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1. Présentation de l’équipe mixte 

 

Nom retenu pour l’équipe mixte 
 

ALLInPep : Aliments Laitiers Innovants et Peptidiques (All in peptides) 
 

Brève présentation de la thématique de recherche 

Cette équipe mixte permettra de développer, au cœur de la région Hauts de France, des 

compétences, reconnues au niveau national et international, sur l’hydrolyse de protéines agro-

alimentaires dites « nobles » pour la production d’hydrolysats peptidiques « clean label » 

possédant des propriétés fonctionnelles et biologiques à destination des marchés de la 

nutrition, de la diététique spécialisée, de la cosmétologie et de la santé. L’entreprise Ingrédia 

est spécialisée dans le développement et la commercialisation d'ingrédients laitiers 

fonctionnels, de matières premières à base de lait et de protéines pour les industries 

alimentaires. L’objectif principal, pour les trois ans de ce premier projet, sera donc de 

développer l’obtention industrielle et la caractérisation de peptides issus de protéines laitières. 

Dans un premier temps, les forces se focaliseront sur les caséines en intégrant la maitrise de 

la biocatalyse, la caractérisation de la structure et des propriétés physico-chimique des 

hydrolysats et la mise en évidence les propriétés organoleptiques, techno fonctionnelles, 

nutritionnelles et de santé de ces hydrolysats peptidiques. Cette équipe pourra voir ses 

développements étendus aux thématiques du Laboratoire International LIAAN, qui se focalise 

sur les antimicrobiens naturels. 

 

Domaine d’activité stratégique dans lequel se positionnent les activités de recherche 

Les activités de recherche se positionnent dans le domaine de l’agroalimentaire, avec pour 

contexte particulier la caractérisation et la valorisation des protéines. C’est un domaine 

particulièrement important à l’heure de l’agriculture raisonnée et de la raréfaction des sources 

protéiques. Les peptides générés trouveront leur application dans des domaines variés à 

l’interface de la santé, de la nutrition particulière et des fonctionnalités alimentaires et 

fermentaires. Ils montreront un caractère innovant de par leur source (caséines) et de par leurs 

activités organoleptiques, fonctionnelles et nutritionnelles. 
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RÉSUMÉ 

 

Edition par CRISPR/Cas9 de la voie de biosynthèse des lactones sesquiterpéniques en vue 

de modifier l’amertume de la chicorée (Cichorium intybus L.) 

 

La chicorée industrielle (Cichorium intybus var. sativum) est une plante emblématique de la Région Hauts-de-

France. Cette plante est connue pour ses vertus thérapeutiques, ses propriétés nutritionnelles, mais aussi pour 

son goût amer. Les racines de chicorée industrielle sont habituellement utilisées pour la production de substitut 

de café et la production d’inuline. Le développement de nouveaux ingrédients fonctionnels à base de chicorée, 

nécessite de créer des variétés moins amères, car l’amertume constitue un frein à la consommation. Cette 

amertume est principalement due à la présence de lactones sesquiterpéniques, des métabolites spécialisés dont 

la voie de biosynthèse est partiellement élucidée. Dans ce cadre, une caractérisation des gènes impliqués dans 

la synthèse des lactones sesquiterpéniques a été entreprise sur le génome de la chicorée industrielle 

ChicBitter002. La chicorée ChicBitter002 présente de nombreux avantages pour la recherche expérimentale 

puisque c’est un clone dont la propagation in vitro est maîtrisée au sein du laboratoire, capable de 

s’autoféconder, pour laquelle une méthode d’édition par CRISPR/Cas9 a été mise au point, et dont la séquence 

du génome est disponible auprès de l’entreprise partenaire, Florimond-Desprez. Ainsi, 10 gènes ont été identifiés 

parmi lesquels, les gènes germacrène A synthase (GAS), sous forme longue ou courte, le gène germacrène A 

oxydase (GAO), et les gènes costunolide synthase (COS). Dans le but d’établir une preuve de concept que 

l’inhibition des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des lactones sesquiterpéniques provoque une 

diminution de l’amertume, la chicorée Chicbitter002 a été éditée via une transformation stable par R. rhizogenes, 

permettant une régénération rapide de plantes ainsi qu’une efficacité d’édition élevée (26%). Afin de générer 

des mutants, les gènes GAS et GAO ont été ciblés. L’étude des mutants obtenus a permis de valider que la 

mutation bi-allélique d’au moins deux copies (GAS-S1 et GAS-S2) de la forme courte du gène GAS ou du gène 

GAO provoque une réduction significative de la production de lactones sesquiterpéniques. Une corrélation entre 

ces molécules et la perception de l’amertume, établie par analyse sensorielle, a aussi permis d’obtenir des scores 

d’amertume pour les mutants GAS-S1 et GAS-S2 générés, bien inférieurs à ceux des témoins. L’édition par 

CRISPR/Cas9 a ensuite pu être réalisée sur un matériel végétal d’intérêt appliqué, utilisé pour la génération de 

nouvelles variétés de chicorée et créé par les sélectionneurs. La méthode utilisée a été celle de la transfection 

de protoplastes, mise au point au sein du laboratoire, et que nous avons optimisée. La méthode est plus longue 

pour obtenir des mutants mais présente l’avantage de générer des plantes exemptes de transgènes. De 

nombreux mutants ont pu être générés dont la validation par une analyse métabolique reste à réaliser. 

 

Mot clés : chicorée, amertume, CRISPR/Cas9, lactones sesquiterpéniques, protoplastes, chevelus racinaires 

 

 



 

ABSTRACT 

 

CRISPR/Cas9 editing of the sesquiterpene lactone biosynthetic pathway to modify the 

bitterness in industrial chicory (Cichorium intybus L.) 

 

The industrial chicory (Cichorium intybus var. sativum) is an emblematic plant of the Hauts-de-France region. This 

plant is known for its therapeutic and nutritional properties, but also for its bitter taste. Industrial chicory roots 

are usually used for the production of coffee substitute and inulin production. The development of new 

functional ingredients based on chicory requires the creation of less bitter varieties, as bitterness is a barrier to 

consumption. This bitterness is mainly due to the presence of sesquiterpene lactones, specialized metabolites 

whose biosynthetic pathway is partially elucidated. In this context, a characterization of the genes involved in 

the synthesis of sesquiterpene lactones was realized in the industrial chicory ChicBitter002 genome. 

ChicBitter002 chicory offers many advantages for experimental research since it is a clone whose in vitro 

propagation is mastered in the laboratory, capable of self-fertilization, for which a CRISPR/Cas9 editing method 

has been developed, and whose genome sequence is available from the partner company, Florimond-Desprez. 

Thus, 10 genes were identified, including the germacrene A synthase (GAS) genes, in long or short form, the 

germacrene A oxidase (GAO) gene, and the costunolide synthase (COS) genes. In order to establish a proof of 

concept that inhibition of genes involved in the sesquiterpene lactone biosynthetic pathway causes a decrease 

in bitterness, Chicbitter002 chicory was edited via a stable transformation by R. rhizogenes, allowing a rapid plant 

regeneration and a higher mutation efficiency (26%). In order to generate mutants, the GAS and GAO genes were 

targeted. The study of these mutants allowed to validate that the bi-allelic mutation of at least two copies (GAS-

S1 and GAS-S2) of the short form of the GAS gene or of the GAO gene causes a significant reduction in the 

production of sesquiterpene lactones. A correlation between these molecules and bitterness perception, 

established by sensory analysis, also resulted in bitterness score for the GAS-S1 and GAS-S2 mutants that were 

significantly lower than those of controls. CRISPR/Cas9 editing could then be performed on plant material of 

applied interest, used for the generation of new chicory varieties and created by breeders. The method used was 

protoplast transfection, developed in the laboratory, which we optimized. This method is more time consuming 

to obtain mutants but has the advantage of generating transgene-free plants. Numerous mutants have been 

generated and their validation by metabolic analysis remains to be done. 

 

Keywords : chicory, bitterness, CRISPR/Cas9, sesquiterpenes lactones, protoplasts, hairy roots 
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1. La chicorée (Cichorium intybus L.), une plante d’intérêt. 

 

1.1. Taxonomie de la chicorée et culture.  

 La chicorée (Cichorium intybus L.) appartient à la famille des Astéracées, qui représente la plus 

grande famille de plantes parmi les angiospermes puisqu’elle est composée de plus de 23 000 espèces 

[Panero et Funk, 2008]. Cette diversification proviendrait de la présence caractéristique 

d’inflorescences attractives pour les insectes pollinisateurs, permettant l’extension de cette famille. 

Parmi les Astéracées, on compte de nombreuses sous-familles dont les plus abondantes sont : les 

Asteroideae, les Carduoideae et les Cichorioideae. Cette dernière sous-famille comprend le genre 

Cichorium qui regroupe 6 espèces réparties autour du globe : Cichorium calvum, Cichorium bottae et 

Cichorium glandulosum que l’on retrouve principalement en Asie et au Moyen Orient, Cichorium 

spinosum, Cichorium endivia L. et Cichorium intybus L, généralement cultivées en Europe, en Amérique 

ou en Asie [Bais et Ravishankar, 2001]. L’origine de la culture de C. intybus L. viendrait probablement 

du bassin méditerranéen, même si l’Asie centrale a été suggérée par certains auteurs [Zeven et De 

Wet, 1982 ; Vavilov, 1992]. Les trois espèces retrouvées en Europe sont reconnues pour leur amertume 

et sont principalement consommées en salade, crues ou cuites, ou comme ingrédient alimentaire via 

l’exploitation de leurs feuilles ou de leurs racines. Par exemple, les feuilles de C. spinosum que l’on 

retrouve sur les bords de la Méditerranée, sont consommées en Grèce sous le nom de « stamnagathi » 

(Figure i.1) [Kiers, 2000]. L’espèce C. endivia est cultivée pour la consommation de ses feuilles sous 

forme de salade, notamment les variétés latifolium et crispum qui se réfèrent à la chicorée scarole et 

à la chicorée frisée (Figure i.1) [Kiers, 2000 ; Bais et Ravishankar, 2001]. L’espèce C. intybus présente 

un plus grand intérêt agro-alimentaire puisqu’elle est consommée à la fois pour ses feuilles et pour sa 

racine. En effet, sur les 3 grands groupes de culture existants, les variétés sylvestre et foliosum, 

correspondant respectivement aux chicorées salade (« Pain de sucre », « Treviso », etc) et aux 

chicorées witloof (chicon ou endive), sont cultivées pour la consommation des feuilles, tandis que la 

variété sativum, correspondant à la chicorée industrielle, est cultivée pour l’intérêt que présente sa 

racine (Figure i.1) [Zeven et Wet, 1982 ; Kiers, 2000]. A partir de celle-ci, il est possible d’extraire une 

quantité importante d’inuline, un polymère de fructose très utilisé en agro-alimentaire. Ce polymère 

est une fibre non digérée par les enzymes de l’intestin humain, possédant un haut pouvoir sucrant 

mais à taux calorique bas et des capacités gélifiantes intéressantes. L’inuline est ainsi utilisée en tant 

que substitut au sucre et au gras, et on la retrouve aussi en tant qu’agent texturant dans de nombreux 

produits alimentaires [Franck, 2002 ; Leite Toneli et al., 2007]. La racine de chicorée industrielle est 

aussi utilisée comme ingrédient pour la production de substitut de café, sans caféine, grâce à 

l’amertume du produit.  
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Figure i.1. Représentation des espèces du genre Cichorium consommées en Europe. 

 

 A l’état sauvage C. intybus L., que l’on nomme couramment la chicorée, est une plante pérenne 

poussant sur le bord des routes et des champs. Elle peut atteindre une hauteur de 1 mètre, possède 

une racine tubérisée et présente de nombreuses inflorescences composées de quinze à vingt fleurs 

bleues regroupées en capitules. Cette plante sécrète du latex grâce à des canaux laticifères, 

caractéristiques de beaucoup d’Astéracées [Kiers, 2000 ; Kandeler et Ullrich, 2009 ; Street et al., 2013]. 

Lorsqu’elle est cultivée, la chicorée est une plante bisannuelle dont les graines sont semées aux 

alentours de mars-avril. S’en suivra une phase de croissance végétative qui va permettre 

l’accumulation de réserves au sein d’une racine tubérisée. Au bout de la première année de culture, 

une période de vernalisation doit avoir lieu afin d’induire une phase reproductive, c’est-à-dire que la 

chicorée doit subir un stress thermique prolongé pendant l’hiver afin de provoquer le développement 

d’une hampe florale au printemps et dont la floraison aura lieu entre juillet et septembre [Kiers, 2000 ; 

Street et al., 2013 ; Mathieu et al., 2020]. Pour des raisons industrielles, la racine de chicorée est 

récoltée après une année seulement afin d’éviter la floraison, de propager des graines non désirées 

pour l’année suivante, mais aussi pour éviter une perte de rendement puisque la montée en fleurs 

consomme les réserves de la racine de la plante.  

 

 L’espèce C. intybus L. possède un système d’auto-incompatibilité sporophytique, la rendant 

naturellement allogame, bien que quelques allèles d’auto-compatibilité puissent quand même être 
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présents. Afin d’obtenir différentes variétés il est donc nécessaire de passer par une reproduction 

croisée via des pollinisateurs. Ces caractéristiques, rendant les variétés de chicorée non homogènes et 

non fixées, compliquent la recherche agronomique puisque les variétés sont moins stables, toutefois, 

ces variations sont la raison de la robustesse de la chicorée. Ainsi, les variétés de chicorée industrielle 

sont des variétés-populations obtenues par inter-croisements de ce qu’on appelle des 

« composantes ». Ces composantes correspondent à un mélange de chicorées partageant au moins un 

critère agronomique d’intérêt et un pool de gènes communs. A l’aide d’inter-croisements de ces 

composantes, il est possible d’introduire des critères agronomiques d’intérêt qui deviendront une 

caractéristique de la variété et de fixer certaines fréquences alléliques. 

 

1.2. Utilisation de la chicorée. 

 Bien que décrite pour la première fois en 1753, par Carl Von Linné, on retrouve des traces de 

l’utilisation de la chicorée à des époques bien plus anciennes. En effet, les vestiges les plus anciens 

datent de l’Âge de Bronze. Les premières traces écrites mentionnant l’utilisation de la chicorée ont été 

retrouvées dans le papyrus d’Ebers (1600 av. JC) et il semblerait que la domestication de la chicorée 

soit originaire de l’Egypte Antique, où elle était consommée principalement pour ses vertus 

médicinales [Kiers, 2000 ; Kandeler et Ullrich, 2009]. Au fil des siècles et des populations, l’usage des 

différentes parties de cette plante s’est diversifié et de nombreux documents permettent d’en retracer 

l’histoire. On retrouve notamment des mentions de traitements à base de racines de chicorée dans 

des travaux provenant du grec Dioscoride (25-90 apr. JC) et du romain Pline l’Ancien (23-79 apr. JC). La 

racine était alors utilisée principalement dans le traitement du tractus gastro-intestinal et du foie grâce 

à ses propriétés anti-inflammatoires [Ajasson de Grandsagne, 1832 ; Osbaldeston et Wood, 2000 ; 

Puhlmann et de Vos, 2020]. Les décoctions de racines, de feuilles ou de la plante entière pouvaient 

être utilisées comme agent contre l’hypertension ou pour un effet hépato-protecteur en Italie 

[Guarerra et al., 2005], pour le traitement des calculs rénaux en Turquie [Sezik et al., 2001] ou pour 

des soins d’ordre digestif en Serbie [Jaric et al., 2007] et en Grèce [Hanlidou et al., 2004]. D’autres 

utilisations ont été retrouvées à travers le monde et ont été listées sous forme de tableau par Street 

et al., 2013 (Tableau i.1). Finalement, la mention de la chicorée a été retrouvée dans de nombreuses 

pharmacopées entre le 17ème et le 18ème siècle et elle a fini par être considérée comme traitement 

populaire jusqu’à ce que des études pharmacologiques soient réalisées et mettent en avant la 

présence de plus d’une centaine de métabolites spécialisés [Puhlmann et de Vos, 2020]. 

