admis 

que les protéines SUT sont importantes pour la croissance des plantes et la tolérance au stress 
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Figure 34 Expression de LeSUT1; gène codant pour un transporteur de sucres chez le WT, le mutant 

ARF4-as et le mutant ARF4-ox en réponse aux stress salin(A)  et hydrique (B). Les valeurs sont 

représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions biologiques indépendantes.                    

Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 
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(Jia et al., 2015 ; Rolland et al., 2002). Des études ont montré que l’expression les transporteurs 

de sucre est régulée par des stress abiotiques (salinité et lumière) chez la pomme de terre                

et le céleri (Kühn et al., 1997 ; Noiraud et al., 2000). Chez le riz, l’analyse d’expression                

des transporteurs de sucre a montré qu’un seul gène SUT est sur exprimé en réponse                          

à l’application du stress salin ou hydrique (Ibraheem et al., 2011). Patade et ses collaborateurs 

ont constaté que les transcrits du gène SUT1 ont augmenté de 40% dans les feuilles de la canne 

à sucre après 24 heures d’application du PEG (Patade et al., 2012).  Une induction                            

de l’expression du gène SUT1 a été également rapportée chez un génotype de sorgho qui tolère 

mieux la salinité (Sui et al., 2015). Compte tenu de l’importance des transporteurs de sucre     

dans la tolérance aux stress abiotiques, la régulation positive du gène LeSUT1 chez le mutant 

ARF4-as pourrait améliorer la tolérance de celui-ci à la sécheresse et la salinité via la stimulation 

du transport des sucres pour l’osmo-régulation et pour fournir l’énergie nécessaire.  

3.2.3. Perte en eau, conductance stomatique et teneur en ABA 

3.2.3.1. Conductance stomatique 

Les stomates sont des pores situés sur l’épiderme des parties aériennes des plantes. Les stomates 

contrôlent deux des plus importants processus des plantes, la photosynthèse et la transpiration. 

Ils jouent un rôle imminent dans l'adaptation des plantes aux changements environnementaux 

car ils contrôlent à la fois les pertes d'eau et l'absorption de CO2  (Damour et al., 2010a).             

Plus de 95% du dioxyde de carbone (entrant pour la photosynthèse) et de la vapeur d'eau 

(sortante pour la transpiration et le refroidissement de la surface foliaire) échangés entre                

la feuille et l'atmosphère passent par les stomates. L’ouverture ou la fermeture des stomates 

résultent des changements de turgescence des cellules de garde par rapport aux cellules                

de l’épiderme. La régulation de l’ouverture et la fermeture des stomates joue un rôle clé dans 

l’adaptation aux variations des conditions environnementales, notamment en situation de stress 

(Brugnoli and Lauteri, 1991 ; Jung et al., 2008). La mesure de la conductance stomatique, 

directement dépendante de l’ouverture des stomates, permet d’avoir des indications sur le taux 

de transpiration foliaire des plantes. 

La conductance stomatique a été évalué chez des plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox exposées 

au stress salin (150 mM de NaCl) ou au stress hydrique (15% PEG 20000) pendant                     

deux semaines. Les mesures ont été réalisées en placant le poromètre sur la face adaxiale des 

feuilles bien développées. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 35. 
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L’évaluation de la conductance stomatique chez le WT et les lignées transgéniques pour l’ARF4 

en conditions normales et de stress a révelé une nette variation de ce paramètre entre                    

les différentes lignées à la fois en absence et en présence de stress. Les résultats montrent        

qu’en absence de stress, la conductance stomatique est nettement plus élevée chez le WT et le 

mutant ARF4-ox tandis que le mutant ARF4-as enregistre de faibles valeurs de la conductance 

stomatique soit en moyenne 515,8±44,58 contre 909,5±93,95 chez le mutant ARF4-ox                   

et 1594,12±83,14 chez le WT. En réponse au stress, la conductance stomatique augmente         

d’une façon significative chez le mutant ARF4-ox soit 1259,75±70,37 en présence de NaCl         

et 1176,4±40,52 lorsque les plantes sont cutivées en présence de 15% de PEG. Chez le WT, 

une baisse dans la conductance stomatique est enregistrée après exposition au stress. Ainsi, 

nous avons noté une réduction de l’ordre de 31,4% et 45,5% en présence de NaCl ou de PEG 

respectivement. En revanche, le mutant ARF4-as maintient une valeur relativement basse          

de la conductance stomatique à la fois en absence et en présence de stress soit une valeur              

de 591,5±67,90 en réponse au stress salin et une valeur de 488,5±80,78 en réponse au stress 

hydrique. 

Les stomates jouent un rôle imminent dans la réponse des plantes aux changements 

environnementaux, car ils contrôlent à la fois les pertes d'eau et l'absorption de CO2.                       

La fermeture des stomates est considérée comme une réponse adaptative aux stress salin                

et hydrique (Brugnoli and Lauteri, 1991 ; Damour et al., 2010). Plusieurs études ont établi         

une corrélation entre la tolérance à la salinité et / ou à la sécheresse et la diminution                         

de la conductance stomatique (Heschel and Riginos, 2005). Une diminution de la conductance 
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Figure 35 Conductance stomatique chez les différentes lignées testées en présence des différentes 

concentrations de NaCl (à gauche) ou de PEG (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± écart 

type de douze répétitions indépendantes. Pour chaque concentration, la  lignée marquée par une *                

est significativement différente des autres lignées (p<0,05). WT, ARF4-as et ARF4-ox désignent 

respectivement la lignée sauvage, le mutant de sous-expression et le mutant de surexpression de l’ARF4. 
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stomatique a été détectée chez trois variétés de pois chiche (Cicer arietinum) soumises                    

à un stress hydrique (Mafakheri et al., 2010). Chez le maïs, Anjum et ses collaborateurs               

ont indiqué que le stress hydrique entraînait une diminution considérable (de l’ordre de 25,54%) 

de la conductance stomatique. Chez le coton, plante qui tolère la salinité, la conductance 

stomatique décline d’une manière significative en réponse aux concentrations croissantes           

de NaCl (Brugnoli and Lauteri, 1991). Le maintien d'une faible conductance stomatique          

chez le mutant ARF4-as pourrait avoir des effets protecteurs vis-à-vis du stress salin et hydrique 

en permettant d'économiser l'eau et d'améliorer l'efficacité de l'utilisation de l'eau. 

3.2.3.2. Teneur relative en eau 

La fermeture des stomates peut être déclenchée par divers facteurs internes et externes.     

Schultz, (2003) a montré que le déclin dans le potentiel hydrique foliaire peut induire                      

la fermeture des stomates dans des conditions de stress. Ainsi, il serait judicieux de suivre 

l’évolution dans le temps de la teneur relative en eau dans les feuilles des trois lignées ;                

qui renseigne de prés sur le potentiel hydrique foliaire. 

La teneur relative en eau (RWC) a été déterminée chez la lignée sauvage (WT) et les lignées 

transgéniques pour l’ARF4 (ARF4-as et ARF4-ox). La Figure 36 représente les résultats obtenus 

en fonction du temps.  
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Figure 36 La teneur relative en eau déterminée en fonction du temps chez le WT, le mutant ARF4-as 

et le mutant ARF4-ox. 
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Une diminution remarquable de la teneur relative en eau (RWC) a été observée chez les trois 

lignes de plantes (Figure 36). En fait, des valeurs de pertes d'eau atteignant les 25%, 28%              

et 15% ont été enregistrées au cours des 30 premières minutes de déshydratation respectivement 

chez les plantes WT, ARF4-ox et ARF4-as. Une chute remarquable dans la teneur relative en 

eau est observée après 1 heure et demi de déshydratation chez le mutant ARF4-ox dépassant les 

40% contre 30% chez le WT et 25% chez le mutant ARF4-as. Après 4 heures de déshydratation, 

la perte en eau atteint 72% et 61% respectivement chez le WT et le mutant ARF4-ox tandis 

qu'une diminution de 50%  a été observée chez les plantes ARF4-as.  

La fermeture des stomates peut être déclenchée par divers facteurs internes et externes.     

Schultz, (2003) a  montré que le déclin du potentiel hydrique des feuilles peut déclencher           

une fermeture stomatique en conditions de stress (Schultz, 2003). La teneur relative en eau 

constitue un indicateur important de l'état de l'eau dans les plantes puisqu’il renseigne                    

sur le degré d'hydratation des cellules et des tissus. Ainsi, le déclin de la teneur relative en eau 

reflète généralement une carence en eau des tissus végétaux. Le potentiel hydrique des feuilles 

a été considéré comme le principal paramètre contrôlant le comportement stomatique pendant 

le stress hydrique (Cornic, 2000 ; Hillova et al., 2014). Le maintien d'une RWC relativement 

élevée en cas de pénurie d’eau indique une meilleure tolérance vis-à-vis de ce stress (Roy and 

Basu, 2009). Silva et al. (2007) ont établi une corrélation entre la tolérance à la sécheresse       

chez la canne à sucre et le maintien d'une RWC relativement élevée (Silva et al., 2007).                