 

 En plus de son utilisation médicinale, on retrouve des traces de l’usage de la chicorée comme 

produit alimentaire dès la Rome Antique dans le livre de recette « De re coquinaria » de Apicius (25 
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av. JC – 37 apr. JC) où les différentes parties de la chicorée étaient consommées sous forme de salade. 

C’est à partir du 18ème siècle que l’utilisation de la racine de chicorée s’est multipliée, avec la production 

d’une poudre de racine utilisable soit comme farine après une étape de désamérisation de la plante, 

soit comme substitut de café grâce à sa forte amertume. La farine de chicorée a notamment permis 

de remplacer la farine de blé pour la production du pain lors des périodes de famine [Kops et Gevers 

Deijnoot, 1853]. Le café étant une denrée onéreuse et rare pour l’époque, l’utilisation de la chicorée 

en tant que substitut s’est démocratisée entre le 18ème et 20ème siècle suite au blocus continental 

imposé par Napoléon et aux périodes de grandes guerres [Kandeler et Ullrich, 2009 ; Puhlmann et de 

Vos, 2020]. Finalement, l’usage de la chicorée industrielle s’est diversifié au début du 20ème siècle 

lorsque l’intérêt pour l’inuline a grandi. De nos jours, l’usage de la chicorée est reconnu pour la 

production d’inuline et pour les produits torréfiés tel que le substitut de café ou pour l’ajout d’une 

saveur amère dans les boissons chaudes. Cependant de nouveaux marchés s’intéressent à cette plante 

et on note de plus en plus de produits à base de chicorée. Par exemple, un enrichissement de yaourts 

avec des extraits de racines de chicorée a été réalisé [Jeong et al., 2017 ; Kumar et al., 2017]. On peut 

aussi noter l’utilisation de poudre de feuilles de chicorée pour produire des biscuits apéritifs [Abo Taled 

et al., 2017] ou de poudre de racines de chicorée pour remplacer le gras dans des steaks de bœuf [Zeny 

et al., 2019], pour remplacer les protéines de soja dans des galettes végétales pour burgers 

[Twarogoswka et al., 2022], ou complémenter en fibres des biscuits [Ivanišová et al., 2020]. De la farine 

de chicorée a aussi permis l’élaboration de crackers [Massoud et al., 2009], de produits de panification 

[Bossard et al., 2005 ; Volvoka et al., 2019], de gâteaux [Ferreira et al., 2016], et de biscuits apéritifs à 

la suite d’un mélange avec de la farine de riz [Bokić et al., 2022]. Pour chacun de ses produits, il a pu 

être observé une amélioration de la valeur nutritionnelle, de la texture et des propriétés de cuisson, 

une réduction de l’apport en sucre et en gras, ainsi qu’une augmentation de l’apport en fibres. 

Malheureusement, l’amertume que provoque la chicorée oblige à en limiter la quantité utilisée. Suite 

à différentes analyses sensorielles de produits élaborés à base de chicorée, afin de tester leur 

acceptabilité par des panels de consommateurs, il a été montré que l’acceptabilité des produits 

diminuait rapidement lors de l’augmentation des quantités de chicorée utilisées. Ainsi, pour la 

production de yaourt enrichi en chicorée, seulement 2 à 4% d’extrait de racine de chicorée ont pu être 

ajoutés au produit final [Jeong et al., 2017 ; Kumar et al., 2017]. Pour la production de biscuits ou de 

crackers, il semblerait que le meilleur compromis entre texture et goût amer soit un ajout de 1 à 3% 

de poudre de racines ou de feuilles de chicorée [Abo Taled et al., 2017 ; Ivanišová et al., 2020]. Enfin, 

dans le cadre de produits de panification, une utilisation de farine de racine de chicorée au taux de 5% 

est la limite haute à laquelle la perception de l’amertume reste tolérable [Bossard et al., 2005 ; Volvoka 

et al., 2019]. Cependant, si l’on souhaite bénéficier des bienfaits de la chicorée, il est nécessaire 

d’apporter des quantités plus importantes de chicorées à tous ces produits.  
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Tableau i.1. Utilisations traditionnelles médicinales de l’espèce Cichorium intybus dans le monde 

[modifié de Street et al., 2013]. 

 

 a s Usa e tradi onnel  ar e de la plante  répara on  éférence

 f hanistan Paludisme Racines Extrac on aqueuse Bischo  et    , 2004

 osnie 

 er é ovine

Diarrhée, renforcement de la 

prostate et d autres organes 

reproducteur, cancer pulmonaire, 

gueule de bois, puri ca on du 

tractus biliaires

Par es aériennes, 

 eurs, racines
Non renseigné

 arić Kundalićet    , 

2011

 rouble du foie, spasmoly que, 

cholestérol, an sep que
Par es aériennes Décoc on Hanlidouet    , 2004

 ul arie

S mulant de la cholagogue pour la 

sécré on gastrique, 

hypoglycémique

Racines, par es 

aériennes
Décoc on

Leporra et 

Ivancheva, 2003

 nde

 rouble du foie Graines Non renseigné Ahmed et    , 2003

Diabète Plantes en ères Non renseigné Pushparajet    , 200 

Jaunisse, hypertrophie du foie, 

gou e, rhuma smes
Racines Décoc on Pushparajet    , 200 

Soulagement de la toux Non renseigné Non renseigné

 ran

Diges ve, stomachique, 

dépura ve, choléré que, laxa ve, 

hypotension, tonique, 

an pyré que

Plantes en ères Infusion, décoc on Miraldiet    , 2001

 talie

Puri ca on du sang Feuilles Non renseigné Pieroni, 2000

Hypertension Feuilles Décoc on Guarrera et    , 2005

Puri ca on du sang, 

artériosclérose, an  arthrite, 

an spasmodique, diges ve

Feuilles, racines Décoc on Loi et    , 2005

Dépura ve
Ver cilles, par es 

aériennes
Décoc on Pieroni et   ., 2002

Choléré que, hépato protecteur 

contre la jaunisse, laxa f doux, 

hypoglycémique

Feuilles
Décoc on, feuilles 

fraiches écrasées

Lepora et 

Ivancheva, 2003

 ordanie
Hémorragie interne, séda f pour 

la typho de
Plantes en ères Cuisiné La et   ., 2022

 aroc
Maladie rénale

Par es aériennes, 

racines
Non renseigné Jouad et   ., 2001

 roubles rénaux, diabète Plantes en ères Décoc on El Hilalyet   ., 2003

 a istan Diabète Racines Décoc on Ahmad et   ., 2009

 olo ne
 roubles diges fs et manque 

d appé t
Racines Infusion  uczaj, 2012

 er ie

Diarrhée Fleurs Infusion  avikinet   ., 2013

Diuré que, diges ve, laxa ve, 

an  in ammatoires, problèmes de 

foie, réduc on de la glycémie

Racines Décoc on, infusion Jarić et   ., 200 

Cholagogue, diges ve, 

hypoglycémique

Par es aériennes, 

racines
Non renseigné Kokoskaet   ., 2002

 fri ue du  ud Jaunisse, tonique
Feuilles,  ges, 

racines
 yk et   ., 199 

 ur uie

Cancers, calculs rénaux Racines Décoc on Sezik et   ., 2001

Cicatrisa on des plaies Feuilles Pommade Sezik et   ., 2001

Hémorro des, troubles urinaires Par es aériennes Infusion  e k et   ., 2013



18 
 

 

 
la
ss
i 
ca
 
o
n

  
e
m
p
le
s

 
o
m
p
o
si
 
o
n
 (
 
 

 
e
fe
re
n
ce
s

 
ro
té
in
e
s 
 a
ci
d
e
s 

am
in
é
s

N
P

3
,8
  
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 
 ;
 M

as
so
u
d
 et
  
 .,
 2
0
0
9
 ;
 Ju
sk
ie
w
ic
z
et
  
 .,
 2
0
1
1
 ;
  
ar
ro
u
g

et
  
 .,
 2
0
1
6
 ;
 K
h
al
af
et
  
 .,
 2
0
1
8

 
e
n
d
re
s

3
,3
 8
,9
6
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 
 ;
 M

as
so
u
d
 et
  
 .,
 2
0
0
9
 ;
 Ju
sk
ie
w
ic
z
et
  
 .,
 2
0
1
1
 ;
  
ar
ro
u
g

et
  
 .,
 2
0
1
6
 ;
 K
h
al
af
et
  
 .,
 2
0
1
8

 
in
é
ra
u
 

C
al
ci
u
m
, f
er
, m

ag
n
és
iu
m
, s
o
d
iu
m
, p

o
ta
ss
iu
m
, z
in
c,
 c
u
iv
re
, e
tc

 
0
,3
  
1
%

M
as
so
u
d
 e
t 
 
 .,
 2
0
0
9
 ;
  
ar
ro
u
g
et
  
 .,
 2
0
1
6
 

 
it
am
in
e
s

N
P

N
P

 i
p
id
e
s

A
ci
d
e 
p
al
m
i 
q
u
e,
 a
ci
d
e 
lin

o
lé
iq
u
e,
 a
ci
d
e 
lin

o
lé
n
iq
u
e,
 e
tc
..

1
,5
%
 3
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 
 ;
 Ju
sk
ie
w
ic
z
et
  
 .,
 2
0
1
1
 ;
 K
h
al
af
et
  
 .,
 2
0
1
8

 
ar
 
o
h
 d
ra
te
s

Fi
b
re
s 
  
ce
llu

lo
se
, h

ém
ic
el
lu
lo
se
, p

ec
 
n
e

5
 6
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 
 ;
 M

as
so
u
d
 et
  
 .,
 2
0
0
9

Su
cr
es
  
 in

u
lin

e,
 s
ac
ch
ar
o
se
, m

o
n
o
sa
cc
h
ar
id
es

2
3 
8
4
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 
 ;
 M

as
so
u
d
 et
  
  ,
 2
0
0
9
 ;
 Ju
sk
ie
w
ic
z
et
  
 .,
 2
0
1
1
 ;
 D
en

ev
et
 

 
 .,
 2
0
1
4
 ;
  
ar
ro
u
g
et
  
 .,
 2
0
1
6

 
o
m
p
o
sé
s 
vo
la
 
le
s

O
ct
an
e,
 n
 n
o
n
an
al
, (
2
E,
4
 )
 d
ec
ad
en
ia
l, 
(E
) 
 
 f
ar
n
es
en
e,
 n
 

h
ex
ad

ec
an

e,
 t
et
ra
d
ec
an

al
, e
tc
..

0
,0
2 
0
,0
4
%
 (
v/
w
)

Ju
d
 e
n
 
en

 
et
 B
 
d
ie
n
 ,
 2
0
0
8

 
ci
d
e
s 
o
r 
an
i 
u
e
s

C
it
ra
te
, f
u
m
ar
at
e,
 m

al
at
e,
 a
ci
d
e t
ar
ta
ri
q
u
e,
 a
ci
d
e 
ac
é 

q
u
e,
 e
tc
..

0
,1
4 
3
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 
; 
 
ill
em

an
, 2

0
1
6

 
o
m
p
o
sé
s 

p
h
é
n
o
li 
u
e
s

Fl
av
o
n
o
 d
es
, a
ci
d
es
 p
h
én

o
liq

u
es
, t
an

n
in
s,
 c
o
u
m
ar
in
es

0
,0
0
 
%
 0
,6
3
%

Sp
in
a 
et
  
 .,
 2
0
0
8
 ;
 M
ila
la
et
  
 .,
 2
0
0
9
 ;
 Ju
sk
ie
w
ic
z
et
  
 .,
 2
0
1
1
 ;
 D
en

ev
et
  
 .,
 2
0
1
4
 ;
  
ar
ro
u
g
et
  
 .,
 2
0
1
6
 ;
 K
h
al
af
et
  
 .,
 2
0
1
8

 
o
m
p
o
sé
s 

te
rp
é
n
i 
u
e
s

G
u
ai
an

o
lid

es
, g
er
m
ac
ra
n
o
lid

es
, e
u
d
es
m
an

o
lid

es
0
,1
 0
,8
%

P
az
o
la
, 1

9
8
 

 a
 
le
au
i.
 
.
 
o
m
p
o
si
 
o
n
( 
 
n
o
n
e
 h
au
s 
ve
d
e
la
ra
ci
n
e
d
e
ch
ic
o
ré
e
sé
ch
é
e
.

La
co
m
p
o
si
 
o
n
e
st
in
d
iq
u
é
e
e
n
%
ca
lc
u
lé
à
p
ar
 
r
d
e
la
q
u
an

 
té

e
n
g/
10
0
g
d
e
p
o
id
s
se
c,
sa
u
f
p
o
u
r
le
s
co
m
p
o
sé
s
vo

la
 
le
s
q
u
io

n
t
é
té

ca
lc
u
lé
s
à
p
ar
 
r
d

 u
n
vo

lu
m
e
su
r
la
b
as
e
d
u
p
o
id
s
se
c.
N
P
 
n
o
n
p
ré
ci
sé

p
ar

le
s
au

te
u
rs
.



19 
 

1.3. Composition de la racine de chicorée. 

 Depuis plusieurs années l’amélioration de la santé semble passer par l’assiette. De nombreux 

articles citent les bienfaits de la consommation d’au moins 5 fruits et légumes par jour ou encore de 

réduire notre consommation de produits animaux, ainsi on observe un changement dans la manière 

de consommer chez de plus en plus de personnes. Les industriels s’étant aussi adaptés, on voit de plus 

en plus arriver dans nos rayons de magasins, de nouveaux produits alimentaires reflétant les tendances 

gustatives du moment. Parmi ces nouveaux produits, on retrouve des boissons et des aliments 

fonctionnels dont le marché global mondial était estimé à 189,5 milliards de dollars américains en 2021 

[Spherical Insight & Consulting, 2022]. La notion d’aliment fonctionnel est définie par Roberfroid 

[2000] comme « un aliment qui démontre de manière satisfaisante, et dans des quantités de 

consommation non exagérées, qu’il a un effet bénéfique sur une ou plusieurs fonctions de l’organisme, 

au-delà des effets nutritionnels adéquats, de manière à contribuer à l’amélioration de la santé et du 

bien-être et/ou la réduction du risque de maladies ». Grâce à sa composition nutritionnelle, la chicorée 

est une source de substances bioactives lui conférant un rôle d’aliment ou d’ingrédient fonctionnel 

(Liste non exhaustive Tableau i.2). Cette composition est sujette à variation pour différentes raisons 

comme le cultivar, les conditions et techniques de culture, les conditions et la durée de stockage ou 

encore la méthode de séchage ou d’extraction de la racine de chicorée. Toutefois, la majorité des 

publications scientifiques s’accordent pour dire que ce sont l’inuline et les divers métabolites 

spécialisés retrouvés dans la racine qui jouent un rôle clé dans les effets santé de la chicorée [Puhlmann 

et de Vos, 2020]. 

 

1.3.1. L’inuline. 

 Même si la découverte de l’inuline remonte au début des années 1800, par le chimiste 

allemand Valentin Rose à partir de racines de Inula helenium, la structure de ce polymère ne sera pas 

élucidée avant 1950 [Hirst, 1959 ; Stevens et al., 2001]. En 1968, Edelman & Jefford [1968] propose un 

modèle de biosynthèse de l’inuline à partir d’une étude réalisée sur Helianthus annus   à partir d’un 

saccharose qui serait transféré du cytosol vers la vacuole de la plante, deux enzymes permettraient 

alors de former une chaîne d’inuline : la sucrose:sucrose 1-fructosyltransférase (1-SST) et la 

fructane:fructane 1-fructosyltransférase (1-FFT). Dans un premier temps, la 1-SST permettrait le 

transfert d’un fructose entre deux molécules de saccharose pour former un trisaccharide 1-kestose. 

Dans un second temps, la 1-FFT interviendrait pour transférer un fructose depuis le trisaccharide 1-

kestose vers une molécule de saccharose ou de fructane et répéterait l’opération jusqu’à formation 

d’une chaîne d’inuline (Figure i.2). Ce modèle a été validé chez la chicorée par Van den Ende et Van 

Laere [1996] lors de l’isolement des gènes impliqués dans cette voie enzymatique. Dans la chicorée, 
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l’inuline est constituée de 2 à 60-70 unités de fructose liées par des liaisons β(2,1) et se terminant 

généralement par une molécule de glucose [Flamm et al., 2001 ; Roberfroid, 2007].  

 

 L’inuline est un polymère de réserve ayant la fonction de cryoprotecteur dans les plantes 

[Hincha et al., 2000]. Elle est principalement connue pour son utilisation en agro-alimentaire où cette 

fibre alimentaire non digestible [Gibson et Roberfroid, 1995], possédant un effet prébiotique, est 

régulièrement utilisée en remplacement de matières grasses ou de sucre [Sołowiej et al., 2015 ; 

Tsatsaragkou et al., 2021]. 

 

Figure i.2.  odèle de la voie de  ios nthèse de l’inuline [ an  aere et  an Den  nde   00 ]. 1-SST : 

sucrose:sucrose 1-fructosyltransférase ; 1-FFT : fructane:fructane 1-fructosyltransférase ; F-6-P : Fructose 6-phosphate ; G-1-

P : glucose 1-phosphate ; G-6-P : glucose 6-phosphate ; HK : hexokinase ; SPP : sucrose phosphate phosphatase ; SPS : sucrose 

phosphate synthétase. 

 

1.3.2. Les métabolites spécialisés. 

 Produits à partir d’éléments provenant du métabolisme primaire, on estime qu’il existe entre 

200 000 à 1 million de métabolites spécialisés produits par les plantes [Dixon et Strack, 2003 ; Afendi 

et al., 2012]. Ces composés ne sont pas directement impliqués dans les processus essentiels à la survie 

des plantes mais jouent un rôle dans l’adaptation et la réponse de ces dernières à leur environnement. 

En outre, les métabolites spécialisés permettent de repousser les attaques d’insectes et d’herbivores, 

régulent les interactions avec d’autres plantes et microbiotes environnants, génèrent des signaux 
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attractifs pour les pollinisateurs par la diffusion de composés volatiles ou la production de pigments 

colorés, ou encore protègent des stress abiotiques tels que les UVs [Piasecka et al., 2015 ; Wouters et 

al., 2016 ; Lin, 2017]. On les retrouve aussi dans de nombreuses applications industrielles humaines 

telles que l’élaboration de pigments, de cosmétiques, de parfums et d’huiles essentielles, d’herbicides, 

pour la conservation des aliments ou encore dans l’industrie pharmaceutique [Gupta et Gulrajani, 

1993 ; Jeschke et al., 2011 ; Nirmala et al., 2011 ; Lin, 2017 ; D’Amelia et al., 2021]. Les métabolites 

spécialisés sont généralement divisés en 3 classes, en fonction de leur structure chimique : les 

composés azotés ou sulfurés, les composés phénoliques et les composés terpéniques. Dans le cadre 

de la chicorée, ce sont principalement ces deux dernières classes que l’on retrouve majoritairement. 

 

Les composés phénoliques 

 A l’heure actuelle, on compte plus de 8 000 composés phénoliques identifiés [Ahmed et al., 

2017] dans de nombreux organismes. Ces composés sont caractérisés par des groupements hydroxyles 

associés à un ou plusieurs cycles aromatiques et peuvent être divisés en 2 groupes : les flavonoïdes 

(regroupant les anthocyanidines, chalcones, les flava-3-ols, flavanones, les flavones, les flavonols et les 

isoflavones) et les non-flavonoïdes (regroupant les acides phénoliques, les acides hydroxycinnamiques, 

les lignanes, les stilbènes et les tanins) [Ahmed et al., 2017 ; Câmara et al., 2021]. 

Dans les plantes, ces composés sont formés via la voie du shikimate à partir de 2 acides aminés 

aromatiques : la tyrosine et la phénylalanine. Dans un premier temps, les enzymes phénylalanine 

ammonialyase (PAL) et tyrosine ammonialyase (TAL) vont intervenir pour convertir les acides aminés 

en divers composés du groupe des non-flavono des jusqu’à former du coumaroyl-CoA, un métabolite 

clé dans cette voie de biosynthèse. A partir de coumaroyl-CoA, une chalcone synthase prend le relais 

pour produire des chalcones qui seront isomérisées en divers composés du groupe des flavonoïdes 

(Figure i.3) [Saltveit, 2017, Câmara et al., 2021]. 

 

 Même si les composés phénoliques sont présents dans l’entièreté de la plante de chicorée, ils 

restent plus abondants dans les feuilles. En effet, l’analyse de la composition des racines et des feuilles 

de chicorée par Rees et Harbone [1985] a permis de révéler la présence de nombreux composés 

phénoliques tels que des flavonoïdes, des coumarines mais aussi des acides hydroxycinnamiques et un 

acide phénolique. Dans un premier temps, seuls l’acide chicorique et l’acide caféique, acide 

hydroxycinnamique et acide phénolique respectivement, ont été identifiés dans la racine de chicorée. 

Ces recherches ont été complétées en 1987 par Clifford et al., grâce à l’identification d’esters d’acide 

caféique appartenant aux groupes des acides hydroxycinnamiques. Ainsi, la présence d’acide 3-

cafféoylquinique (3-CQA), de 4-CQA, de 5-CQA, de 3,4-diCQA, de 3,5-diCQA et de 4,5-diCQA a été mise 

en évidence dans les racines de chicorée. Pour l’ensemble de ces esters d’acide caféique, on parle 
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généralement « d’acides chlorogéniques ». D’autres études ont aussi permis l’identification d’une 

vingtaine de composés phénoliques, majoritairement des acides phénoliques même si quelques 

flavanols, tels que le gallate d’épigallocatéchine, ont pu être mis en évidence dans les racines [Spina et 

al., 2008 ; Massoud et al., 2009 ; Khalaf et al., 2018]. 

 

 Les composés phénoliques sont connus pour avoir différents rôles dans la plante tels que la 

pigmentation, la défense contre les maladies ou les stress abiotiques mais ils ont été principalement 

étudiés pour leurs effets pharmacologiques chez l’Homme. Dans la chicorée, diverses bio-activités ont 

été attribuées aux composés phénoliques. Parmi une liste non exhaustive d’effets, il a été montré que 

les acides hydroxycinnamiques possèdent une activité antioxydante [Dalar et Konczak, 2014 ; Jurgoński 

et al., 2012], un effet hépatoprotecteur [Zhang et al., 2014] et jouent un rôle dans la régulation 

glycémique [Azay-Milhau et al., 2013]. Des effets anti-inflammatoires ont, par ailleurs, été démontrés 

pour la cyanidine-3-O-(6ʺ-malonyl-β-glucopyranoside) qui est une anthocyanine caractérisée dans les 

feuilles de chicorée [Mulabagal et al., 2009]. Des études ont aussi démontré le pouvoir antimicrobien 

des extraits de composés phénoliques [Verma et al., 2013 ; Khalaf et al., 2018 ; Bernard et al., 2020] 

ainsi qu’un effet répulsif de la cichoriine, une coumarine produite dans les feuilles de chicorée, sur 

Schistocerca gregaria en 1985 par Rees et Harbone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

 

Figure i.3. Voie de biosynthèse des composés phénoliques issus de la voie du shikimate [Câmara et 

al., 2021]. 4CL : 4-coumaryl : CoA ligase ; ANS : anthocyanidin synthase ; C4H : acide 4-hydroxylase ; CHR : chalcone 

reductase ; CHS : chalcone synthase ; DFR : dihydroflavanone reductase ; FHT : flavanone hydroxytransferase ; FLS : flavonol 

synthase ; FSI : flavanone synthase ; IDS : isoflavanone synthase ; LAR : leucoanthocyanidin synthase ; PAL : phenylalanine 

ammonia lyase ; StSy : Stilbène synthase ; TAL : tyrosine ammonia lyase. 

 

Les composés terpéniques 

 Avec plus de 40 000 composés identifiés, les terpènes font partie de la classe la plus 

importante des métabolites spécialisés [Aharoni et al. 2005]. Ils sont constitués d’une ou plusieurs 

unités d’isoprène et ont pour précurseur l’isopentényl pyrophosphate (IPP) ou son isomère le 

diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP). Ils sont classés en fonction du nombre d’unités isoprène qu’ils 

contiennent [Petrović et al., 2019] (Tableau i.3). Lorsque les terpènes ont leur squelette modifié ou 

réarrangé par l’addition d’un groupe fonctionnel ou d’une structure, ceux-ci sont alors qualifiés de 

terpénoïdes. 
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Tableau i.3. Classification des terpènes en fonction de leur squelette carboné. 

Squelette carboné Nom Nom re d’isoprène 

C5 Hémiterpène 1 

C10 Monoterpène 2 

C15 Sesquiterpène 3 

C20 Diterpène 4 

C25 Sesterpène 5 

C30 Triterpène 6 

C35 Sesquarterpène 7 

C40 Tétraterpène 8 

C > 40 Polyterpène + de 8 

 

 Les composés terpéniques peuvent être formés à partir de 2 voies   la voie de l’acide 

mévalonique (MVA), opérant principalement dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et les 

péroxysomes des eucaryotes et la voie du 2-C-méthylérythritol-4-phosphate (MEP), opérant dans les 

plastes et chez la plupart des bactéries [Singh et Sharma, 2015 ; Wang et al., 2019]. Même si quelques 

études montrent la présence d’échanges entre la voie du MEP et la voie du MVA [Aharoni et al., 2003 ; 

Chen et al., 2011], on considère généralement que les monoterpènes et les diterpènes sont produits 

par la voie plastidiale tandis que les sesquiterpènes et les triterpènes sont produits par la voie 

cytosolique. Chez la chicorée, on retrouve majoritairement des sesquiterpènes associés à un 

groupement α-méthylène-γ-lactone (ou lactone sesquiterpéniques ou STLs), produits par la voie du 

mévalonate. Le MVA sert de précurseur à l’IPP ou le DMAPP dont la condensation permet d’obtenir 

un squelette à 10 carbones   le géranyl diphosphate (GPP). A partir de cette molécule résultante, l’ajout 

d’une nouvelle molécule d’IPP permet la formation de farnésyl diphosphate (FPP), le précurseur des 

sesquiterpènes (Figure i.4) [Habtemariam, 2019 ; Petrović et al., 2019]. Une série de réarrangements 

et de cyclisations du FPP est ensuite réalisée par des sesquiterpène synthases, produisant toute une 

variété de composés dont des guaianolides, eudesmanolides et germacranolides retrouvés chez la 

chicorée [Seaman, 1982 : Durairaj et al., 2019].  
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Figure i.4. Voie de biosynthèse des terpènes dans les plantes [Heldt, 2005]. 

 

 Plus d’une cinquantaine de S Ls ont été identifiées dans le genre Cichorium [Akber Aisa et al., 

2020], mais seules 18 d’entre elles ont été décrites dans la racine ou le latex racinaire de C. intybus. 

Parmi ces 18 STLs, on retrouve majoritairement des guaianolides ainsi que quelques germacranolides 

et eudesmanolides. Les guaianolides sont formées selon une voie de biosynthèse partiellement 

caractérisée débutant par la cyclisation du FPP en germacrène A via l’enzyme germacrène A synthase 

[de Kraker et al., 1998], qui est ensuite oxydée en son acide par l’enzyme germacrène A oxydase 

[Nguyen et al., 2010]. Cette molécule est ensuite convertie en costunolide par la costunolide synthase 

[Liu et al., 2011], puis des kauniolide synthases prennent le relai pour former la kauniolide [Cankar et 

al., 2022]. Les étapes suivant la formation de kauniolide sont encore méconnues mais elles aboutissent 

à la production d’une quinzaine de STLs, comprenant la lactucine (Lc), la 8-désoxylactucine (dLc), la 

lactucopicrine (Lp) et leurs formes 11(S),13-dihydro-, oxalatées ou glycosylées. La liste des STLs 

retrouvées dans la racine de C. intybus est résumée dans le tableau i.4.  

 

 Les terpénoïdes sont principalement connus pour leur activité de défense de la plante contre 

des herbivores ou des pathogènes et pour l’émission de composés volatiles. Chez la chicorée, la 

majorité des STLs extraits à partir des feuilles ou des racines ont démontré, entre autres, des effets 



26 
 

anti-malaria [Bischoff et al., 2004], anti-inflammatoire [Cavin et al., 2005 ; Ripoll et al., 2007], hépato-

protecteur [Ahmed et al., 2008], antiparasitaire [Foster et al., 2011 ; Peña-Espinoza et al., 2015 ; Peña-

Espinoza et al., 2017], antifongique [Mares et al., 2005] ou encore une activité répulsive contre certains 

insectes [Rees et Harbone, 1985].  

 

1.4. L’amertume de la chicorée. 

 Malgré son utilisation ancestrale, ses nombreux effets sur la santé et son potentiel rôle 

d’ingrédient fonctionnel, la principale caractéristique de la chicorée retenue par le grand public est son 

amertume. Dans le genre Cichorium, il est décrit que l’amertume est due à la présence des STLs dans 

la plante fraîche. Ce postulat a d’ailleurs été démontré, en 1990, avec deux études mettant en œuvre 

des analyses sensorielles. D’une part, l’équipe de Van Beek et al. [1990] a étudié les racines de C. 

intybus L. et a réalisé une purification de six STLs dans le but de les utiliser pour une analyse sensorielle. 