Ce constat a également été signalé chez les variétés tolérantes du blé, de l'orge, du riz et du maïs 

(Altinkut et al., 2001 ; Colom and Vazzana, 2003 ; Dionisio-Sese and Tobita, 2000 ; Moradi 

and Ismail, 2007). Le fait que les plantes ARF4-as maintiennent des valeurs de RWC 

relativement élevées associée à une diminution significative de la conductance stomatique 

suggère que ces plantes pourraient mieux tolérer la déshydratation que les plantes WT. 

3.2.3.3. Teneur en ABA 

L’acide abscissique constitue l’hormone végétale la plus importante dans la réponse                    

aux fluctuations environnementales et par conséquent s’attribue par excellence, l’appellation 

de « hormone de stress ». L’accumulation de l’ABA dans les cellules végétales augmente            

en réponse aux stress. Cette accumulation induit la fermeture des stomates pour minimiser        

les pertes en eau occasionnées par les stress en particulier les stress salin et hydrique. Ainsi,      

le dosage de cette phytohormone dans les tissus végétaux permet de renseigner d’une part          

sur la réponse des lignées de tomate aux stress et d’autre part de vérifier si les basses valeurs   
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de la conductance stomatique observées chez le mutant ARF4-as sont corrélées avec une teneur 

élevée en ABA. 

La détermination du taux de l’ABA dans les tissus foliaires des plantes WT et ARF4-as cultivées 

en absence ou en présence de stress hydrique ou salin a permis de déceler une augmentation 

nettement significative de la teneur en cette hormone chez le mutant ARF4-as. En effet,            

une augmentation de l’ordre de 193 % et de 200% est enregistrée dans les feuilles des plantes    

ARF4-as cultivées en présence de 150 mM de NaCl et de 15% de PEG 20000 respectivement        

(Figure 37). En revanche, on note une légère baisse dans la teneur en ABA dans les feuilles         

des plantes WT exposées aux stress hydrique et salin par rapport aux plantes témoins. 

L’ABA joue un rôle important dans plusieurs aspects de la croissance et du développement      

des plantes et constitue également un acteur principal dans la réponse des plantes aux stimuli 

environnementaux défavorables. La teneur en ABA augmente généralement en réponse              

aux différents types de stress abiotiques (Swamy and Smith, 1999 ; Tuteja, 2007). Plusieurs 

études ont rapporté une accumulation importante de l’ABA chez plusieurs espèces végétales 

dont le blé, le maïs, le sorgho, le riz, l’orge et le soja en réponse au déficit hydrique et chez         

la luzerne et le tabac en réponse au stress salin (Bensen et al., 1988b ; Durley et al., 1983 ; 

Guóth et al., 2009b ; Henson, 1984 ; Luo et al., 1992 ; Singh et al., 1987 ; Thameur et al., 2011 

; Zhou     et al., 2011). L’accumulation de cette hormone en conditions de stress permet en partie 

l’ajustement du statut hydrique de la cellule à travers la régulation de la fermeture des stomates. 

Ainsi, plusieurs études ont démontré l’implication de l’ABA dans la régulation stomatique     

chez plusieurs espèces végétales. Chez le lupin blanc (Lupinus albus L.), Correia et Pereira     
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Figure 37 Taux de l'ABA dans les feuilles des plantes WT et ARF4-as cultivées en conditions de stress 

salin (à gauche) et hydrique (à droite). Les valeurs sont représentées en moyenne ± écart type de trois 

répétitions indépendantes. 
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ont associé la baisse de la conductance stomatique à une forte accumulation de l’ABA               

chez les plantes soumises à un stress hydrique (Correia and Pereira, 1995). Ce constat                      

a été également observé chez l’acacia (Acacia confusa) et le faux mimosa (Leucaena 

leucocephala) en réponse au stress hydrique (Liang et al., 1997). Chez l’oranger,  le stress 

hydrique induit une augmentation de la teneur en ABA ce qui aboutit à la fermeture                      

des stomates (Gomes et al., 2004). De ce fait, on peut en conclure que les basses valeurs               

de la conductance stomatique observée chez le mutant ARF4-as par rapport au WT peuvent      

être associées à une forte accumulation de l’ABA dans les feuilles ce qui laisse suggérer            

que le mutant ARF4-as tolère mieux le stress salin et hydrique. 

La teneur en ABA dans les tissus végétaux est définie par l'équilibre entre sa biosynthèse              

et sa dégradation. Chez la tomate, les gènes SlNCED1 et SlNCED2 codant pour                                   

la 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase sont les principaux gènes responsables de la biosynthèse 

de l'ABA, tandis que le catabolisme est assuré par quatre principaux gènes dits SlCYP707A1, 

SlCYP707A2, SlCYP707A3 et SlCYP707A4 codant pour l’ABA 8'-hydroxylase (Yang et al., 

2014). 

L'étude de l'expression des gènes impliqués dans la biosynthèse de l’ABA chez le WT                    

et le mutant ARF4-as a révélé que leur expression est significativement régulée par l'application 

du stress salin ou hydrique (Figure 38). En effet, l’expression du gène SlNCED1 est induite         

à la fois dans les feuilles et les racines des plantes WT et dans les feuilles du mutant ARF4-as 

après 2 heures et 24 heures d'exposition au stress salin.  

L’expression du gène SlNCED2 est nettement modifiée par l’application du stress salin                  

et hydrique. Chez les plantes de type sauvage, ce gène est induit d’une manière significative 

dans les racines après 2 heures d’application du stress salin et dans les feuilles après 24 heures 

d’application de ce même stress. Une légère répression et surexpression du gène SlNCED2         

est observée à la fois dans les feuilles et les racines des plantes ARF4-as exposées à 2 heures       

et 24 heures de stress salin respectivement. En réponse au stress hydrique, une nette 

surexpression du SlNCED2 est observée dans les feuilles et les racines des plantes ARF4-as 

alors qu’il est sous exprimé chez le WT.  
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Figure 38 Expression des gènes de biosynthèse et de dégradation de l'ABA chez le WT et les mutants 

ARF4-as et ARF4-ox en conditions de stress salin et hydrique. Expression au niveau des feuilles (A) et des 

racines (B) après 2 heures d’application du stress salin, au niveau des feuilles (C) et des racines (D) après 

24 heures d’application du stress salin, au niveau des feuilles (E) et des racines (F) après 48 heures 

d’application du stress hydrique. Les valeurs sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois 

répétitions biologiques indépendantes. Le signe (*) indique une différence significative (p<0,05). 
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L’expression des gènes SlCYP707A1, SlCYP707A2 et SlCYP707A3 ; impliqués                             

dans la dégradation de l’ABA a été évaluée chez le WT et le mutant ARF4-as en réponse               

au stress salin ou hydrique. Les profils d’expression obtenus sont représentés dans la figure 38.                  

En réponse au stress salin, nos résultats montrent que l’expression des trois gènes est induite 

dans les feuilles des plantes WT après 2 heures et 24 heures d’application du stress.                      

Une nette répression dans l’expression des gènes SlCYP707A1 et SlCYP707A2 est observée      

au niveau des feuilles des plantes ARF4-as. Au niveau racinaire, l’expression des gènes 

SlCYP707A1 et SlCYP707A3 est nettement induite chez les plantes WT alors que le gène 

SlCYP707A2 est réprimé d’une manière significative après 2 heures et après 24 heures 

d’application du stress salin. Chez le mutant ARF4-as, les gènes SlCYP707A1, SlCYP707A2      

et SlCYP707A3 sont sous-exprimés.  

En réponse au stress hydrique, l’expression des gènes SlCYP707A1, SlCYP707A2                            

et SlCYP707A3 est réprimée dans les feuilles et les racines des plantes ARF4-as et dans                

les feuilles des plantes WT alors que son expression est induite dans les racines des plantes WT. 

Chez le mutant ARF4-ox, l’expression de ces gènes est réprimée dans les racines bien qu’elle 

soit induite dans les feuilles. 