Le test gustatif de ces six S Ls a permis l’attribution d’un seuil de perception pour chacune d’entre 

elles. Un seuil de perception bas signifiant qu’une concentration moins importante est nécessaire pour 

percevoir la molécule et donc que cette molécule est plus amère. Ces analyses ont montré que la 

lactucine (Lc), avec un seuil de perception de 1,7 ppm, était la moins amère tandis que la lactucopicrine 

(Lp) et la 11(S),13-dihydrolactucopicrine (DHLp) étaient considérées comme les plus amères avec des 

seuils de perception de 0,5 et 0,2 ppm, respectivement. D’autre part, l’équipe de Price et al. [1990] 

ayant réalisé une étude sur des feuilles de C. intybus L., a aussi établi une corrélation positive entre la 

présence de S Ls et l’amertume après dégustation de feuilles de chicorée et dosage de leur contenu 

en STLs. La molécule la plus amère a aussi été estimée grâce à cette analyse sensorielle mais 

contrairement à l’étude précédente, c’est un glycoside de lactucine qui a été désigné comme la 

molécule majoritairement contributrice de l’amertume. D’autres études ont démontré l’implication 

des S Ls dans l’amertume. Par exemple, Schenck et Graf [1939] ont établi la valeur d’amertume de la 

Lc et de la Lp de Lactuca virosa par analyse sensorielle du jus de la plante et ont démontré que la 

lactucopicrine est plus amère que la lactucine. Yanagisawa et Misaka [2022] ont réalisé une étude 

sensorielle en utilisant un système in vitro grâce à l’expression d’un récepteur de l’amertume, nommé 

TAS2R46, par des cellules humaines. En appliquant différentes concentrations de Lc, Lp, 11(S),13-

dihydrolactucine (DHLc) et DHLp aux cellules, une réponse dose-dépendante est observée et une 

réaction plus vive est obtenue pour la DHLp et la Lp. L’ensemble de ces données semblent confirmer 

les premières observations réalisées par Van Beek et al. [1990]. 
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2. L’amertume, une saveur souvent mal aimée. 

 

 2.1. La perception des saveurs et l’amertume. 

 Le goût joue un rôle important dans l’alimentation. Il permet d’apprécier ou non un repas mais 

aussi d’attribuer des saveurs aux aliments. Ces saveurs sont généralement évoquées au nombre de 

cinq   le sucré, le salé, l’amer, l’acide et l’umami. La détection de ces saveurs passe par des cellules 

réceptrices du goût (ou TRCs pour taste-receptor cells) regroupées en clusters dans les papilles 

gustatives le long de la langue et du palais [Krasteva-Christ et al., 2020]. Chaque saveur est reconnue 

par des TRCs classés en fonction de leur morphologie. Les TRCs de type I et III sont des récepteurs 

ionotropes (récepteurs transmembranaires dotés d’un canal ionique s’ouvrant lors de la 

reconnaissance d’un ligand) capable de reconnaitre le goût salé [Vandenbeuch et al., 2008 ; 

Chandrashekar et al., 2010] et l’acide [Tomchik et al., 2007] respectivement (Figure i.5). Les saveurs 

sucrée, amère et umami sont perçues par des TRCs de type II (récepteurs métabotropes couplés à une 

protéine-G, changeant de conformation lors de la reconnaissance d’un ligand) [Adler et al., 2000 ; 

Chandrashekar et al., 2000 ; Nelson et al., 2001 ; Li et al., 2002 ; Nelson et al., 2002] (Figure i.5). Ces 

récepteurs couplés aux protéines G sont étudiés depuis de nombreuses années pour élucider les 

différentes voies permettant de différencier les saveurs sucrée, amère et umami. On estime que les 

TRCs de type II peuvent être divisés en 2 sous-groupes : les récepteurs de goût de type 1 (ou TAS1Rs 

pour type 1 taste receptors) capables de percevoir le sucré [Nelson et al., 2001 ; Li et al., 2002 ; Ohkuri 

et al., 2009] et l’umami [Li et al., 2002 ; Nelson et al., 2002], et les récepteurs de goût de type 2 (ou 

TAS2Rs) correspondant aux récepteurs de l’amertume [Adler et al., 2000 ; Chandrashekar et al., 2000].  

 

 

Figure i.5. Représentation des différents récepteurs permettant de distinguer les 5 saveurs. 

 

 Pour le moment, 25 récepteurs TAS2Rs codés par une famille de gènes du même nom ont été 

identifiés chez l’humain [Behrens et al., 2007]. Parmi ces récepteurs, certains ont la capacité de 

s’activer uniquement en présence de ligands spécifiques, par exemple le récepteur hTAS2R3 réagit à 
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la chloroquine [Di Pizio et Niv, 2015], tandis que d’autres comme les récepteurs h AS2R14, h AS2R10 

et hTAS2R46, peuvent interagir avec une large variété de substances amères appartenant autant à la 

classe des phénylpropano des, qu’aux alcalo des ou aux terpéno des [Behrens et al., 2004 ; Brockhoff 

et al., 2007 ; Intelman et al., 2009 ; Roland et al., 2011 ; Lossow et al., 2016]  

 

2.2. L’amertume chez les végétaux.  

 Bien que le goût soit très culturel et dépendant des habitudes alimentaires, il est 

traditionnellement admis que la détection de ces cinq saveurs a pour but d’apporter des informations 

sur le contenu nutritif mais aussi d’évaluer l’absence de danger lors de l’ingestion d’aliment. C’est 

notamment le rôle des récepteurs de l’amertume de provoquer une réaction de rejet lors de l’ingestion 

de composés toxiques [Garcia et Hankins, 1975 ; Grill et Norgen, 1978 ; Travers et Norgen, 1986].  

 

 Dans le monde végétal, l’amertume est généralement attribuée aux métabolites spécialisés 

produits par de nombreuses plantes alimentaires. Ces plantes appartiennent à diverses familles telles 

que Apiaceae, Asparagaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Cannabaceae, Capparacea, Cucurbitaceae, 

Ericaceae, Fabaceae, Juglandaceae, Oleaceae, Pedaliaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, 

Solanaceae, Sterculiaceae, Theaceae, ou encore Vitaceae. Le tableau i.5 liste de manière non 

exhaustive les plantes alimentaires amères et les nombreux composés responsables de cette 

amertume. Ainsi on retrouve des alcaloïdes, des glucosinolates, des composés phénoliques ou encore 

des composés terpéniques. Afin de déterminer l’implication de ces composés dans l’amertume des 

plantes, les études ont généralement eu recourt à des analyses sensorielles en consommant soit une 

partie de la plante, soit les molécules supposées amères et préalablement isolées. Cependant, 

l’analyse sensorielle n’étant pas toujours réalisable, des alternatives ont été développées comme 

l’utilisation d’un système cellulaire exprimant les récepteurs  AS2R [Brockhoff et al., 2007] ou 

l’utilisation de bases de données comme BitterDB ou BitterPredict [Dagan-Wiener et al., 2017 ; Dagan-

Wiener et al., 2019]. Malgré ces méthodes et outils, l’amertume reste parfois difficile à établir. En effet, 

elle peut être due à la présence d’un seul composé présent en grande quantité dans une plante ou à 

l’association de plusieurs composés présents en petites quantités. De plus, il est possible qu’un 

composé perçu comme amer dans une plante ne le soit pas dans une autre suite à la présence d’autres 

composés pouvant compenser l’amertume [Breslin, 1996]. 
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2.3. Présentation des différentes méthodes de désamérisation. 

 L’amertume étant une saveur retrouvée dans de nombreuses plantes alimentaires, elle 

représente un intérêt économique selon le désir et le goût des consommateurs. Pour les boissons de 

type café, bière ou thé, celle-ci est souvent recherchée tandis que pour d’autres aliments, elle 

constitue un frein à la consommation.  

 

 Pour pallier l’aversion que peut provoquer l’amertume, la plus ancienne des méthodes reste 

la sélection variétale résultant de croisements avec des variétés peu amères comme pour les cas du 

concombre (Cucumis sativus) et l’amande (Prunus dulcis). L’étude de populations réalisée par Qi et al. 

[2013] a montré que la domestication du concombre est à l’origine de la diminution de l’amertume 

suite à de multiples sélections spécifiques de la région comprenant le gène Bitter Fruit (Bt). La 

domestication de l’amande par sélection variétale a aussi permis d’obtenir des fruits comestibles 

notamment grâce à la diminution de la fréquence des allèles responsables de la production de 

l’amygdaline, composé responsable de l’amertume [Dicenta et Garcia, 1993]. Plus récemment, une 

sélection divergente a été réalisée avec différents génotypes de chou kale (Brassica oleracea var. 

acephala), variables dans leur contenu en glucosinolates. Il en a résulté la génération de génotypes 

contenant moins de glucosinolates, et donc moins amers [Sotelo et al., 2016]. La désamérisation par 

la sélection variétale présente l’avantage de générer des variétés ou des génotypes dont l’amertume 

est modulée, et donc de garder les propriétés bénéfiques attachées aux composés responsables de 

cette saveur. Cependant, cette méthode reste longue puisqu’en fonction de la plante, elle peut 

prendre plusieurs années. De plus, pour certaines espèces, il n’existe pas de génotypes moins amers 

déjà présents sur le marché avec lesquels se reproduire ou encore, ces espèces peuvent avoir des 

facteurs limitant la reproduction. 

 

De nombreuses autres approches ont été mises en place pour réduire l’amertume des plantes ou des 

produits alimentaires issus des plantes, dont : 

 1) Le retrait des tissus périphériques de la plante, du légume ou du fruit. C’est le cas du radis 

(Raphanus sativus L.) dont les épluchures sont riches en glucosinolates [Carlson et al., 1985] ou encore 

des tubercules de pomme de terre dont les parties vertes sont riches en glycoalcaloïdes [Uluwaduge, 

2018]. Cette méthode présente l’avantage de considérablement diminuer l’amertume lorsque les 

molécules qui en sont responsables sont situées dans la partie externe de la plante, du légume ou du 

fruit. Néanmoins, cette solution n’est pas adaptable à toutes les plantes et notamment lorsque ce sont 

les feuilles qui sont consommées. De plus, il est traditionnellement admis qu’une majorité des 

nutriments sont concentrés dans la peau ou la partie externe des aliments, aussi cette méthode 
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provoque une perte des propriétés nutritionnelles ainsi que des bienfaits des aliments. Cela a 

notamment été montré pour le quinoa (Chenopodium quinoa), où une analyse d’une méthode de 

retrait du péricarpe de la graine a entraîné une réduction de  0% de l’amertume du quinoa, mais 

surtout une diminution des composés phénoliques qui sont responsables des effets bénéfiques pour 

la santé [Gómez-Caravaca et al., 2014].  

 2) L’immersion des aliments pendant plusieurs heures dans de l’eau froide ou bouillante 

permet de retirer une quantité non négligeable de molécules amères. Cette méthode est facile à 

mettre en place et a déjà montré son efficacité pour de nombreuses espèces telles que la chicorée 

[Kops et Gevers Deijnoot, 1853, Twarogowska et al., 2020], le quinoa [Quispe-Fuentes et al., 2013] ou 

encore la moutarde [Sindhu et al., 2012], mais encore une fois, elle ne peut être adaptée à tous les 

végétaux puisque les composés amers ne sont pas toujours solubles ou stockés dans les tissus 

externes. 

 3) La fermentation ou la germination peuvent permettre de modifier les saveurs et parfois, de 

réduire l’amertume comme cela a pu être démontré pour le thé noir [Chen et al., 2021] ou pour le 

chocolat dont la fermentation a réduit de 6 à 17% la quantité de polyphénols [Nazaruddin et al., 2006]. 

Cette méthode, au même titre que celles présentées ci-dessus, reste limitée à certaines plantes 

alimentaires et peut résulter en un changement drastique du produit et de sa façon de le consommer.   

 4) L’ajout de composés permettant de masquer ou de compenser l’amertume d’un produit 

transformé à partir d’une plante. Cela peut être réalisé en jouant sur les saveurs, avec l’ajout de sucre, 

de sels ou encore d’acidité pour dominer le goût amer [Breslin, 1996] mais ceci contribue aussi à 

modifier les propriétés nutritives de l’aliment et peut, dans certains cas, entrainer des effets 

indésirables sur la santé. Il est aussi possible d’ajouter des bloqueurs de l’amertume dans la 

composition d’un produit tel que la β-cyclodextrine, ou le sel de sodium de l’homoériodictyol couplé à 

des sucres [Gaudette et Pickering, 2012], ou des inhibiteurs des récepteurs TAS2R [Slack et al., 2010 ; 

Greene et al., 2011 ; Roland et al., 2014], mais cela reste une solution au cas par cas. Les bloqueurs 

sont souvent spécifiques d’un composé donné tout comme les inhibiteurs de récepteurs sont souvent 

spécifiques d’un récepteur  AS2R. D’autres méthodes visant à modifier la diffusion des composés 

amers ont été élaborées : l’ajout de composés lipidiques ou d’huiles qui agissent comme surfactant ou 

emprisonnent les molécules amères [Fujita et Kuroki, 2004], ou l’ajout de carbohydrates qui, en 

réaction à la salive, vont créer un gel diminuant la vitesse de diffusion des molécules amères [Sun-

Waterhouse et al., 2013]. Ces méthodes présentent l’inconvénient de provoquer un changement des 

propriétés physico-chimiques des produits alimentaires avec notamment une augmentation de la 

viscosité. 

 5) Les approches d’ingénierie génétique permettant de moduler la production de molécules, 

de manière rapide et souvent à moindre coût. La mise en place de ces méthodes nécessite soit 
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l’identification de gènes induisant une forte modification des saveurs, soit l’identification des voies de 

biosynthèse des molécules responsables de l’amertume. Dans le premier cas, on peut noter des 

travaux de transgénèse utilisant principalement Agrobacterium tumefaciens pour introduire des gènes 

produisant des protéines au goût sucré telles que la thaumatine chez la pomme de terre [Witty, 1990], 

le concombre [Szwacka et al., 2002], la tomate [Bartoszewski et al., 2003], la miraculine chez la laitue 

[Sun et al., 2006], ou la monelline chez la tomate [Reddy et al., 2015]. Dans le second cas, il existe 

encore peu de travaux parlant de la régulation ou l’édition des gènes impliqués dans la synthèse des 

molécules amères. Pour le moment, on peut noter les travaux réalisés chez Brassica juncea dans 

lesquels le RNAi a permis de moduler la production de glucosinolates [Augustine et Bisht, 2019], ou 

encore l’utilisation de CRISPR/Cas9 chez Solanum tuberosum pour générer des lignées ne produisant 

plus de α-solanine [Nakayasu, 2018] ou chez Cichorium intybus pour diminuer la production de STLs 

[Cankar et al., 2021 ; Cankar et al., 2022]. Bien que ces méthodes permettent de générer rapidement 

des plantes, celle-ci sont considérées comme des organismes génétiquement modifiés (OGM) et leur 

culture reste impossible dans de nombreux pays, notamment en Europe. 

 

3. L’édition du génome chez les plantes. 

 

 Depuis plusieurs années déjà, les travaux sur la transformation génétique des végétaux se sont 

développés avec pour but d’élucider la fonction des gènes, d’améliorer les systèmes végétaux, de 

moduler la production de molécules d’intérêt, ou même de créer de nouvelles variétés. Les premières 

publications sur les plantes transgéniques datent des années 1980 [Herrera-Estrella et al., 1983] et les 

premières cultures de plantes transgéniques sont apparues, dès 1994, aux Etats-Unis [Herrera-Estrella 

et al., 2004]. Cependant, en France et plus globalement en Europe, la culture de plantes OGM reste 

encore très limitée et très réglementée. En France, la législation est très stricte puisqu’aucune culture 

OGM à des fins commerciales n’est autorisée. Une centaine d’OGM ou de produits dérivés sont 

toutefois autorisés à la vente pour l’alimentation humaine et animale sur le territoire [Ministère de la 

Transition écologique et de la Cohésion des territoires, France]. 

 

3.1. Edition du génome. 

 Initialement la transgénèse permettait de faire de la génétique inverse, c’est-à-dire, de partir 

d’un gène dont on veut déterminer la fonction et de le surexprimer ou de l’exprimer de manière 

ectopique. Depuis une dizaine d’années, la recherche s’est tournée vers l’édition génomique 

consistant à modifier un gène en l’inactivant, en introduisant un autre gène ou une mutation spécifique 

voire en corrigeant une mutation afin d’observer le phénotype induit via l’utilisation de nucléases 
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(enzyme clivant les chaînes d’acides nucléiques). On peut compter 3 techniques spécifiques : les 

nucléases en doigts de zincs, les nucléases effectrices de type activateur de transcription (ou TALEN) 

et les systèmes Cluster Regularly Interspace Short Palindromic Repeats (CRISPR)–associated (CAS).  

Ces systèmes permettent de cibler spécifiquement un endroit du génome afin d’y induire une cassure 

double brin. Ces cassures peuvent ensuite être réparées de deux façons différentes : par 

recombinaison homologue en présence d’un ADN homologue ou donneur, ou par jonction 

d’extrémités non-homologues (Figure i.6). La recombinaison homologue est une réparation 

conservatrice permettant la correction d’un gène ou le remplacement de celui-ci dans le cas de 

l’insertion d’un ADN exogène. La jonction d’extrémités non-homologues est une réparation non 

conservatrice créant des insertions ou des délétions de quelques nucléotides dans un locus spécifique, 

pouvant mener à un knock-out [Arshid Shabir, 2021].  

 

Figure i.6. Exemple de réparations induites à la suite d’une cassure dou le-brin. 

 

3.2. Historique de CRISPR/Cas. 

 Le système CRISPR/Cas a été découvert chez les archées et les bactéries, où il est 

naturellement présent en tant que système immunitaire adaptatif [Jansen et al., 2002 ; Lander, 2016]. 

Chez les procaryotes, ce système a pour but de dégrader des gènes exogènes ou des plasmides 

provenant de phages et d’empêcher la mort de l’organisme. Ce système a premièrement été mis en 

évidence, en 1987, chez Escherichia coli par la découverte de séquences répétées de 29 nucléotides, 
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espacées de 5 séquences non-répétitives de 32 nucléotides (= spacer) [Ishino et al., 1987], mais ce 

n’est qu’en 2005, que le rôle d’immunité adaptative bactérienne a été suggéré [Bolotin et al., 2005 ; 

Mojica et al., 2005]. En effet, c’est à ce moment que les chercheurs ont trouvé que les séquences 

« spacers » étaient homologues aux séquences virales et plasmidiques de certains procaryotes 

capables d’infecter les bactéries. Il faudra attendre 200  pour que des travaux prouvent le rôle de 

CRISPR dans l’immunité adaptative bactérienne [Barrangou et al., 2007]. Le mécanisme d’action de 

CRISPR a été élucidé en 2010 par Garneau et al., et la reconstitution in vitro du système CRISPR a 

permis de comprendre les éléments clés indispensables à son fonctionnement [Sapranauskas et al., 

2011]. 

 

3.3. Mécanisme d’action du CRISPR. 

 Actuellement, le système CRISPR/Cas est catégorisé en 2 classes, 6 types et plus d’une 

trentaine de sous-types. Les systèmes CRISPR/Cas de classe 1 sont majoritairement retrouvés dans les 

archées tandis que les systèmes CRISPR/Cas de classe 2 sont retrouvés chez les bactéries et sont plus 

adaptés pour la recherche et l’ingénierie génétique [Koonin et al., 2017 ; Tang et Fu, 2018]. Le système 

CRISPR/Cas de classe 2 inclut : le sous-type II, caractérisé par la nucléase Cas9, le sous-type V, 

caractérisé par les nucléases Cas12, et le sous-type VI, caractérisé par les nucléases Cas13 [Koonin et 

al., 2017 ; Tang et Fu, 2018]. Le système CRISPR/Cas de type II est, pour le moment, celui dont la 

compréhension est la plus avancée et pour lequel de nombreuses méthodes d’application ont été 

développées. Dans la nature, ce système requiert 3 éléments : un crRNA (CRISPR RNA) de 20 

nucléotides qui contient la séquence identique à la séquence ciblée et joue le rôle de guide, une 

protéine Cas9 possédant des domaines nucléases HNH et RucV capables de cliver les deux brins de 

l’ADN, et un tracrRNA (trans-activating crRNA) de 80 nucléotides qui permet de mettre en interaction 

le crRNA avec la protéine Cas9 [Jinek et al., 2012 ; Gasiunas et al., 2012]. Les avancées dans la biologie 

moléculaire ont permis de fusionner le crRNA et le tracrRNA en un simple guide (sgRNA) chimérique, 

permettant la simplification du système CRISPR/Cas. Ainsi, seuls un ou des sgRNAs et une 

endonucléase Cas9, sont nécessaires pour constituer le complexe moléculaire qu’est CRISPR/Cas9 

[Jinek et al., 2012] (Figure i.6). La liaison à l’ADN du complexe Cas9-sgRNA nécessite la reconnaissance 

d’un motif PAM (protospacer-adjacent motif) sur le gène cible. Ce motif est retrouvé en aval (en 3’) de 

la séquence cible et correspond généralement à une séquence 5’-NGG-3’ (N désignant n’importe quel 

nucléotide) mais cela peut varier selon le type de Cas utilisée [Jinek et al., 2012 ; Liu et al., 2020]. 

Lorsque le sgRNA est parfaitement complémentaire à la séquence du gène, la protéine Cas9 induit une 

cassure double brin au niveau du 3ème nucléotide en amont du motif PAM (Figure i.6). 
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 Même si CRISPR/Cas9 est considéré comme un système d’édition du génome précis, parfois 

des hybridations aspécifiques du sgRNA peuvent avoir lieu et donner naissance à des mutations hors-

cible appelées mutations off-target. Les mutations off-target correspondent à des clivages non-

spécifiques de gènes pouvant provoquer des mutations non attendues. Pour minimiser l’apparition 

des mutations off-target, de nombreux outils tels que CRISPOR (crispor.tefor.net) [Haeusslet et al., 

2016] sont disponibles en ligne, et permettent le design de sgRNA ainsi que la prédiction de mutations 

off-target potentielles. Néanmoins, bien que ces outils soient utiles pour débuter une recherche de 

séquences cibles, il est nécessaire de prendre en compte la séquence du sgRNA pour minimiser le 

nombre de mutations off-target. En effet, il faut savoir que l’on considère le sgRNA comme divisé en 2 

parties : une séquence « seed » de 10-12 nucléotides au niveau de l’extrémité 3’ (proche du motif 

PAM), relativement intolérante aux mismatchs (ou mésappariements), et une séquence « non-seed » 

de 8-10 nucléotides vers l’extrémité 5’ plutôt tolérante envers les mésappariements (Figure i.7). La 

présence de mésappariements dans la séquence « seed » tend à réduire l’activité de clivage de la Cas9 

tandis que la présence de mésappariements dans la séquence « non-seed » n’affecte pas l’activité de 

la protéine Cas9 mais pourrait être à l’origine d’hybridations aspécifiques [Jinek et al., 2012 ; Miano et 

al., 2016]. 

 

 

Figure i.7.  eprésentation d’un s  N  [Miano et al., 2016]. Le crRNA contient les 20 nucléotides spécifiques 

de la séquence ciblée dont la séquence « seed » intolérante aux mésappariements (rouge) et la séquence « non-seed » 

tolérante aux mésappariements (grise). DSB : lieu de la cassure double brin.  

 

4. Contexte et objectifs de la thèse 

 Les travaux de cette thèse s’inscrivent dans le projet « Amertume » de l’équipe mixte Chic41H 

(Chicory for One Health) associant des chercheurs de l’entreprise Florimond-Desprez et de l’Institut 

Charles Viollette. Plusieurs axes de recherche sont associés à ce projet tels que l’analyse de la 

variabilité des gènes et facteurs de transcription impliqués dans l’amertume de la chicorée, la 

caractérisation des différentes S Ls, la recherche de variants naturellement moins amers et l’édition 

par CRISPR/Cas9 des gènes impliqués dans la synthèse des STLs. Ces multiples axes ont pour but de 

mieux comprendre les différentes étapes de la voie de biosynthèse conduisant à la production des 

STLs, afin de permettre, à terme, de créer des nouvelles variétés de chicorée industrielle dont 

l’amertume aura été diminuée, voire des variétés dont l’amertume aura été augmentée (dans le cas 



40 
 

d’une augmentation de l’activité antiparasitaire pour l’alimentation animale, par exemple). 

L’obtention de chicorées moins amères pourrait être réalisée par des approches de sélection variétale 

classique, toutefois cela nécessite une sélection longue et fastidieuse, en plus de procéder aux tests 

gustatifs de nombreuses plantes, ce qui semble irréalisable. L’idée de réaliser de la mutagénèse dirigée 

via le système CRISPR/Cas9 permettrait un gain de temps considérable puisqu’il serait alors possible 

de confirmer les gènes indispensables pour l’expression du trait « amertume ». En disposant de 

chicorées moins amères, le développement d’ingrédients fonctionnels utilisables dans le domaine de 

l’agro-alimentaire ou la santé pourra être développé. En effet, la chicorée industrielle possède de 

nombreux effets sur la santé comme cela a été évoqué à de multiples reprises dans cette introduction 

mais son utilisation en agroalimentaire reste encore limitée à l’heure actuelle. Différentes études, 

présentées dans cette introduction, ont cherché à incorporer des extraits de chicorée sous forme de 

poudre ou de farine dans différents produits alimentaires. Ces alternatives aux produits 

« traditionnels » ont été réalisées dans le but d’améliorer la texture, la cuisson ou encore la qualité 

nutritionnelle de ceux-ci. Cependant cette incorporation de sous-produits de chicorée reste limitée à 

la suite de la perception d’un goût amer souvent peu apprécié des consommateurs.  

 

 Ma thèse, focalisée sur le lien entre l’amertume de la chicorée industrielle et les gènes de la 

voie de biosynthèse des S Ls, contribue à ce projet. Elle a pour objectif de moduler l’amertume de la 

chicorée industrielle par des moyens d’ingénierie génétique tels que CRISPR/Cas9. Cette finalité ne 

peut être obtenue qu’en passant par l’identification et la caractérisation des gènes impliqués dans la 

voie de biosynthèse des STLs, la vérification du lien de causalité entre les gènes et la production des 

STLs, et enfin l’application sur du matériel d’intérêt agronomique. Au cours de ma thèse, mes travaux 

ont porté sur des chicorées d’intérêt agronomique différent : 

o D’un côté, la chicorée ChicBitter002 dont l’entreprise Florimond-Desprez possède un génome 

séquencé et partiellement annoté. Cette chicorée ChicBitter002 est un clone maintenu in vitro au 

sein du laboratoire et qui présente un intérêt pour la recherche expérimentale. En effet, il peut 

facilement être multiplié in vitro, présente la particularité de s’autoféconder ce qui constitue une 

caractéristique particulière au sein des chicorées industrielles, et toutes les plantes issues de ce 

clone présentent le même fond génétique même si des variations somaclonales due à la 

micropropagation peuvent survenir. De plus, de précédents travaux de transformation génétique 

sur le clone ChicBitter002 ont permis de montrer sa compatibilité avec la transformation médiée 

par Rhizobium rhizogenes [Bernard et al., 2019]. Grâce à toutes ces caractéristiques, la chicorée 

ChicBitter002 a été utilisée pour caractériser les séquences de nos gènes d’intérêt (Chapitre 1) et 

les éditer par CRISPR/Cas9 via une transformation stable médiée par R. rhizogenes (Chapitre 2) 

afin d’établir la preuve de concept démontrant que la mutation des gènes de la voie de biosynthèse 
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des STLs mène bien à une réduction de la production de ces molécules, et donc à une diminution 

de l’amertume de la chicorée.  

o D’un autre côté, des composantes de variétés de chicorée utilisées pour la création de 2 variétés 

cultivées. Afin de fournir du matériel plus adapté pour les sélectionneurs mais aussi de montrer 

qu’il est possible de transférer notre méthode d’édition par CRISPR/Cas9 à d’autres génotypes de 

chicorée, 5 composantes de chicorée nommées ChicBitter003, ChicBitter004, ChicBitter005, 

ChicBitter006 et ChicBitter007 ont aussi été utilisées. Ces composantes de chicorée sont des 

populations de plantes partageant un ou plusieurs caractères agronomiques d’intérêt pour les 

sélectionneurs et ont un pool de gènes communs. En général, une variété est composée d’un 

mélange de 3 composantes. La finalité est donc de rendre une ou deux composantes d’une variété 

moins amères afin d’introduire, par inter-croisements, des gènes mutés dans les variétés de 

chicorée et de les fixer. L’application de l’édition par CRISPR/Cas9 des gènes impliqués dans la voie 

de biosynthèse des STLs a été réalisée via une transformation transitoire des protoplastes de ces 

différentes composantes après plusieurs étapes d’optimisation et fera l’objet du Chapitre 3.  
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CHAPITRE 1 : Caractérisation des gènes 

impliqués dans la voie de biosynthèse des 

STLs. 
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1. Introduction. 

 

 Afin de mieux comprendre la voie de biosynthèse des lactones sesquiterpéniques et d’éditer 

le génome de la chicorée industrielle en vue de moduler l’amertume, il est nécessaire d’en identifier 

les gènes clés. Les premiers travaux sur les lactones sesquiterpéniques (STLs) de la chicorée remontent 

au 19ème siècle. En effet, la lactucine et la lactucopicrine ont été décrites pour la première fois par 

Buchner en 1833 et par Ludwig et Kromayer en 1862 [mentionnés par Schenck & Graf, 1936]. Le 

premier isolement de ces deux molécules a été réalisé par Holzer et Zinke en 1953, à partir de latex de 

racine de C. intybus L. Par la suite, d’autres S Ls de la classe des guaianolides ont été identifiées chez 

la chicorée, parmi lesquelles on retrouve la 8-déoxylactucine [Pyrek, 1985 ; Seto et al., 1988], les 

dérivés 11(S),13-dihydro-lactucine, 11(S),13-dihydro-8-déoxylactucine et 11(S),13-dihydro-

lactucopricine [Van Beek et al., 1990] ainsi que leurs dérivés glycosylés ou oxalatés [Seto et al., 1988 ; 

Sessa et al., 2000 ; Kisiel et  ielińska, 2001]. En parallèle de la caractérisation de ces STLs, 

l’identification des enzymes responsables de leur synthèse a été réalisée, entre 1998 et 2002, par 

l’équipe de Kraker et al. (Figure 1.1). Dans un premier temps en 1998, l’enzyme germacrène A synthase 

(GAS), permettant de convertir le FPP en germacrène A, a été identifiée. En 2001, les études autour de 

la voie de biosynthèse de la chicorée ont permis de découvrir et caractériser l’enzyme germacrène A 

oxydase (GAO), servant de catalyseur à la réaction d’hydroxylation de la germacrène A en l’acide 

germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-oïque. Enfin en 2002, la (+)-costunolide synthase (COS), qui convertit 

l’acide germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-oïque en (+)-costunolide, a été mise en évidence (Figure 1.1). 

En 2018, une étude menée par Liu et al. sur Tanacetum parthenium a permis de démontrer que la 

kauniolide, une lactone sesquiterpénique de type guaianolide, peut être synthétisée à partir du 

costunolide par une kauniolide synthase (KLS). Cela a été récemment confirmé chez C. intybus, en 

2022, par l’équipe de Cankar et al. (Figure 1.1). 