Des études antérieures ont montré que le stress hydrique induit l'expression des gènes NCED 

chez plusieurs espèces végétales y compris la tomate (Solanum lycopersicum) (Burbidge et al., 

1999), le maïs (Zea mays) (Tan et al., 1997), le haricot (Phaseolus vulgaris) (Qin and Zeevaart, 

1999), Arabidopsis (Iuchi et al., 2001), la cornille (Vigna unguiculata) (Iuchi et al., 2000)             

et l’avocatier (Persea Americana)(Chernys and Zeevaart, 2000). De plus, il semblerait               

que la surexpression du gène NCED induit une forte accumulation de l’ABA et confère               

une meilleure résistance des plantes au stress hydrique. Par ailleurs, une meilleure tolérance       

à la sécheresse a été obtenue chez plusieurs espèces végétales telles que la tomate (Thompson 

et al., 2000), Nicotiana plumbaginifolia (Qin et Zeevaart, 2002) et Arabidopsis (Iuchi et al., 

2001; Wan and Li, 2006) par manipulation génétique du gène NCED. 

Parallèlement à la surexpression des gènes de biosynthèse de l’ABA, l’expression des gènes 

impliqués dans la dégradation de cette hormone ; à savoir les gènes SlCYP707A1, SlCYP707A2 

et SlCYP707A3 sont nettement réprimés chez le mutant ARF4-as à la fois en cas de stress salin 

ou hydrique. Plusieurs études se sont penchées sur l’évaluation de l’expression des gènes 

impliqués dans la signalisation de l’ABA en conditions de stress. Ainsi, une augmentation          

de la transcription des gènes du CYP707A a été rapportée en réponse au stress salin ou hydrique. 

En effet, Yang et son équipe ont pu déceler une augmentation significative des transcrits             
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du CYP707A3 chez le haricot (Phaseolus vulgaris) en cas de déficit hydrique bien qu’aucune 

modification dans l’expression du CYP707A1 et du CYP707A2 n'a été observée (Yang and 

Zeevaart, 2006). Une nette induction de l’expression des gènes CYP707A1 et CYP707A4               

a été par contre observée chez Arabidopsis en réponse à 250 mM de NaCl  (Saito et al., 2004). 

Ce même constat a été rapporté par Liu et ses collaborateurs chez les plantes d’arachide 

(Arachis hypogaea) sujettes à un stress osmotique induit par le PEG 6000 ou le NaCl                

(Guo et al., 2009). Chez Arabidopsis thaliana, Le mutant de perte de fonction cyp707a3-1 tolère 

mieux le stress hydrique grâce à une forte accumulation de l’ABA couplée à une nette réduction 

de l’évapotranspiration (Umezawa et al., 2006). De cela, nous pouvons en conclure que                 

la sous-expression des gènes CYP707A chez le mutant ARF4-as en conditions de stress salin      

et hydrique pourrait empêcher la dégradation de l’ABA. Ainsi, les teneurs élevées en ABA 

observées chez le mutant ARF4-as en conditions de stress salin et hydrique peuvent                     

être expliqué à la fois par la stimulation de la biosynthèse de l’ABA suite à la sur-expression 

des gènes de biosynthèse et à l’inhibition du processus de dégradation à cause de la répression 

des gènes de catabolisme. 

3.2.4. La détoxification des ROS- étude de l’expression des gènes impliqués 

Les stress abiotiques tels que la salinité, la sécheresse, les températures extrêmes … engendre 

une production excessive d'espèces réactives d'oxygène (ROS) ; des molécules hautement 

réactives et toxiques qui causent des dommages aux protéines, aux lipides, aux hydrates               

de carbone et à l'ADN et occasionnent par conséquent un stress oxydatif (Gill and Tuteja, 2010). 

La capacité des plantes à atténuer les effets négatifs des contraintes abiotiques dépend en grande 

parite de l'efficacité des systèmes de défense antioxydants pour protéger les cellules végétales 

des dommages oxydatifs en éliminant les ROS accumulés en raison du stress abiotique.               

La machinerie cellulaire des plantes est doptée d’un système efficient d’antioxydants 

enzymatiques (la catalase, la superoxyde dismutase (SOD), la monodehydroascorbate réductase 

(MDHAR), la déshydroascorbate réductase (DHAR)) et non enzymatiques                                    

(Das and Roychoudhury, 2014). L’expression de gènes codant pour certains antioxydants 

enzymatiques (Cat1, mdhar et Cu/ZnSOD) a été évaluée chez le WT et les lignées transgéniques 

pour l’ARF4 après exposition au stress salin et hydrique. 
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3.2.4.1. Expression du gène codant pour la catalase   

Les catalases sont des enzymes tétramèriques héme-dépendantes doptées d’un potentiel              

de dismutation directe de H2O2 en H2O et O2. De ce fait, elle est essentielle pour                                  

la désintoxication des ROS produites au moment de stress (Gill and Tuteja, 2010).                    

Chez les angiospermes, la catalase est codée par trois gènes connus sous le nom de Cat1, Cat2 

et Cat3 (Das and Roychoudhury, 2014).  

L'expression du gène Cat1 a été quantifiée chez le WT et chez les mutants ARF4-as                          

et ARF4-ox exposées au stress salin et hydrique (Figure 38). Nos résultats montrent                     

que l’expression du gène Cat1 est significativement reprimée dans les racines des plantes         

WT après 2 heures d’application du stress salin tandis que son expression reste inchangée          

chez le mutant ARF4-as et ARF4-ox (Figure 39B). Au niveau aérien, aucune modification 

significative n’a été détectée chez les trois lignées de plantes (Figure 39A). Après 24 heures 

d’application du stress salin, l’expression du gène Cat1 est induite d’une manière significative 

dans les racines des plantes ARF4-as et des plantes WT bien qu’aucun changement significatif 

dans l’expression de ce gène n’est détecté dans les feuilles chez ces trois lignées                      

(Figure 39C, D).  

En réponse au stress hydrique, l’expression du gène Cat1 connait une induction nettement 

significative au niveau de la partie aérienne (32 fois) et racinaire des plantes WT (8 fois)               

et dans les racines des plantes ARF4-as. En revanche, le gène Cat1 est significativement 

réprimée dans les feuilles des plantes ARF4-as (16 fois). Le mutant ARF4-ox ne présente aucune 

modification significative dans l’expression de ce gène (Figure 39E, F). 

L’expression du gène codant pour la catalase (Cat1) dans les feuilles et les racines des plantes 

WT, ARF4-as et ARF4-ox exposées aux stress salin ou hydrique a révélé que son expression    

est nettement surexprimée chez le mutant ARF4-as ce qui laisse suggérer que ce mutant pourrait 

mieux tolérer ces deux stress. En effet, plusieurs études ont établi une corrélation entre                  

la tolérance aux stress salin et hydrique et une production de la catalase. Ainsi,                                

une augmentation de l’activité de la catalase 1 a été signalée chez le blé en réponse au déficit 

hydrique et chez la patate douce en réponse au stress salin (Luna et al. 2005; Yong et al. 2017). 

La surexpression du gène cat1(d’origine bactérienne) améliore d’une manière considérable        

la tolérance à la salinité à la fois chez la tomate et chez le tabac (Al-Taweel et al. 2007; 

Mohamed et al. 2003). Chez le Riz, l’expression constitutive de ce même gène confère               

une meilleure tolérance au stress salin aux plantes transgéniques (Moriwaki et al., 2008). 
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Figure 39 Expression des gènes impliqués dans le processus de détoxification des ROS chez le WT et les mutants ARF4-as et 

ARF4-ox en conditions de stress salin et hydrique. Expression au niveau des feuilles (A) et des racines (B) après 2 heures 

d’application du stress salin, au niveau des feuilles (C) et des racines (D) après 24 heures d’application du stress salin, 

au niveau des feuilles (E) et des racines (F) après 48 heures d’application du stress hydrique. Les valeurs sont 

représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de trois répétitions biologiques indépendantes. Le signe (*) indique 

une différence significative (p<0,05). 
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3.2.4.2. Expression du gène codant pour le superoxyde dismutase  

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme de la famille des métalloenzymes 

omniprésente chez tous les organismes aérobiques. Cet enzyme permet l’élimination                     

de l’O2
- en catalysant la réaction de dismutation de l’O2

- en H2O2 et O2 et ainsi constitue                

la première ligne de défense contre les dommages induits par les ROS (Choudhury et al., 2013; 

Gill and Tuteja, 2010). En fonction de l’ion métallique auquel elles sont associées,                         

les SOD sont classées en trois isoenzymes ; MnSOD (localisée dans les mitochondries), FeSOD 

(localisée dans les chloroplastes) et Cu/ZnSOD (localisée dans le cytosol, les peroxisomes          

et les chloroplastes) (Das and Roychoudhury, 2014). 