 

 Si l’élucidation du début de cette voie de biosynthèse a été rapide, plusieurs années ont été 

nécessaires pour déterminer les gènes impliqués. C’est ainsi que dès 2002, Bouwmeester et al. se sont 

intéressés à la GAS et ont démontré l’existence de 2 ADNc codant cette enzyme : un ADNc court de 

1674 paires de bases (pb) codant pour une protéine de 558 acides aminés et un ADNc long de 1749 pb 

codant pour une protéine de 583 acides aminés. L’analyse de ces deux ADNc a permis de déterminer 

qu’ils partagent  2% d’identité au niveau de leur séquence protéique et que les protéines produites 

exercent la même fonction : celle de convertir le FPP en germacrène A. Cette découverte implique 

donc l’existence d’au moins 2 gènes de la famille des sesquiterpène synthases codant pour la GAS. Par 

la suite, des travaux réalisés en 2010 ont démontré que la GAO, une enzyme de la sous-famille des 
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CYP71 appartenant aux cytochromes P450, était codée par un seul gène du même nom [Nguyen et al., 

2010]. Toutefois, il a été démontré in vitro que d’autres gènes codant pour des C P 1, tels que la 

valencène oxydase, permettent la conversion de la germacrène A en son acide [Cankar et al., 2011]. Il 

semblerait que les membres de la famille des CYP71 possèdent des motifs très conservés permettant 

de pallier l’action d’autres gènes C P 1AV in vitro [Eljounaidi et al., 2014]. Enfin, en 2011, Liu et al. ont 

démontré que l’enzyme COS, elle aussi de la famille des cytochromes P450, était codée par un seul 

gène. 

 

Figure 1.1.  oie de  ios nthèse des  uaianolides impli uées dans l’amertume de la chicorée. GAS : 

germacrène A synthase ; GAO : germacrène A oxydase ; COS : costunolide synthase ; KLS : kauniolide synthase. [1 : de Kraker 

et al., 1998 ; 2 : Bouwmeester et al., 2002 ; 3 : Bogdanovic et al., 2019 ; 4 : de Kraker et al., 2001 ; 5 : Nguyen et al., 2010 ; 6 : 

Cankar et al., 2011 ; 7 : de Kraker et al., 2002 ; 8 : Liu et al., 2011 ; 9 : Cankar et al., 2022] 

 

 Il a fallu plusieurs années pour que les travaux sur la caractérisation des gènes de la voie de 

biosynthèse des STLs reprennent. Ainsi, en 2019, Bogdanović et al. ont publié une nouvelle analyse des 

gènes codant la GAS et ont constaté que son expression génique était complexe. En effet, grâce au 

criblage d’une banque BAC construite à partir de deux génotypes différents de chicorée [Gonthier et 

al., 2010], il a été démontré que la forme longue de la GAS (GAS-L) était codée et exprimée par un seul 

gène, situé sur le locus du groupe de liaison 9 du génome de la chicorée [Bogdanović et al., 2019a], 

tandis que la forme courte de la GAS (GAS-S) était codée par cinq copies géniques situées sur le locus 

du groupe de liaison 3 du génome de la chicorée [Bogdanović et al., 2019a] (Figure 1.2). Néanmoins, 

l’expression de la GAS-S ne dépendrait que de 3 copies : GAS-S1 à GAS-S3. Les deux dernières copies 

GAS-S4a et GAS-S4b seraient des allèles d’un même pseudogène et ne permettraient pas de former de 

protéines fonctionnelles. En effet, la copie GAS-S4a disposerait d’un codon stop prématuré dans son 

1er exon et la copie GAS-S4b possèderait une insertion de 4862 paires de base (pb) au niveau de son 

3ème exon, correspondant à un rétrotransposon (Figure 1.2). Enfin, en 2022, Cankar et al., ont publié 

l’identification d’un cluster de 3 copies géniques codant pour la kauniolide synthase.  

Germacrène AFarnésyl pyrophosphate Acide germacra  
1(10),4,11(13) 
trien 12 o que

Costunolide Kauniolide

Lactucine (Lc) Lactucopicrine (Lp) 8 déoxylactucine (dLc)

  formes 11(S)13 dihydro 
(DHLc, DHdLc, DHLp)
  formes 15 oxalates 
  formes 15 glycosides

GAS short
GAS long GAO COS KLS

[1, 2, 3] [4, 5, 6] [ , 8] [9]
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Figure 1.2. Représentation schématique de la structure génomique des gènes GAS [ o danović et 

al., 2019a]. Case blanche : exon ; Case noire : intron ; Case grise : rétrotransposon ; Flèche : promoteur ; // : fin du BAC ; 

astérisque : codon stop. 

 

 Afin de caractériser les gènes clés impliqués dans la voie de biosynthèse des S Ls et d’éditer le 

génome de la chicorée industrielle dans l’objectif de moduler la production de ces molécules, 

l’identification structurelle des gènes de cette voie a d’abord été réalisée dans le génome partiellement 

annoté de la chicorée witloof dont dispose l’entreprise Florimond-Desprez. Par la suite, ces structures 

ont été alignées sur le génome de la chicorée industrielle ChicBitter002 afin d’obtenir les séquences 

nucléotidiques des gènes GAS, GAO et COS dont l’étude constituera la première partie de ce chapitre. 

La définition de séquences cibles pour l’édition par CRISPR/Cas9, à partir de la séquence des gènes 

identifiés dans le génome de la chicorée ChicBitter002 fera, dans son cas, l’objet d’une seconde partie 

de ce chapitre. Enfin, dans une troisième partie, il sera question de l’analyse de la variabilité génétique 

de 5 composantes de variétés de chicorée (ChicBitter003 à ChicBitter007). Les composantes étudiées 

ont pour vocation de générer 2 nouvelles variétés de chicorée et seront éditées par CRISPR/Cas9. Cette 

analyse a permis de calculer la variabilité génétique inter-composantes au niveau des gènes GAS, GAO 

et COS, mais aussi d’estimer si de nouvelles cibles pour l’édition par CRISPR/Cas9 devaient être définies 

dans ces composantes.  

  

 Ce premier chapitre se divise donc en 3 grandes parties   l’identification des gènes de la voie 

de biosynthèse des STLs dans le génome de chicorée industrielle, la définition de séquences cibles dans 

les gènes GAS, GAO, et COS de la chicorée ChicBitter002, et l’étude de la variabilité de ces gènes et la 

vérification des séquences cibles définies dans les composantes de variétés de chicorée ChicBitter003 

à ChicBitter007. 
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2. Matériel et Méthodes. 

 

2.1. Matériel végétal.  

 Des graines de chicorées appartenant à 5 composantes de variétés de chicorée (ChicBitter003, 

ChicBitter004, ChicBitter005, ChicBitter006, ChicBitter007), fournies par l’entreprise Florimond-

Desprez, ont été semées en serre (cycles de 16h de jour et 8h de nuit). Pour chacune des composantes, 

un lot de 15 plantes a été cultivé. La récolte des feuilles et des racines a été réalisée après 3 mois de 

culture pour analyser la variabilité génétique et phytochimique des 5 composantes cibles. 

 

2.2. Matériel génétique.  

 Les génomes séquencés de la chicorée witloof (programme CARGESE, non publié) et de la 

chicorée industrielle ChicBitter002 (données non publiées, Florimond-Desprez SA, France) ont été 

utilisés pour les analyses bio-informatiques et l’identification des gènes impliqués dans la voie de 

biosynthèse des STLs.  

 

2.3. Identification des gènes GAS, GAO et COS. 

 Les différents gènes candidats GAS, GAO, et COS ont été identifiés dans les séquences des 

génomes des chicorées witloof et ChicBitter002 à l’aide de l’outil Blastp dont le seuil d’identité était 

fixé à 85%. Les séquences des gènes GAS-S [Uniprot : Q8LSC2] et GAS-L [Uniprot : Q8LSC3] de 

Bouwmeester et al. [2002], du gène GAO [Uniprot : D5JBW8] de Nguyen et al. [2010], et du gène COS 

[Uniprot : G3GBK0] de Liu et al. [2011] ont été utilisées comme requêtes (query). L’analyse des gènes 

a pu être réalisée par l’interrogation de deux bases de données (subject) composée de : 26 367 

prédictions ab initio de gènes issus des séquences de Chicbitter002 (base de données non publiée, 

Florimond-Desprez SA, Cappelle-en-Pévèle, France) et 31 631 prédictions ab initio de gènes issus du 

génome de la chicorée witloof ou de leurs séquences génomiques complètes (base de données non 

publiée, programme CARGESE). Les hits significatifs ont été alignés sur les séquences de ChicBitter002 

par l’outil GMAP, et comparés à des banques protéiques de plusieurs espèces végétales telles que 

Artemisia annua [Shen et al., 2018], Cynara cardunculus var. scolymus [Scaglione et al., 2016], Lactuca 

sativa [Reyes-chin-Wo et al., 2017], Arabidopsis thaliana [Cheng et al., 2017], ou encore Theobroma 

cacao [Argout et al., 2011], et à des séquences transcrites de chicorées witloof et industrielle issues 

d’un RNA-seq (données non publiées, programme CARGESE et Florimond-Desprez SA, Cappelle-en-

Pévèle, France). Les gènes candidats pour GAS et GAO ont été également comparés aux banques BAC 

publiées par Bogdanović et al. [2019a] avec l’outil tBlastn. Enfin, les gènes GAS-S identifiés ont été 

comparés au génome de C. intybus Puna [Fan et al., 2022] via l’outil Blastp. Des alignements multiples 
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de séquences protéiques ont été réalisés via l’outil MAFF  et ClustalOmega pour générer des arbres 

phylogénétiques et des matrices d’identité nucléotidique [Katoh et al., 2019 ; Madeira et al., 2022]. 

 

2.4. Définition des séquences cibles dans les gènes GAS, GAO, et COS :  

 Les séquences cibles ont été définies par le logiciel CRISPOR (crispor.tefor.net) en se basant 

sur leur contenu en GC et leur score de Doench [Haeussler et al., 2016]. Deux séquences cibles ont été 

définies pour chacun des gènes suivants : GAO, GAS-L et GAS-S, sauf pour la copie GAS-S5 où une seule 

séquence cible a pu être identifiée. Les potentiels sites off-target associés aux séquences cibles ont été 

obtenus via l’outil Cas-OFFINDER [Bae et al., 2014] et vérifiés manuellement sur les séquences du 

génome de ChicBitter002 (données non publiées, Florimond-Desprez SA, Cappelle-en-Pévèle, France). 

La synthèse des sgRNAs correspondant aux séquences ciblées a été réalisée par l’entreprise Sigma-

Aldrich (Gilligan, UK) et leurs séquences peuvent être retrouvées dans la Figure 1.7.  

 

2.5. Préparation des pools d’ADN génomique. 

 L’ADN génomique de jeunes feuilles de chicorée (12 plantes par composante) a été extrait via 

le kit NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) selon le protocole du fabricant. 

L’intégrité des ADNs extraits a été vérifiée sur un gel d’agarose 1% (migration 45 min à 90 V). La 

quantification des ADNs extraits a été réalisée par fluorométrie à l’aide du kit fourni par le fabricant 

(Quantus Fluorometer, Promega BioSystems, France). Dans le cas où les concentrations obtenues 

étaient trop élevées, une dilution a été réalisée afin d’obtenir une concentration comprise entre 2 et 

10 ng/µL. Des pools d’ADN pour chaque composante ont ensuite été réalisés par le mélange de 10 ng 

d’ADN des 12 plantes appartenant à la même composante, permettant l’obtention de 5 pools d’ADN.  

 

2.6. Préparation des librairies d’ADN génomique.  

 Les 5 pools d’ADN ont été préparés selon le kit et le protocole « Celero EZ DNA-Seq library 

preparation workflowPCR » fourni par NuGEN (TECAN, Männedorf, Suisse) afin de permettre 

l’obtention de 5 librairies de fragments d’ADN, chacune correspondant à une composante de chicorée. 

Brièvement, les ADNs ont été fragmentés puis liés à des adaptateurs spécifiques à chaque composante. 

Les 5 librairies d’ADN ont ensuite été poolées afin d’obtenir un « méga-pool » à séquencer. La qualité 

et la concentration des 5 librairies d’ADN ainsi que du « méga-pool » ont été vérifiées à l’aide d’une 

puce à ADN High Sensivity (Agilent Technologies Inc., Californie, Etats-Unis). 
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2.7. Acquisition et traitement des données de séquençage.  

 Le séquençage des données a été réalisé au laboratoire de l’Institut du Cerveau (ICM) à la Pitié-

Salpêtrière à Paris par la technologie Illumina® (NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit 300 cycles). Le nettoyage 

et le traitement des données de séquençage ont été réalisés par le laboratoire de biométrie et 

génétique de Florimond-Desprez. Brièvement, la qualité de séquençage a été vérifiée par l’outil Fast C 

(bioinformatics.babraham.ac.uk) (couverture de séquençage, qualité des reads, taux de duplication, % 

de GC, % d’erreur de séquençage) et les adaptateurs ont été éliminés par l’outil  rimmomatic [Bolger 

et al., 2014]. Les reads restants ont été alignés sur le génome de référence de la chicorée dont dispose 

l’entreprise Florimond-Desprez avec l’outil B A-MEM [Li, 2013] et les informations d’alignement ont 

été stockées sous forme de fichier BAM. L’identification des variants alléliques a ensuite été effectuée 

via le pipeline GATK [Poplin et al., 2017] en utilisant les fichiers BAM correspondant aux composantes 

de chicorée et à ChicBitter002. Les fichiers de sortie obtenus ont été analysés de sorte à ne prendre en 

compte que les régions exoniques de nos gènes d’intérêt. Le pourcentage de variabilité allélique pour 

chaque gène est calculé par la division du nombre total de nucléotides variants détectés sur la taille 

(en nucléotide) de l’ADNc du gène correspondant. Le pourcentage de variabilité allélique de l’ensemble 

des gènes GAS est calculé par la somme des pourcentages de variation allélique de chaque gène d’une 

composante divisée par le nombre de gènes GAS. Le pourcentage de variabilité allélique de l’ensemble 

des gènes COS est calculé par la somme des pourcentages de variabilité allélique de chaque gène d’une 

composante divisée par le nombre de copies du gène COS. 

 

2.8. Détermination du contenu en STLs dans les chicorées.  

 Les racines de 6 plantes par composante ont été prélevées après 3 mois de culture, congelées 

dans de l’azote liquide, lyophilisées puis broyées. Cinquante mg de poudre de racine ont été extraits 

avec 1 mL d’eau ultra pure avec de 1% d’acide orthophosphorique sous agitation (900 rpm) à 45°C 

pendant 60 min. Les surnageants ont été récupérés après centrifugation (10 min, 4°C, 14 000 g), filtrés 

à travers une plaque de filtration 0,45 µm (AcroPep Advance, 350 µL, membrane Supor 0,45 µm, Pall) 

puis 100 µL ont été utilisés pour l’analyse par HPLC. Le contenu en S Ls a été déterminé par un système 

HPLC-DAD Prominence (Shimadzu) comprenant une pompe quaternaire (LC-20AD) et équipé d’un 

détecteur UV à barrette de diodes SPD-20AD. La séparation a été réalisée en phase inverse avec une 

colonne Kinetex® 2.6 μm PFP 100 Å LC Column de dimension 100 x 4,6 mm (Phenomenex®). L’élution 

a été réalisée pendant 21 minutes en utilisant un mélange binaire de solvants : Eau ultra pure (solvant 

A) et acétonitrile (solvant B), acidifiés avec 0,1 % (v/v) d’acide orthophosphorique. La température du 

four était de 45°C et le débit de travail était de 1,1 mL/min. Le volume d’injection des échantillons était 

de 10 μL. Le contenu total en S Ls a été exprimé par la somme des aires sous le pic de tous les S Ls 
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détectés à 254 nm et une comparaison de ces contenus en STLs entre les différentes composantes a 

été réalisée par un test statistique Welch-ANOVA suivi d’un test post-hoc de Games-Howell.  