L’expression du SOD a été évaluée chez le WT et les mutants ARF4-as et ARF4-ox                      

après 2 heures et 24 heures d’application du stress salin (Figure 39). Nos résultats montrent       

que l’expression du gène SOD est significativement modifiée par le stress. Ainsi, on constate 

une induction significative de l’expression de celui-ci dans les feuilles des plantes WT                   

et ARF4-as après 2 heures de stress alors qu’elle est nettement réprimée chez le mutant        

ARF4-ox. Dans les racines, le gène SOD est 3 fois plus exprimé chez le mutant ARF4-as.            

En revanche, aucun changement d’ordre significatif n’est détecté chez le WT et le mutant 

ARF4-ox au niveau racinaire. 24 heures d’exposition au NaCl résulte en une répression 

significative de l’expression du gène SOD chez le WT et le mutant ARF4-ox. Or, chez le mutant 

ARF4-as, le gène SOD est significativement surexprimé. Dans les racines, aucun changement 

significatif n’est detecté sauf pour le mutant ARF4-ox chez lequel l’expression de ce gène          

est nettement réprimée. 

Il est fortement admis que les stress abiotiques induisent la production du superoxyde en raison 

de l’altération du transport d’électrons dans les chloroplastes des cellules végétales (Wang, 

Wang, Kwon, Kwak & Su 2005). L’élimination du superoxyde dépend généralement                      

de l’activité de la superoxide dismutase SOD. Ainsi, plusieurs études ont rapporté                         

une augmentation significative de l'activité de la SOD en réponse au stress osmotique               

chez de nombreuses espèces végétales telles que la tomate (Gapińska et al., 2008), le pois chiche 

(Cicer arietinum) (Kukreja et al., 2005), la pomme de terre (Aghaei et al., 2009) et de mûrier 

(Ahmad et al., 2014). Les génotypes de petit-pois tolérants (Pisum sativum) tolèrent mieux          

le stress salin en partie grâce au pouvoir chélateur des enzymes Mn-SOD mitochondriale              

et de CuZn-SOD chloroplastique (Hernández et al., 1994). Une augmentation de l’activité          

du superoxide dismutase a été observée chez l’olivier et le riz en réponse au stress hydrique 

(Szőllősi, 2014). La manipulation génétique des gènes codant pour les isoformes de la SOD 
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permet d’améliorer la tolérance des plantes aux stress abiotiques. Chez Arabidopsis, 

l’expression constitutive du gène MnSOD confère une meilleure tolérance au stress salin          

chez les plantes transgéniques (Wang et al., 2004d). L'introduction du gène Cu / ZnSOD              

de la tomate dans les plantes de pomme de terre aboutit à l’augmentation de la tolérance               

de ces plantes au paraquat (Perl et al., 1993). De même, la surexpression de la forme cytosolique 

du Cu / Zn-SOD du riz dans les chloroplastes de tabac améliore les performances 

photosynthétiques des plantes exposées au stress oxydatif (Badawi et al., 2004).  

3.2.4.3. Expression du gène codant pour le monodehydroxyascorbate réductase  

La monodehydroxyascorbate réductase (MDHAR) est un antioxydant enzymatique impliqué 

d’une manière indirecte dans la détoxification des ROS. En effet, elle intervient                              

dans la regénération de l’acide ascorbique ; indispensable à la dismutation de H2O2 par l'enzyme 

Ascorbate peroxydase ou APX (Das and Roychoudhury, 2014). 

L’expression du gène mdhar a été détérminée dans les feuilles et les racines des plantes WT, 

ARF4-as et ARF4-ox après exposition à 150 mM de NaCl ou à 15% de PEG (Figure 39).            

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 38. En réponse au stress salin, l’expression 

du gène mdhar est induite d’une manière significative chez le mutant ARF4-as après 2 heures 

et après 24 heures d’application du stress. En revanche, une induction (significative)                        

de l’expression de ce gène est detectée dans les feuilles des plantes WT après 2 heures de stress 

alors qu’on observe une repression significativement importante de son expression                  

après 24 heures d’application du stress. Le mutant ARF4-ox ne présente aucun changement 

significatif dans l’expression de celui-ci. 

L’exposition des plantes des différentes lignées au stress hydrique induit une modification dans 

l’expression du gène mdhar. Ainsi, on note une induction nettement significative                             

de l’expression du gène mdhar dans les racines du mutant ARF4-as tandis que son expression 

est significativement reprimée chez le mutant ARF4-ox. Chez le WT, aucune modification 

significative dans l’expression n’est détectée. De même pour le mutant ARF4-as et ARF4-ox     

au niveau aérien. 

Le MDHAR semble jouer un rôle important dans la voie de détoxication des ROS          

d'ascorbate-glutathion en restaurant l'ascorbate (AsA) utilisé comme donneur d'électrons       

pour piéger les molécules de H2O2 (Gill et al., 2013). Plusieurs études ont souligné le rôle 

protecteur du mdhar dans la tolérance des plantes à divers stress abiotiques. Sharma & Shanker 

Dubey (2005) ont signalé une augmentation de l'activité de MDHAR chez les plantes                    
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de riz exposés au stress hydrique (Sharma and Dubey, 2005). Ce constat a également été observé 

dans le blé (Triticum aestivum) et le mûrier (Morus alba) soumis à un stress hydrique (Reddy 

et al., 2004). Chez le tabac, la surexpression de mdhar augmente la tolérance des plantes 

transgéniques à la salinité et au déficit hydrique (Eltayeb et al., 2006). Suite à l’application          

du stress salin ou hydrique, l’expression du gène mdhar est significativement induite                 

chez le mutant ARF4-as ce qui laisse suggérer que celui-ci pourrait mieux tolérer le stress 

hydrique et salin. En effet, la régulation à la hausse de ce gène pourrait réduire les dommages 

occasionnés par l’accumulation des espèces réactives d’oxygène et ainsi augmenter la survie 

des plantes. 

3.2.5. Séquestration des ions –expression du gène codant pour l’antiport vacuolaire 

Le contrôle du transport des ions Na+ à l’intérieur des cellules est crucial pour l’acquisition       

de la tolérance au stress hydrique et salin (Abiotic Stress Adaptation in Plants, 2010 ; Mahajan 

and Tuteja, 2005). Plusieurs gènes sont impliqués dans le contrôle du mouvement des ions Na+ 

dans l’ensemble de la plante. Parmi eux, l'antiport vacuolaire de Na+, K+, H+ NHX1 est impliqué 

dans les échanges de cations et de protons à travers les membranes cellulaires et contribuent     

à la régulation du pH cellulaire (Hasegawa et al. 2000 ; Padan et al. 2001 ; Horie et Schroeder 

2004 ; Pardo et al. 2006). Il joue un rôle primordial dans l’homéostasie cellulaire et permet           

en particulier, la séquestration des ions Na+ à l’intérieur des vacuoles et, par conséquent,              

ils améliorent la tolérance à la salinité et au stress osmotique chez les plantes. L'expression        

du gène LeNHX1 a été étudiée chez les plantes WT, ARF4-as et ARF4-ox exposées au stress 

salin ou hydrique (Figure 40).  
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Figure 40 Expression de LeNHX1; gène codant pour un transporteur d’ions chez la lignée sauvage WT, 

le mutant ARF4-as et le mutant ARF4-ox en réponse aux stress salin(A) et hydrique (B). Les valeurs 

sont représentées en moyenne des ΔΔCt ± écart type de répétitions biologiques indépendantes. Le signe 

(*) indique une différence significative (p<0,05). 
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En réponse au stress salin, l’expression du gène LeNHX1 a montré une forte répression dans les 

feuilles des plantes ARF4-ox, tandis que son expression est remarquablement induite chez les 

plantes WT et ARF4-as. Dans les racines, l'expression   de LeNHX1 est réprimée chez les trois 

lignées. L’exposition au PEG induit une nette surexpression (significative) du gène LeNHX1 

chez le mutant ARF4-as tandis que ce gène connait une répression remarquable chez les plantes 

ARF4-ox. 

Les fonctions cellulaires végétales sont tributaires d’un rapport K+/Na+ élevé.  En présence 

d’une forte concentration en NaCl, les ions Na+ entrent en compétition avec les ions K+ à travers 

les co-transporteurs Na+-K+ ou même les transporteurs K+ spécifiques des cellules racinaires 

(Zhu, 2003). Ce déséquilibre ionique entraîne des niveaux toxiques de Na+ et des concentrations 

en K+ insuffisantes pour les réactions enzymatiques et l’ajustement osmotique. Les plantes         

ont développé des stratégies de réponse pour réduire les effets néfastes occasionnés par l’excès 

des ions Na+ dans les tissus végétaux. La séquestration de ces ions dans la vacuole représente 

l’une de ces stratégies. Cette séquestration vacuolaire permet non seulement d’abaisser                

les concentrations cytoplasmiques en Na+ mais aussi d’ajuster le potentiel osmotique          

(Yokoi et al., 2002 ; Zhu, 2003). Elle est assurée par des antiports Na+/H+ (NHX). Plusieurs 

études  ont montré l’importance des protéines NHX dans la tolérance au stress (Moshaei et al., 

2014 ; Rodríguez-Rosales et al., 2009 ; Yokoi et al., 2002). Chez Arabidopsis, Yokoi et ses 

collaborateurs ont rapporté une accumulation des transcrits du gène AtNHX1 en réponse au 

stress salin ou osmotique (Yokoi et al., 2002). La surexpression du gène AtNHX1 d’Arabidopsis 

thaliana chez la tomate induit une augmentation de la concentration vacuolaire des ions K+           

et stimule de manière considérable le transport de ces ions de la racine vers  les feuilles, ce qui 

entraîne une augmentation du ratio K+/Na+ et réduit par conséquent les effets négatifs des ions 

Na+ (Barragán et al, 2012).  Outre Arabidopsis, la tolérance à la salinité a été obtenue chez un 

certain nombre d’espèces cultivées telles que Brassica napus (Zhang et al., 2001), le coton     

(He et al., 2005), le riz (Verma et al., 2007), le blé (Xue et al., 2004) et l'orge (Fukuda et al., 

2004) et ceci grâce à l’expression constitutive du gène AtNHX1 ou l’un de ces homologues.         

La surexpression du gène LeNHX1 chez le mutant ARF4-as pourrait améliorer la tolérance de 

ce dernier au stress salin et hydrique en réduisant les effets délétères de l'excès de Na+ grâce à 

la séquestration de ces ions toxiques dans  les vacuoles. 
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L’ARF4 joue un rôle crucial dans la régulation de plusieurs processus tels que le développement 

des racines latérales, le développement et la maturité du fruit (Jones et al. 2002 ; Marin et al. 

2010; Sagar et al. 2013). Les résultats présentés dans ce chapitre ont montré que le gène ARF4 

intervient également dans l’acquisition de la tolérance aux stress salin et hydrique chez                    

la tomate. En utilisant une approche de génétique inverse, nous avons constaté que                           

la sous-expression de ce gène confère une meilleure tolérance à ces stress chez les plantes.         

En effet, le mutant de sous-expression présente un bon développement racinaire,                              

un enroulement sévère des feuilles, une teneur élevée en chlorophylle en sucres solubles               

en conditions de stress. A ceci s’ajoute une faible conductance stomatique, une teneur élevée 

en eau et en ABA. Sur le plan moléculaire, la sous-expression du gène SlARF4 résulte                    

en une surexpression des gènes impliqués dans la détoxification des ROS, le transport                 

des sucres ou des ions ce qui confère aux plantes transgéniques une meilleure tolérance              

vis-à-vis de ces stress. 

Les données présentées dans ce chapitre ont montré que le gène SlARF4 intervient                      

dans l’acquisition de la tolérance à la salinité et à la sécheresse chez la tomate, offrant ainsi        

de nouvelles perspectives pour l’amélioration de la tolérance de la tomate à ces deux stress.  
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Les stress environnementaux constituent un défi majeur pour le maintien du rendement des 

cultures. La tolérance des plantes à ces contraintes dépend de la mise en œuvre de mécanismes 

moléculaires, résultant de l’activation des cascades de perception du signal et de transduction, 

des réseaux de transcription et des voies métaboliques adaptatives. La connaissance des 

mécanismes moléculaires développés par les plantes s’avère incontournable pour l’amélioration 

de la tolérance aux stress environnementaux. En effet, ils constituent une perspective 

intéressante le développement d’outils permettant la sélection et le développement de nouvelles 

variétés capables d’assurer une production optimale dans des conditions environnementales de 

plus en plus difficiles. 

L'auxine est une hormone importante qui exerce des effets pléiotropiques sur la croissance des 

plantes, en contrôlant un large éventail de processus vitaux comme le développement des 

racines, la différenciation des tissus vasculaires, la formation des bourgeons axillaires, la 

dominance apicale, le développement floral et la maturation des fruits. Plusieurs progrès ont été 

réalisés pour identifier les mécanismes moléculaires par lesquels cette hormone module la 

croissance et le développement des plantes. Par contre, nos connaissances sur l’implication de 

l’auxine dans les réponses aux stress biotique et abiotique restent encore limitées. Ce n’est que 

récemment que certaines études ont souligné une implication potentielle de cette hormone dans 

la mise en place des réponses aux stress environnementaux.  

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’implication de l’auxine dans la 

réponse aux stress biotiques et abiotiques. Une analyse d’expression combinée à une analyse 

fonctionnelle de facteurs de réponse à l’auxine a été réalisée en vue d’étudier l’implication de 

ces acteurs clés de la voie de signalisation de l’auxine dans le processus de réponse aux stress 

chez la tomate. 

La première partie de cette thèse a été consacrée à l’étude générale de la réponse des facteurs 

de réponse à l’auxine aux stress biotiques. Ainsi, une analyse in silico de leur expression a 

montré une régulation négative de la majorité des ARFs suite à l’infection par des agents 

bactériens ou viraux. A ce constat s’ajoute la présence de plusieurs éléments cis-régulateurs 

spécifiques à ces stress ce qui laisse suggérer que ces facteurs de transcription jouent un rôle 

important dans la réponse aux stress biotiques et montrent clairement l’implication de l’auxine 

dans ce processus. Une caractérisation fonctionnelle de l’ensemble des ARFs dont l’expression 

est régulée par les différents stress de nature biotique est à envisager afin d’élucider le rôle des 

ces régulateurs transcriptionnels dans la réponse de la tolérance ces types de stress. 
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Dans le but d’évaluer l’implication de l’auxine dans la réponse aux stress abiotiques chez la 

tomate, une analyse d’expression des ARFs en réponse à ces stress par PCR quantitative a été 

réalisée. Les résultats obtenus montrent clairement une nette régulation de ces gènes par le 

stress salin, hydrique et d’hypoxie. De plus, l’analyse in silico de la région promotrice des 22 

ARFs a montré la richesse de celle-ci en éléments cis-régulateurs associés à la réponse aux 

stress abiotiques (salin, hydrique et thermique). Ainsi, ces résultats suggèrent que les facteurs 

de réponse à l’auxine interviennent de prés dans la réponse de la tomate aux stress abiotiques 

et fournissent de nombreux candidats dont la fonction mérite d’être approfondie.  L’évaluation 

de l’expression des précurseurs des miR160 et miR167 (miR167a, miR167b, miR167c et 

miR167d) et de leurs gènes cibles SlARF10 et SlARF8 a permis de mettre à l’évidence une 

potentielle implication de ces miRNAs dans la régulation post-transcriptionnelle de l’ARF8A et 

l’ARF10A ce qui indique l'importance de ce processus dans la voie de signalisation de l'auxine 

et dans la réponse de la plante aux stress abiotiques. Ainsi, il serait intéressant d’explorer de 

près le rôle de ces miRNAs dans la régulation post-transcriptionnelle des ARFs en conditions 

de stress par le biais de l’étude du comportement de mutants ARFs exprimant une forme 

résistante à ces miRNA face aux différents stress. En outre, la connaissance de la fonction 

exacte de ces miRNA dans la régulation post-transcriptionnelle des ARFs représenterait un 

atout majeur pour la compréhension des mécanismes moléculaires déployés par les plantes pour 

faire face aux stress abiotiques. 