 

3. Résultats. 

 

3.1. Caractérisation des gènes de la voie de biosynthèse des STLs. 

 Aucun génome de chicorée industrielle n’étant disponible dans les banques de données 

publiques, l’obtention des séquences des gènes d’intérêt pour la chicorée ChicBitter002 s’est réalisée 

en 2 temps.  out d’abord, l’identification des gènes GAS, GAO et COS impliqués dans la voie de 

biosynthèse des STLs a été possible grâce à la réalisation d’un Blastp entre le génome de la chicorée 

witloof et les données disponibles dans la littérature. Cela a aussi permis d’identifier les structures 

exoniques et introniques de chacun des gènes. Enfin, les reads de ChicBitter002 issus d’un séquençage 

par RNA-seq ont été alignés contre les gènes GAS, GAO et COS identifiés dans le génome de la chicorée 

witloof afin d’obtenir la séquence nucléotidique de ces gènes.  

 

3.1.1. Germacrène A synthase (GAS) 

 Un seul gène a été identifié en tant que forme longue de la GAS (GAS-L). Une prédiction ab 

initio, obtenue par analyses statistiques et informatiques de séquences protéiques, a permis de mettre 

en évidence que le gène GAS-L serait composé de 5 exons et 4 introns (Figure 1.3., piste 1). Or, en 

observant la piste 4 correspondant à la banque de séquences protéiques de Lactuca sativa et la piste 

5, correspondant aux données de Bouwmeester et al. [2002], on peut observer une structure de 7 

exons et 6 introns. Ceci est confirmé par la taille des séquences transcrites issues des données de RNA-

seq de la chicorée witloof, représentées en piste 3. En prenant en compte ces éléments, ainsi que les 

données publiées de Bogdanović et al. [2019a], on peut affirmer qu’il y a eu une erreur dans la 

prédiction ab initio et que la structure du gène GAS-L comporte en fait 7 exons et 6 introns avec une 

taille comprise entre 4 000 et 5 000 pb. Par ailleurs, l’identification de ce gène, à proximité de 

marqueurs SSR, confirme sa présence sur le groupe de liaison 9 du génome de la chicorée, comme 

publié par Cadalen et al. [2010] et Bogdanović et al. [2019a]. Cette structure en 7 exons et 6 introns a 

ensuite été reportée sur les reads de ChicBitter002 afin d’obtenir la séquence génomique.  
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Figure 1.3. Structure du gène GAS-L visualisée par l’outil  nte rative  enome  iewer. La comparaison et 

l’analyse des reads de ChicBitter002 sont réalisées à partir des différentes pistes 1 à 7. Piste 1 : séquence prédite de chicorée 

witloof, obtenue par le programme CARGESE ; Piste 2 : gène orthologue putatif d’Arabidopsis thaliana ; Piste 3 : séquence 

transcrite issue de données RNA-seq (programme CARGESE) ; Piste 4 : gène orthologue putatif de Lactuca sativa ; Piste 5 : 

séquence de chicorée industrielle issue de Bouwmeester et al. [2002] ; Piste 6 : marqueurs cartographiés chez la chicorée 

industrielle ; Piste 7 : gène orthologue putatif de Theobroma cacao. 

 

 Pour caractériser les formes courtes des gènes GAS (GAS-S), cinq gènes candidats ont été 

identifiés. Dans un premier temps, nous avons analysé la structure de ces 5 gènes. La prédiction ab 

initio sur le génome de la chicorée witloof semblait pencher pour une structure de gènes de 8 exons 

et   introns, or l’analyse des données protéiques supplémentaires, ainsi que l’erreur de prédiction 

commise pour le gène GAS-L permettent de remettre en question ces prédictions ab initio. Grâce à la 

comparaison avec les différentes banques de données protéiques, ainsi que les informations apportées 

par les données de Bouwmeester et al. [2002], les séquences transcrites issues de données RNA-seq 

de génome de chicorée industrielle et les données de Bogdanović et al. [2019a], les 3 premiers gènes 

candidats sont identifiés en tant que copies GAS-S1, GAS-S2 et GAS-S3 (Figure 1.4., Cadres A, B et C). 

Pour les deux derniers gènes candidats (GAS-S4b et GAS-S5), l’alignement des reads était imparfait et 

peu d’informations ont été procurées par l’alignement des banques de données protéiques. 

Cependant, la présence de séquences répétées de type LTR/Copia, correspondant à la séquence du 

rétrotransposon identifié par Bogdanović et al. [2019a], dans le 3ème exon de la copie GAS-S4b permet 

d’identifier cette copie (Figure 1.5., Cadre A, piste 7). Concernant le gène candidat GAS-S5, il a pu être 

identifié comme une copie de GAS-S grâce à la présence de séquences transcrites de chicorée 

industrielle issues de RNA-seq (Figure 1.5., Cadre B, piste 3). Initialement, nous pensions que ce gène 

candidat correspondait à la copie GAS-S4a, précédemment identifiée par Bogdanović et al. [2019a], 

puisqu’un codon stop avait été identifié dans le 1er exon, toutefois, l’analyse de la séquence en acide 

aminés de ce gène a révélé que l’exon 1 n’était qu’un artefact dû à une mauvaise prédiction et que le 
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début de la séquence se situait au niveau du 2ème exon prédit, où un codon start était présent. Nous 

avons donc considéré que le dernier gène candidat est une nouvelle copie de la forme courte de la GAS 

et l’avons nommé GAS-S5 (Figure 1.5., Cadre B). La prise en compte de tous ces éléments nous a permis 

de définir la structure des différentes copies géniques de la forme courte de la GAS. Ainsi, les 5 copies 

géniques du gène GAS-S sont composées de 7 exons et 6 introns, comme la forme longue de la GAS. 

Ces gènes font une taille comprise entre 2 000 et 3 000 pb et il semblerait que seules les copies GAS-

S1, GAS-S2, GAS-S3 et GAS-S5 soient susceptibles de s’exprimer puisqu’aucun codon stop ou 

transposon n’a été détecté contrairement à la copie GAS-S4b. Le report de la structure des copies GAS-

S sur les reads de la chicorée ChicBitter002 a permis d’identifier une seule séquence claire pour chaque 

copie génique excepté pour la copie GAS-S5 où deux séquences alléliques présentant des variations 

nucléotidiques ont été identifiées. Ces deux séquences ont donc été notées allèle 1 et allèle 2.  

 

 L’alignement des séquences protéiques des copies GAS-S du génome de la chicorée witloof, 

de la chicorée ChicBitter002, et des banques BAC publiées par Bogdanović et al. [2019a], suivi par la 

construction d’un arbre phylogénétique, ont permis de montrer que les séquences protéiques des 

différentes bases de données utilisées se regroupent en fonction du numéro de la copie de GAS-S 

(Figure 1.6). L’arbre phylogénétique obtenu permet aussi de montrer que certaines copies sont plus 

proches phylogénétiquement que d’autres. En effet, d’un côté on peut voir un groupe formé par les 

copies GAS-S1, GAS-S2 et GAS-S3, et d’un autre côté un groupe formé par les copies GAS-S4a, GAS-S4b 

et GAS-S5 (Figure 1.6). Ces groupes sont eux-mêmes subdivisés en deux. Ainsi, il apparait que les copies 

GAS-S4a et GAS-S4b partagent une forte proximité, ce qui concorde avec l’hypothèse de Bogdanović 

et al. [2019a] que ce sont les allèles d’un même pseudogène. Les copies GAS-S1 et GAS-S2 partageant 

aussi un fort taux d’identité dans leur séquence protéique. Cette proximité phylogénétique est 

confirmée par l’établissement d une matrice d identité à partir des séquences codantes des GAS-S de 

ChicBitter002. En effet, on peut voir que les cinq copies géniques de la forme courte de la GAS ont 

entre 83 et 98% d’homologie de séquence, avec GAS-S1 et GAS-S2 ayant le taux le plus élevé (Tableau 

1.1). 
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Figure 1.4. Visualisation des copies 1 à 3 du gène GAS-S sur l’outil  nte rative  enome  iewer. La 

comparaison et l’analyse des reads de ChicBitter002 sont réalisées à partir des différentes pistes 1 à 6. Cadre A : GAS-S1 ; 

Cadre B : GAS-S2 ; Cadre C : GAS-S3. Piste 1 : séquence prédite de chicorée witloof, obtenue par le programme CARGESE ; 

Piste 2 : gène orthologue putatif d’Arabidopsis thaliana ; Piste 3 : séquence transcrite issue de données RNA-seq (programme 

CARGESE) ; Piste 4 : gène orthologue putatif de Lactuca sativa ; Piste 5 : séquence de chicorée industrielle issue de 

Bouwmeester et al. [2002] ; Piste 6 : marqueurs cartographiés chez la chicorée industrielle. 

 

A 

B 

C 
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Figure 1.5. Visualisation des copies GAS-S4b et GAS-S5 du gène GAS-S sur l’outil  nte rative  enome 

Viewer. La comparaison et l’analyse des reads de ChicBitter002 sont réalisées à partir des différentes pistes 1 à 7. Cadre A : 

GAS-S4b ; Cadre B : GAS-S5. Piste 1 : séquence prédite de chicorée witloof, obtenue par le programme CARGESE ; Piste 2 : 

gène orthologue putatif d’Arabidopsis thaliana ; Piste 3 : séquence transcrite issue de données RNA-seq (programme 

CARGESE) ; Piste 4 : gène orthologue putatif de Lactuca sativa ; Piste 5 : séquence de chicorée industrielle issue de 

Bouwmeester et al. [2002] ; Piste 6 : marqueurs cartographiés chez la chicorée industrielle ; Piste 7 : banque de motifs 

répétés.  

  

A 

B 
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Figure 1.6. Arbre phylogénétique des copies du gène GAS-S identifiées dans différentes bases de 

données. L’arbre phylogénétique est réalisé à la suite d’un alignement protéique des séquences des 5 copies du gène GAS-

S identifiées dans le génome de la chicorée witloof, dans le génome de la chicorée ChicBitter002 (CB002) et dans les banques 

BAC publiées par Bogdanović et al. [2019a]. L’identifiant du BAC est précisé par l’annotation « BACXXYXX ». 

 

  Les cinq copies géniques GAS-S ont été identifiées à deux endroits différents sur le génome 

de ChicBitter002. D’un côté, les copies GAS-S1, GAS-S2 et GAS-S3 ont été identifiées sur le même contig 

(contig_403_pilon) et à proximité les unes des autres. Les copies GAS-S1 et GAS-S3 sont séparées de ~ 

85 000 pb avec le gène GAS-S2 étant situé entre eux. Initialement, un seul gène annoté « germacrène 

A synthase short form » avait été identifié sur le locus du groupe de liaison 3 du génome de la chicorée 

[Cadalen et al., 2010]. Grâce à la présence de marqueurs SSR, nous pouvons affirmer que les copies 

GAS-S1, GAS-S2 et GAS-S3 sont toutes présentes sur ce groupe de liaison 3, comme publié par 

Bogdanović et al. [2019a]. D’un autre côté, les copies GAS-S4b et GAS-S5 ont été identifiées sur un 

second contig (contig_1740_pilon). Elles sont séparées de ~ 76 000 pb et ont été localisées à proximité 

de marqueurs SSR associés au groupe de liaison 6 du génome de la chicorée. La localisation des gènes 

GAS-S sur deux groupes de liaison différents souligne la division de ces copies géniques en deux 

groupes, comme visualisé lors de l’analyse phylogénétique des séquences protéiques (Figure 1.5)  

 

 

 

 A    

 A           

 A    

 A    

 A    
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Tableau 1.1.  ourcenta e d’identité des sé uences d’ DNc des copies du gène GAS-S.  

 GAS-S1 GAS-S2 GAS-S3 GAS-S4b GAS-S5 

GAS-S1 100,00 98,09 89,21 93,95 85,09 

GAS-S2 98,09 100,00 88,91 83,68 84,79 

GAS-S3 89,21 88,91 100,00 90,88 92,02 

GAS-S4b 83,95 83,68 90,88 100,00 92,03 

GAS-S5 85,09 84,79 82,02 82,03 100,00 

 

La matrice d’identité a été obtenue par l’outil ClustalOmega à la suite de l’alignement des séquences d’ADNc des 5 copies 

géniques du gène GAS-S. Les séquences codantes utilisées pour l’alignement proviennent des copies du gène GAS-S 

identifiées dans le génome de la chicorée ChicBitter002. 

 

3.1.2. Germacrène A oxydase (GAO) 

 Pour l’identification du ou des gènes GAO, le Blastp réalisé entre les données publiées par 

Nguyen et al. [2010] et le génome de la chicorée witloof a permis d’identifier un seul hit à 99 % 

d’identité. L’alignement des séquences des différentes banques de données protéiques et des 

séquences transcrites issues de données RNA-seq, contre le gène candidat identifié dans le génome 

de la chicorée witloof a permis de confirmer l’appartenance de ce gène à la sous famille CYP71 des 

cytochromes P450 et la fonction d’oxydase (Figure 1.7.). L’analyse structurelle a établi que le gène 

GAO est composé de 3 exons et qu’il fait une taille comprise entre 2 000 et 3 000 pb. Cette structure a 

ensuite été reportée sur les reads de ChicBitter002 afin d’obtenir la séquence génomique.  

En outre, ce gène est identifié à proximité des copies GAS-S1 à GAS-S3 et sur le même contig, ce qui a 

permis de localiser le gène GAO sur le groupe de liaison 3 du génome de la chicorée industrielle.  

 

 

Figure 1.7. Structure du gène GAO visualisée sur l’outil   rowse. Piste 1 : séquence du gène GAO prédite de 

la chicorée witloof, obtenue par le programme CARGESE ; Piste 2 : gène orthologue putatif de Lactuca sativa ; Piste 3 : gène 

orthologue putatif de Artemisia annua ; Piste 4 : gène orthologue putatif de Cynara cardunculus ; Piste 5 et 6 : séquences 

transcrites de chicorée issues de données RNA-seq (programme Qualichic et CARGESE).  
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3.1.3. Costunolide synthase (COS) 

 Pour l’identification du ou des gènes COS, le Blastp réalisé entre les données publiées par Liu 

et al. [2011] et le génome de la chicorée witloof a permis d’identifier 3 gènes candidats. L’alignement 

des différentes banques de données protéiques et des séquences transcrites issues de données RNA-

seq a permis d’attribuer la fonction de costunolide synthase à ces 3 gènes. On en déduit donc que 

l’enzyme COS est codé par plusieurs copies géniques, ce qui n’avait pas été décrit dans la littérature 

auparavant chez C. intybus.  L’analyse structurelle a permis d’établir que ces 3 copies du gène COS sont 

composées de 2 exons et que leur taille est comprise entre 1 500 et 2 000 pb. Le report des structures 

géniques identifiées sur les reads de la chicorée ChicBitter002 a permis l’obtention des séquences 

nucléotidiques et protéiques dont l’alignement a montré que les 3 copies géniques de COS partagent 

entre 83 et 95% d’homologie. En outre, ces gènes sont localisés sur le groupe de liaison 5 du génome 

de la chicorée industrielle.  