L’analyse phénotypique des mutants SlARF4 a montré la présence de certains caractères 

phénotypiques et physiologiques qui en font de bons candidats pour l’étude et l’amélioration 

de la tolérance aux stress hydrique et salin chez la tomate. Sur cette base, une analyse 

morphologique, physiologique et moléculaire a été effectuée. Les résultats obtenus dévoilent 

clairement que le mutant ARF4-as tolère mieux ces deux stress. En effet, ce mutant présente un 

système racinaire plus important, une teneur élevée en chlorophylle et une nette accumulation 

des sucres solubles en conditions de stress par rapport aux autres lignées. En outre, ce mutant 

exhibe une conductance stomatique faible, une teneur en eau relativement élevée associée à une 

forte accumulation de l’ABA en conditions de stress. Sur le plan moléculaire, la sous-

expression du gène SlARF4 induit la surexpression des gènes Cat1, mdhar et SOD ; impliqués 

dans le processus de détoxification des ROS. En perspective, il serait intéressant de quantifier 

la présence des espèces réactives d’oxygène formées telles que H2O2, O2
-…, et d’étudier en 

parallèle l’activité d’enzymes antioxydantes codées par les gènes étudiés. Compte tenu de la 

forte teneur en sucres dans la partie aérienne et racinaire des plantes ARF4-as, l’étude 
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d’expression du gène LeSUT1 codant pour un transporteur des sucres a révélé une nette sur 

expression de celui-ci en réponse aux stress ce qui laisse supposer que ce gène pourrait jouer 

un rôle important dans le transport de sucres produits au niveau aérien dans les différentes 

parties de la plante. Les gènes de biosynthèse et de dégradation de l’ABA ont été régulé à la 

hausse et/ ou à la baisse chez le mutant ARF4-as expliquant ainsi les fortes teneurs en ABA 

observées en conditions de stress salin et hydrique. Malgré le fait que la sous-expression de 

l’ARF4 confère une meilleure tolérance aux stress salin et hydrique, il reste beaucoup de travail 

à réaliser afin d’identifier les différents acteurs moléculaires impliqués dans ce phénomène. En 

perspective, cette étude pourrait être appuyé par une analyse complète du transcriptome en vue 

d’identifier de nouveaux éléments impliqués de la tolérance à ces stress et qui sont régulés par 

l’ARF4 et par conséquent définir les différents acteurs impliqués dans l’acquisition de la 

tolérance chez le mutant de sous-expression de l’ARF4. 

Hormis l’ARF4, d’autres ARFs répondent de manière différentielle aux stress salin et hydrique 

ce qui laisse suggérer que ces gènes peuvent jouer un rôle important dans la réponse et/ou la 

tolérance à ces stress. Ainsi, une caractérisation fonctionnelle de ces gènes est à envisager en 

vue d’approcher la fonction exacte de ces facteurs de transcription dans la signalisation 

auxinique. Toutefois, une redondance fonctionnelle au sein de la famille des ARFs n’est pas à 

écarter, ce qui pourra masquer tout effet dans ces lignées transgéniques. Ainsi, la génération 

des doubles et des multiples mutants s’avère indispensable et pourrait révéler certains aspects 

encore inconnus des fonctions des gènes ARFs dans la réponse aux stress. 

Ce travail apporte de nouvelles informations sur l’implication de l’auxine dans la réponse aux 

stress chez la tomate. Une étude fonctionnelle menée sur le gène SlARF4 a révélé que la sous 

expression de ce gène conduit à une meilleure tolérance aux stress salin et hydrique offrant 

ainsi, des perspectives encourageantes aussi bien au niveau fondamental que sur le niveau 

appliqué, pour le développement d’outils moléculaires pour la sélection et l’amélioration des 

plantes. 
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 Annexe 1 

Données d’expression RNAseq extraites de la plateforme TomExpress 

 

 

 

  

  

RIO GRANDE 

tomato control 

plants 

RIO GRANDE 

tomato leaves exposed 

to P.synrigae 

RIO GRANDE tomato 

leaves exposed to 

P.putida 

RIO GRANDE tomato 

leaves exposed to 

P.fluorescens 

RIO GRANDE tomato 

leaves exposed to 

A.tumefasciens 

RIO GRANDE tomato 

leaves exposed to 

Flagellin 

CLN2777A tomato 

control plants 

CLN2777A tomato 

exposed to YCV 

Sl-ARF1 0,2732 0,2394 0,3743 0,3076 0,274 0,3095 0,4074 0,295 

Sl-ARF2A 0,5404 0,3959 0,3208 0,3575 0,6185 0,3031 0,3766 0,3227 

Sl-ARF2B 0,1982 0,1385 0,1336 0,1375 0,1867 0,143 0,1075 0,0988 

Sl-ARF3 0,1208 0,1258 0,1143 0,1104 0,1284 0,1063 0,0823 0,103 

Sl-ARF4 0,1415 0,09 0,0529 0,0728 0,1772 0,0444 0,3429 0,1845 

Sl-ARF5 0,0097 0,0102 0,0056 0,0061 0,0107 0,0043 0,136 0,0474 

Sl-ARF6A 0,0587 0,0505 0,0548 0,0669 0,0508 0,0789 0,0469 0,0288 

Sl-ARF6B 0,1641 0,1247 0,1364 0,1546 0,1478 0,1322 0,0363 0,0394 

Sl-ARF7A 0,112 0,086 0,0704 0,0855 0,1127 0,0776 0,083 0,0823 

Sl-ARF7B 0,1164 0,0937 0,0671 0,0942 0,116 0,0893 0,0509 0,0673 

Sl-ARF8A 0,3882 0,5074 0,2481 0,2766 0,3797 0,2815 0,2728 0,254 

Sl-ARF8B 0,0539 0,0615 0,0372 0,0439 0,0518 0,0339 0,2788 0,1072 

Sl-ARF9A 0,0028 0,0025 0,0019 0,0019 0,0031 0,0011 0,0551 0,0236 

Sl-ARF9B 0,0499 0,0373 0,0281 0,0334 0,0427 0,0249 0,0314 0,0245 

Sl-ARF10A 0,0884 0,0588 0,071 0,0865 0,0915 0,0626 0,0497 0,0516 

Sl-ARF10B 0,0142 0,0071 0,0074 0,0087 0,011 0,0072 0,0103 0,0123 

Sl-ARF16A 0,066 0,0418 0,0339 0,0489 0,0594 0,0361 0,1024 0,0797 

Sl-ARF16B 0 0 0 0 0 0 0 0 

Sl-ARF17 0,0171 0,0076 0,0081 0,0111 0,0221 0,0072 0,0167 0,0149 

Sl-ARF18 0,1557 0,1865 0,1854 0,1524 0,1445 0,248 0,4036 0,3645 

Sl-ARF19 0,1007 0,0759 0,0636 0,0722 0,0835 0,0865 0,054 0,0697 

Sl-ARF24 0,0712 0,0786 0,0649 0,0725 0,0624 0,0592 0,0487 0,0385 
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Annexe 2 

Séquence codante et séquence protéique relatives à l’ARF4  

Séquence codante de SlARF4 

>Solyc11g069190.1.1 Auxin response factor 4 (AHRD V1 **** Q2LAI9_SOLLC); contains Interpro domain(s) 

IPR011525 Aux/IAA-ARF-dimerisation IPR003340 Transcriptional factor B3  
 
ATGGAAATTGATCTGAATCATGCATTAGTGAGTGAAGTGGAGAAGAATGTATGTTGTAATGAAGAATGTGATAAAGGGGGTGGTGGGGGTTGTG

TTAATTGCTCTTTGTACACTTCCACTACTTCTTCTTGTTCTTCAAATGTATCTTCATCTTCTTCACTTGCTCTTACCTCAATTTATAAAGAGCTTTGG

CATGCTTGTGCTGGTCCTCTTACTAGTTTACCCAAGAAAGGAAATGTAGTGGTTTATTTCCCTCAAGGTCATATGGAAGAAGCTGTTTCTGCTTTT

CCATTTTCACCTGTCAAGATTGATTTACCAACTTTTGGTCTTCAGCCTCAGATCTTCTGTAGAGTGGAAGATGTCCAATTGCTTGCAAATAAGGAA

AATGATGAGGTGTATACACAGCTCACTCTTCTTCCTCTTCCAGAGTCAATGGCTATAAGCTTAGAGGGGAAAGAACATGAAGATTCGGGGACGG

ATGAGGAAGGGAATGGAGTCAATCCAGGGAAATCAGCTTCTCACATGTTCTGTAAAACGCTGACTGCTTCGGATACCACCACCCATGGTGGCTT

TTCAGTTCCCCGTCGAGCAGCTGAAGACTGCTTCCCCCCTCTGGATTACAAAGAGCAAAGACCCTCACAGGAGCTAATTGCTAAGGATCTGCACG

GAGTAGAGTGGAAATTTCGTCACATTTATAGAGGCCAGCCAAGGCGACATTTGCTCACTACTGGATGGAGTATCTTTGTCAGCCAAAAGAATCTT

GTCTCAGGGGATGCAGTTCTCTTCTTGAGGGGAGAAGGTGGAAATCTCAGACTGGGAATAAGAAGAGCTGCAAGACCTAGAAATGGGCTTCCTG

AATCGATAATCAAAAGTCAATATTCTGGACCGGATGTTCTTTCGTCAGTTGCTACAGCCCTATCAGCAAAGAGCACTTTCCATGTTTTCTATAGCC

CAAGGGCAAGTCATGCTGATTTCGTTGTACCTTACCAAAAGTACGTGAAAGCCATCAACTCTCGGATTCCTGTTGGGACAAGATTTAAAATGAAA

TTTGATTTGGATGATTCACCTGAAAGAAGGTACAGCGGTGTAGTGACTGGGATAAGCGATATGGATCCCTTTAGATGGCCCAACTCTAAATGGA

GATGCTTGATGGTCAGATGGGATGAAGATATAATGAGTAATCATCAGGAACGGGTTTCTCCTTGGGAAATTGATTCTTCAGTTTCCTTACCACCA

CTGAGCATTCAGTCCTCACCAAGACTGAAGAAACTGCGGACTAGTCAGCAGGCACCATCAGTACTGGACAGCCATTTTGCTGGAGGGAGTGCTC

TTTTAGACTTTGAGGAGTCAATAAGATCCTCCAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAAATTTAGGTCTGATATCACCTCCCTATGGTTGTGATAAACCA

GTCCGCCCACTGGATTTCGAGCTGCAAAGAGTAGCTCGTCACAATCTCATGCCAAATGGTGTAGAGAACATTATTGTTGGTGACTTTGTGAAAAC

TCAGCCTCCAACAACCTACACAGGCTTTCTGGAATCCAATAGGTTTCCAAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATTTGCTCGTTGAGATCCCTTACTG

GAAAAGGTGATGTTAATTTTGGTGCTTGGGGAAAACCTGAATTTGGTTGCAATGTTTTCGGCACATATCAGAGGCCGAGAGCCAATTTCTATCCT

CTCGCTTCTGAAGGGGCGAGGAATGTGTTTTTACCTTACAATGCGATGTATAGAGCTGGACAAGATCCCGTGGTTCCCTCCTACAGTACTAATTT

CCAAAGAGAAAATCCTACCTTGAACCAGAATTCAATCCAAAATGTGGTTAGGAGGGAAGAAGTTGGAATGCCAAAGTTTGTAAATGAGCAGAG

GCCACCGGAGATGTCTAAAGTGTCCATTCCAGAGAACCATTTCAAGAATGAAAATGACGACTCCTTCAATGCACAGGCTCCATGTAAACTGTTTG

GCTTTTCCTTGACGAAAGAACCATCTACTCCTAGCTCGCAGAGTTCTGGTAAGAGGAGCTGTACTAAGGTTCACAAACAAGGCAGCTTGGTTGGA

CGAGCCATTGATCTCTCGAGATTGAATGGCTATGACGACTTGCTGGTTGAGTTGGAGAGGCTTTTCAACATGGAAGACCTCTTAAGAGATCCCAA

CAAGGGGTGGCGAATCTTGTACACTGACAGTGAGAATGACATGATGGTTGTCGGAGATGATCCATGGCATGAGTTCTGTGAGGTAGTATCCAAG

ATCCATATATACACTCAAGAAGAAGTGGAGAAAATGACTATTGAGGGGATCAGCGATGACACTCAAAGTTGTTTGGAGGAGGCACCAGCAATC

ATGGATGTCTCAAAGTCTTCTTCAGTTGGCCAGCCTGATTCATCTCCAACTGTAATCAGGATTTGA. 

Séquence protéique de SlARF4 

>Solyc11g069190.1.1 Auxin response factor 4 (AHRD V1 **** Q2LAI9_SOLLC); contains Interpro domain(s) 

IPR011525 Aux/IAA-ARF-dimerisation IPR003340 Transcriptional factor B3  

 
MEIDLNHALVSEVEKNVCCNEECDKGGGGGCVNCSLYTSTTSSCSSNVSSSSSLALTSIYKELWHACAGPLTSLPKKGNVVVYFPQGHMEEAVSAFPFS

PVKIDLPTFGLQPQIFCRVEDVQLLANKENDEVYTQLTLLPLPESMAISLEGKEHEDSGTDEEGNGVNPGKSASHMFCKTLTASDTTTHGGFSVPRRAA

EDCFPPLDYKEQRPSQELIAKDLHGVEWKFRHIYRGQPRRHLLTTGWSIFVSQKNLVSGDAVLFLRGEGGNLRLGIRRAARPRNGLPESIIKSQYSGPDV

LSSVATALSAKSTFHVFYSPRASHADFVVPYQKYVKAINSRIPVGTRFKMKFDLDDSPERRYSGVVTGISDMDPFRWPNSKWRCLMVRWDEDIMSNH

QERVSPWEIDSSVSLPPLSIQSSPRLKKLRTSQQAPSVLDSHFAGGSALLDFEESIRSSKVLQGQENLGLISPPYGCDKPVRPLDFELQRVARHNLMPNGV

ENIIVGDFVKTQPPTTYTGFLESNRFPKVLQGQEICSLRSLTGKGDVNFGAWGKPEFGCNVFGTYQRPRANFYPLASEGARNVFLPYNAMYRAGQDPV

VPSYSTNFQRENPTLNQNSIQNVVRREEVGMPKFVNEQRPPEMSKVSIPENHFKNENDDSFNAQAPCKLFGFSLTKEPSTPSSQSSGKRSCTKVHKQGSL

VGRAIDLSRLNGYDDLLVELERLFNMEDLLRDPNKGWRILYTDSENDMMVVGDDPWHEFCEVVSKIHIYTQEEVEKMTIEGISDDTQSCLEEAPAIMD

VSKSSSVGQPDSSPTVIRI*  
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Annexe 3 

Technique de coloration GUS des explants végétaux 

Objet et principe de la technique : 

La technique a pour objectif de visualiser l’expression spatio-temporelle du gène codant pour 

la β-glucuronidase sous le contrôle d’un promoteur d’intérêt. Elle consiste en une incubation 

des tissus transformés dans un tampon contenant du 5-Bromo-4 chloro-3-indelyl Glucuronide 

(X-Gluc), substrat de la β-Glucuronidase utilisé comme gène rapporteur. Le produit de la 

réaction enzymatique est un composé coloré bleu qui permet de visualiser, après décoloration 

des tissus, l’expression du gène rapporteur. 

Mode opératoire : 

Le mode opératoire consiste en une immersion des explants dans la solution X-Gluc dont la 

concentration est comprise entre 0,3 et 0,5 mg/ml. Cette dernière est obtenue en diluant la 

solution concentrée de X-Gluc dans un volume bien déterminé de la solution tampon. 

 Plusieurs infiltrations sous vide doivent être réalisées : 2 fois pendant 5 min puis une fois 

pendant 15 min avant de procéder à une incubation du matériel végétal à 37°C pendant 6 à 16H. 

Après incubation, les explants sont décolorés en les mettant en contact avec de l’éthanol à 50%, 

à 75% et à 95%.  

- Préparation de la solution concentrée de X-Gluc : 

Dissoudre la poudre X-Gluc dans du Dimethylsulfofide (DMSO, sous la hôte de façon à obtenir 

une concentration finale de 100mg/ml. Une fois préparée, la solution concentrée de X-Gluc est 

conservée à -20°C, à l’obscurité. 

- Préparation de la solution tampon : 

La solution tampon (pH=7,2) est préparée à partir de : 

 100 ml du tampon phosphate à pH 7,2 obtenu par mélange de 68,4 ml de 

Na2HPO4 avec 31,6 ml de NaH2PO4. 

 20 ml EDTA à 0,5 M. 

 1 ml de Triton x100. 

 879 ml d’eau bi-distillée. 

Une fois préparée, cette solution est conservée jusqu’à utilisation à -4°C. 



     Annexes 

 

165 

 

Annexe 4 

La PCR quantitative 

 

Principe et objectif de la technique : 

La PCR quantitative est une technique qui permet l’analyse du niveau d’expression de gènes 

d’intérêt de façon quantitative dans des échantillons donnés par rapport à un gène de référence 

non régulé ubiquitaire. Elle se base sur l’utilisation d’un marqueur fluorescent « Syber Green » 

qui permet la quantification de l’amplicon formé, proportionnel à la quantité de transcrits 

initialement présents. 

Ceci est réalisé en deux étapes : 

- L’optimisation des concentrations en ADNc et en amorces. 

- L’analyse du niveau de l’expression des gènes d’intérêt. 

1- Détermination des concentrations optimales en ADNc et en amorces : 

Les concentrations optimales en ADNc et en amorces requises pour la PCR quantitative sont 

déterminées suivant les résultats de tests réalisés au préalable. Pour nos amplifications, nous 

avons jugé approprié d’utiliser une dilution de l’ordre de 1/25 pour les ADNc (annoté par C2)  

et de 1/5 pour les amorces des gènes Sl-ARFs étudiés (P2). 

Pour le contrôle « Actine », les amorces doivent être diluées pour avoir une concentration P2 

(1/25). 

2- Préparation du Mix PCR : 

Le Mix PCR comprend : 

 5 µl Power SYBR Green PCR master mix. 

 0,5 µl ADNc (Copt = C2). 

 2 µl H2O. 

 2,5 µl amorces (Popt= P2). 

En pratique, on prépare les mixs à Copt sans les amorces: on distribue 7,5 µl dans chaque puit 

et on ajouter 2,5 µl de solution d’amorces à Popt. 
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3- Analyse des résultats Q-PCR : 

Avant de procéder à l’analyse des résultats, il est impératif de vérifier la reproductibilité 

technique pour les 3 répétitions en regardant les courbes d’amplification. En principe, elles 

doivent être superposées. Par contre, si l’une s’écarte de plus d’un demi-cycle (Ct) au niveau 

du seuil, elle doit être éliminée. 

Le traitement des résultats se fait comme suit : 

- Calcul de la moyenne des Ct pour chaque groupe de répétition technique, y compris 

pour les amorces contrôles « Actine ». 

- Soustraction de la valeur moyenne de Ct de celle du contrôle « Actine » pour un gène 

donné pour un ADNc donné (ΔCt).  

- Calcul du Δ ΔCt qui correspond à la différence entre le ΔCt de la condition (Stress) et 

le ΔCt de la référence pour chaque répétition biologique. 

- Détermination de la valeur du Fold Change qui correspond à : 2 Δ ΔCt. 

- Calcul de la valeur du Log10 (Fold Change). 
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Annexe 5 

 Composition des milieux MS (Murashige & Skoog, 1962) et MS/2 

 

 

 

 

 

Macroéléments MS MS/2 

  mg/l mg/l 

NH4 NO3 

KNO3 

CaCl2, 2H2O 

MgSO4, 7H2O 

KH2, PO4 

1650 

1900 

440 

370 

170 

825 

950 

220 

185 

85 

Micro-éléments   mg/l   mg/l 

H3BO3 

MnSO4, 4H2O 

ZnSO4, 7H2O 

KI 

Na2MoO4, 2H2O 

CuSO4, 5H2O 

CoCl2, 6H2O 

3,10 

8,45 

4,30 

0,42 

0,13 

0,01 

0,01 

3,10 

8,45 

4,30 

0,42 

0,13 

0,01 

0,01 

Solution Fe-EDTA   mg/l   mg/l 

FeSO4, 7H2O 

Na2- EDTA 

27,8 

37,3 

27,8 

37,3 
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Annexe 6 

 Composition de la solution nutritive (BROUGHTON et DILLWORTH) modifié  

 

 
 

Solution mère M g/l 

CaCl2, 2H2O 

KH2PO4 

MgSO4 

K2SO4 

MnSO4 

2M 

1M 

0,5M 

0,5M 

2mM 

294 

136 

123 

87 

0,34 

H3BO3 

ZnSO4, 7H2O 

CuSO4, 5H2O 

Na2MoO4, 2H2O 

CoSO4, 7H2O 

4mM  

1mM 

0,4mM 

0,2mM  

0,2mM 

0,247 

0,288 

0,100 

0,048 

0,056 

FeSO4, 7H2O 

Na2- EDTA 

 7,45 

5,57 
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Résumé 

 
La croissance et le développement des plantes sont souvent entravés par une multitude de stress environnementaux. La 

compréhension des mécanismes physiologiques et moléculaires déployés par les plantes en réponse à ces stress est cruciale 

pour l’amélioration de la survie   et du rendement des plantes. L’auxine joue un rôle prépondérant dans la croissance                          

et le développement des plantes et dans l’interaction des plantes avec leur environnement. Cependant, son implication dans le 

processus de réponse des plantes aux stress abiotiques reste peu étudiée. Les facteurs de réponse à l’auxine sont des facteurs 

clés dans la voie de signalisation auxinique. Ces facteurs de transcription assurent l’activation ou la répression des gènes de 

réponse à l'auxine.  

Afin de mieux comprendre l'implication de l'auxine dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques, une analyse d’expression 

des ARFs en réponse aux stress été réalisée chez la tomate. L'analyse in silico des données RNAseq extraites de la plate-forme 

« TomExpress » a montré que l’expression de plusieurs ARFs est régulée en réponse à une infection de type bactérienne ou 

virale. L’analyse in silico des promoteurs des 22 ARFs a révélé que ces régions présentent plusieurs éléments cis-régulateurs 

spécifiques à la réponse aux stress biotiques et abiotiques. Par ailleurs, l’analyse par PCR quantitative de l’expression des ARFs 

en conditions de stress salin, hydrique et d’hypoxie a révélé que la majorité de ces gènes s’expriment de manière différentielle 

dans les tissus foliaires et racinaires. 

Une analyse fonctionnelle du gène SlARF4 a été réalisée en vue d’évaluer son implication dans la réponse aux stress hydrique 

et salin. Cette étude a montré que la sous-expression de SlARF4 résulte en un meilleur développement racinaire, une 

accumulation importante des sucres solubles et une teneur élevée en chlorophylle en conditions de stress. Les plantes 

transgéniques sous exprimant le gène SlARF4 (ARF4-as) présentent un enroulement des feuilles, une faible conductance 

stomatique associée à une nette augmentation de la teneur relative en eau et à une hausse de la teneur en ABA. Chez ce mutant, 

l’augmentation de la teneur en ABA est positivement corrélée avec l’activation des gènes de biosynthèse et la répression des 

gènes de catabolisme de cette hormone. Par ailleurs, l’expression des gènes codant pour les antioxydants est induite de manière 

significative chez les plantes ARF4-as. Ainsi, les données présentées dans ce travail suggèrent fortement l’implication de 

l’auxine dans la réponse aux stress abiotiques et soulignent l’implication de l’ARF4 en tant qu’acteur clé dans l’acquisition de 

la tolérance au stress salin et hydrique. 

Mot-clés: Auxine, Facteurs de réponse à l’auxine, ARF4, stress salin, stress hydrique, Solanum lycopersicum, tolérance. 

  

Abstract 

Survival biomass production and crop yield are heavily constrained by a wide range of environmental stresses. Understanding 

physiological and molecular basis of plant response and tolerance to environmental stresses is important to improve plant 

survival, crop yield and quality. Auxin plays an important role in plant growth, development and interaction with encountering 

environment. By contrast, its role in stress responses remains so far poorly studied. Auxin Response Factors play a key role in 

auxin signaling pathway by ensuring the transcriptional activation or repression of auxin-responsive genes. 

As a mean to gain more insight on auxin involvement in a set of biotic and abiotic stress responses in tomato, the present study 

uncovers the expression pattern of SlARF genes in tomato plants subjected to biotic and abiotic stresses. In silico mining of the 

RNAseq data available through the public TomExpress web platform, identified several SlARFs as responsive to various 

pathogen infections induced by bacteria and viruses. Accordingly, sequence analysis of the 5’ regulatory region of these SlARFs 

revealed the presence of several cis-acting elements associated with biotic and abiotic stress response. Moreover, quantitative 

qPCR expression analysis revealed that many SlARFs were differentially expressed in tomato leaves and roots under salt, 

drought and flooding stress conditions.  

Functional analysis of SlARF4 gene was performed in order to evaluate its involvement in plant response to salt and drought 

stresses. Our results showed that the down-regulation of this gene improves tomato tolerance to salt and drought stress by 

promoting root development and density, increasing soluble sugars content and maintaining chlorophyll content at high levels 

in stress conditions. Besides that, ARF4-as plants displayed a leaf curl phenotype, a low stomatal conductance coupled with an 

increase in leaf relative water content and ABA content under normal and stressful conditions. This increase in ABA content 

was correlated with the activation of ABA biosynthesis genes and the repression of ABA catabolism genes. cat1, Cu/ZnSOD 

and mdhar genes were upregulated in ARF4-as plants suggesting that ARF4-as mutant is more tolerant to salt and water stress. 

The data presented in this work strongly support the involvement of auxin in stress responses and underlines the involvement 

of ARF4 as a key actor in tomato tolerance to salt and drought stresses. 

Keywords: Auxin, auxin response factors, ARF4, salt stress, drought stress, Solanum lycopersicum, tolerance.
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