 

3.2. Définition des cibles nécessaires pour l’édition des gènes par CRISPR/Cas9 

dans la chicorée ChicBitter002. 

 L’objectif étant de réaliser un knock-out (KO) des différents gènes impliqués dans la voie de 

biosynthèse, une recherche de séquences cibles a été effectuée dans les régions exoniques des gènes 

GAS-L, GAS-S, GAO, et COS de ChicBitter002, à l’aide de l’outil CRISPOR (crispor.tefor.net) [Haeussler 

et al., 2016]. Pour les gènes GAS, une liste de 36 séquences cibles potentielles a été établie. Cette liste 

comprend des séquences cibles communes à la forme longue et aux formes courtes des gènes GAS, 

des séquences cibles spécifiques de la forme longue du gène GAS, des séquences cibles spécifiques de 

chaque copie du gène GAS-S et des séquences cibles communes à toutes les copies du gène GAS-S. 

Pour le gène GAO, une liste de 27 séquences cibles potentielles a été établie. Concernant les gènes 

COS, une liste de 22 séquences cibles potentielles soit spécifiques de chaque copie COS, soit communes 

aux 3 copies, a été établie. Les séquences cibles sélectionnées ont été analysées par l’outil Cas-

OFFINDER dans le but d’établir si elles pouvaient être retrouvées à d’autres endroits du génome de la 

chicorée ChicBitter002 et provoquer des mutations off-target. Les résultats obtenus ont été reportés 

sur le génome de la chicorée ChicBitter002 et comparés avec les différentes données précédemment 

utilisées (banques de données protéiques, séquences transcrites issues de données RNA-seq et 

prédiction de gènes) afin de sélectionner les cibles dont les sites off-target ne correspondaient pas à 

des régions codantes de gènes. Grâce à cette analyse, deux séquences cibles ont été définies pour 

cibler le 1er exon de la forme longue du gène GAS. Pour les formes courtes du gène GAS, deux 

séquences cibles ont été définies, dont l’une présente dans le 3ème exon de toutes les formes courtes 

du gène GAS sauf la copie GAS-S4b et l’autre présente dans le 3ème exon des copies CiGAS-S1, CiGAS-
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S2 et CiGAS-S3. Concernant le gène GAO, deux séquences cibles ont été définies dans le 1er exon. Enfin 

pour les gènes COS, aucune séquence cible n'a pu être définie puisqu’elles étaient toutes retrouvées 

dans des sites off-target situés dans des régions codantes de protéines identifiées comme des 

cytochromes P450. Les séquences cibles définies sont schématisées dans la Figure 1.8. 

 

 

Figure 1.8. Représentation des gènes GAS et GAO et des régions ciblées par CRISPR/Cas9. Rectangles 

colorés : exons ; Lignes : introns ; GAS-S : formes courtes du gène germacrène A synthase ; GAS-L : forme longue du gène 

germacrène A synthase ; GAO : germacrène A oxydase ; GAS_lf1, GAS_lf2, GAS_sf1, GAS_sf2, GAO1, GAO2 : cibles. 

 

3.3. Recherche de variabilité dans des composantes de chicorées. 

 Dans le but de transférer le système d’édition par CRISPR/Cas9, à des fins appliquées, sur des 

chicorées présentant plus d’intérêt pour les sélectionneurs, l’étude des gènes impliqués dans la 

biosynthèse des STLs a été complétée par une analyse de variabilité de ces gènes chez 5 composantes 

de variétés de chicorée : les composantes ChicBitter003, ChicBitter004, ChicBitter005, ChicBitter006, 

ChicBitter007. 

 

3.3.1. Préparation des librairies d’ADN génomique des différentes composantes 

 Pour chacune des composantes de variétés de chicorée, un pool d’ADN constitué de l’ADN de 

12 plantes, a été généré. L’amplification de ces pools d’ADN a permis d’obtenir des librairies de 

fragments d’ADN génomique pour chaque composante, avec des fragments majoritairement compris 

entre 350 et 450 pb (Figure 1.9.). Lors de l’amplification, des adapteurs spécifiques ont été ajoutés aux 

fragments d’ADN de chaque composante, ce qui a permis de mélanger les librairies de chaque 

composante afin de réaliser ce que l’on a nommé un « méga-pool ».  
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Figure 1.9.  érification de la composition et de la  ualité des li rairies d’ DN de cha ue composante 

via une puce à ADN. L’analyse de la puce à ADN est résumée sous forme d’électrophorégramme. Une importante 

concentration d’ADN est retrouvée pour les fragments de taille comprise entre 350 et 450 pb. Ladder : Echelle de poids 

moléculaires ; CB003 : ChicBitter003 ; CB004 : ChicBitter004 ; CB005 : ChicBitter005 ; CB006 : ChicBitter006 ; CB007 : 

ChicBitter007. 

 

3.3.2. Analyse de la variabilité des différentes composantes de chicorée 

 Les données obtenues par le séquençage du méga-pool d’ADN ont été nettoyées par outils 

bio-informatiques et l’outil GA K a permis l’identification des variants alléliques des gènes GAS, GAO 

et COS entre les différentes composantes et la chicorée ChicBitter002. GA K est ce qu’on appelle un 

« variant caller » qui permet de mettre en évidence des variations nucléotidiques lors de la 

comparaison de données de séquençage avec un génome de référence.  

 

 L’étude des séquences exoniques des 5 copies de GAS-S, des gènes GAS-L et GAO ainsi que les 

3 copies de COS ont permis de montrer qu’il y avait entre 0,624% et 0,95 % de variabilité allélique, en 

moyenne, entre ChicBitter002 et les différentes composantes de chicorée analysées (Tableau 1.1). La 

composante ChicBitter004 semble avoir un taux de variabilité allélique plus élevé pour les 10 gènes 

analysés (0,957%) même si la composante ChicBitter006 possède un taux assez proche (0,923%) alors 

que la composante ChicBitter005 possède le taux de variabilité allélique le moins élevé (0,624%) par 

rapport à la chicorée ChicBitter002. Toutes composantes confondues, il semble que ce soit les gènes 

GAS (formes longue et courtes) qui soient les plus variables avec un taux variant de 1,121% à 1,514%, 

et que ce soit les gènes COS les moins variables (Tableau 1.2). 

 

 

 

 

 

 



59 
 

Tableau 1.2. Variabilité allélique (%) des 5 composantes de chicorée sur 10 gènes impliqués dans la 

voie de biosynthèse des STLs, par rapport à la chicorée Chicbitter002.  

Composante 

C
B

0
0

3
 

C
B

0
0

4
 

C
B

0
0

5
 

C
B

0
0

6
 

C
B

0
0

7
 

% de variabilité pour les gènes GAS 1,229 1,514 1,121 1,237 1,268 

% de variabilité pour le gène GAO 0,954 0,954 0,750 0,954 0,750 

% de variabilité pour les gènes COS 0,135 0,403 0,000 0,578 0,022 

% de variabilité moyenne 0,773 0,957 0,624 0,923 0,680 

 

Les gènes étudiés sont les 5 copies du gène GAS-S, le gène GAS-L, le gène GAO et les 3 copies du gène COS. Le pourcentage 

de variabilité pour les gènes GAS est calculé par moyennage du taux de variation allélique pour chaque gène par rapport à la 

chicorée ChicBitter002, sur les 6 gènes GAS identifiés dans le génome de la chicorée industrielle. La même chose est réalisée 

pour le gène GAO et les gènes COS, en fonction du nombre de gènes identifiés. CB003 : ChicBitter003 ; CB004 : ChicBitter004 ; 

CB005 : ChicBitter005 ; CB006 : ChicBitter006 ; CB007 : ChicBitter007. 

 

 Une analyse plus détaillée de la variation allélique des composantes de chicorée a permis 

d’identifier que le taux élevé de variabilité des gènes GAS est dû à la forme longue de la GAS, avec des 

taux de variation allant de 1,487% à 2,230% mais aussi aux copies GAS-S4b et GAS-S5 de la forme 

courte du gène GAS (Tableau 1.3). Les forts taux de variations alléliques sur ces deux copies sont 

prédictibles en raison de leurs caractéristiques respectives. En effet, la copie GAS-S4b possède un 

élément mobile au sein de son exon 3 qui peut s’être déplacé à l’intérieur de la séquence du gène, et 

la copie GAS-S5 présente initialement une variabilité allélique dans le génome de la chicorée 

ChicBitter002 en raison des deux séquences alléliques identifiées à l’origine. Les résultats ont aussi 

montré que le faible taux de variation allélique retrouvé pour les gènes COS semblait être une 

caractéristique des 3 copies géniques puisqu’aucune différence avec les séquences de la chicorée 

ChicBitter002 n’a été détectée pour la composante ChicBitter005. De plus, la composante 

ChicBitter003 ne présente aucune variation allélique dans les copies COS-1 et COS-2 et la composante 

ChicBitter007 ne possède pas de différence avec ChicBitter002 dans les exons des copies COS-2 et COS-

3 (Tableau 1.3). Les gènes COS appartenant à la famille des cytochromes P450, ce faible taux de 

variation allélique semble donc cohérent. 
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 En parallèle de cette analyse de variabilité allélique, un dosage des STLs accumulés dans les 

racines des composantes ChicBitter003 à ChicBitter007 a été effectué. Le but de ce dosage était 

d’établir un lien entre la variabilité génétique et la variabilité en STLs des 5 composantes de chicorée 

et de prouver la présence ou non de variants alléliques pouvant être directement responsables d’une 

variation de la quantité de STLs. L’analyse du contenu total en S Ls montre que les 5 composantes 

présentent une disparité dans la quantité de STLs accumulées dans les racines (Figure 1.10). Une 

différence significative du contenu total en STLs a pu être observée entre ChicBitter005 et les 

composantes ChicBitter003, ChicBitter004 et ChicBitter007 mais cela ne semble pas particulièrement 

lié à un gène puisque les taux de variation allélique de ChicBitter005 ne diffèrent quasiment pas de 

ceux des autres composantes. Une analyse de l’impact des variants alléliques dans les gènes GAS, GAO 

et COS a fait l’objet d’un stage de fin d’étude en 2022, réalisé par Louis Motte et encadré par Thierry 

Cadalen, et les résultats n’ont pas permis de conclure à une corrélation entre variant allélique et 

production de STLs, ce qui confirme les observations ci-dessus. Des analyses plus poussées dans les 

séquences régulatrices des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des STLs sont prévues afin 

d’identifier des variations pouvant être à l’origine de ces différences phénotypiques.  

 

 

Figure 1.10. Contenu en STLs total dans les racines, âgées de 3 mois, des différentes composantes de 

chicorée. Le contenu total en STLs est exprimé en aire sous le pic (mUA) et correspond à la somme des aires sous le pic des 

STLs retrouvées dans les racines. Les analyses statistiques ont été obtenues par le biais d’un test  elch-ANOVA suivi d’un 

test post-hoc de Games-Howell. CB003 : ChicBitter003 ; CB004 : ChicBitter004 ; CB005 : ChicBitter005 ; CB006 : 

ChicBitter006 ; CB007 : ChicBitter007 
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3.3.3. Variabilité inter-génotype des cibles définies pour l’édition par CRISPR/Cas9. 

 Afin de muter les gènes GAS-S, GAS-L et GAO, plusieurs cibles ont été définies sur ces mêmes 

gènes à partir des séquences du génome de la chicorée ChicBitter002. Grâce à l’analyse de la variabilité 

allélique des composantes de chicorée Chicbitter003 à Chicbitter007, la présence ou l’absence de 

polymorphisme dans les séquences cibles a été établie. Pour le gène GAS-L, aucune variation 

nucléotidique n’est observée dans les 2 séquences cibles malgré la présence de variants dans l’exon 1 

(Tableau 1.4). Concernant les gènes GAS-S, chacun d’entre eux présentent des variations 

nucléotidiques dans l’exon 3 mais aucune ne semble concerner les séquences cibles sauf dans le cas 

de la copie GAS-S3 de la composante ChicBitter003. Cette copie présente la particularité d’avoir 3 

variations de nucléotides dans la 2ème séquence cible (Tableau 1.4). Enfin, le gène GAO ne détient 

qu’une seule variation nucléotidique identifiée dans la 2ème séquence cible de toutes les composantes 

sauf pour ChicBitter007 (Tableau 1.4). Malgré la présence de polymorphisme dans quelques séquences 

cibles, les résultats obtenus permettent de conforter l’idée que les séquences préalablement définies 

dans la chicorée ChicBitter002 peuvent être utilisées pour une édition par CRISPR/Cas9 des 5 

composantes ChicBitter003 à ChicBitter007. En effet, comme nous avons défini 2 séquences cibles par 

gène ou copie génique (sauf pour la copie GAS-S5), nous considérons donc que même si l’une des deux 

séquences est sujette à variation, la deuxième cible permet l’action du système CRISPR/Cas9.  

 

Tableau 1.4. Variations nucléotidiques des exons et séquences ciblées par CRISPR/Cas9 dans 

différentes composantes de chicorée.  

 

 

4. Discussion 

 L’objectif des travaux présentés dans ce chapitre était d’identifier les gènes impliqués dans la 

voie de biosynthèse des S Ls afin d’obtenir leurs séquences nucléotidiques et de définir des cibles 

nécessaires à l’édition par CRISPR/Cas9 dans ces gènes. Les publications de Bouwmeester et al. [2002], 

Nguyen et al. [2010]¸ Liu et al. [2011] et de Bogdanović et al. [2019a] ayant permis de fournir des 

informations sur le début de la voie de biosynthèse des STLs, les travaux réalisés dans ce chapitre ont 

permis de compléter les connaissances sur les gènes impliqués.  

 

Nom re de nucléo des 
variants dans 

  00   00   00   00   00 

  on  é uenceci le   on  é uenceci le   on  é uenceci le   on  é uenceci le   on  é uenceci le

     (exon 1) 2 0 3 0 4 0 2 0 2 0

      (exon 3) 3 0 3 0 3 0 1 0 3 0

      (exon 3) 2 0 2 0 3 0 2 0 1 0

      (exon 3) 5 3 (2ème cible) 13 0 1 0 1 0 2 0

      (exon 3) 3 0 5 0 2 0 6 0 5 0

   (exon 1) 1 1 (2ème cible) 1 1 (2ème cible) 1 1 (2ème cible) 1 1 (2ème cible) 0 0
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 Basée sur les informations publiées sur les gènes GAS, la présence d’une seule copie du gène 

GAS-L sur le groupe de liaison 9 a pu être confirmée, ainsi que la présence de plusieurs copies du gène 

GAS-S : les copies GAS-S1, GAS-S2, GAS-S3, et GAS-S4b préalablement identifiées par Bogdanović et al. 

[2019a]. Notre étude a permis d’identifier la copie GAS-S5 jusqu’alors jamais rapportée dans le génome 

de C. intybus. Par la caractérisation de ces gènes dans le génome de la chicorée, nous avons été en 

mesure de confirmer la localisation des 3 premières copies sur le groupe de liaison 3 du génome de la 

chicorée, comme décrit par Bogdanović et al. [2019a] et Cadalen et al. [2010], même si un seul gène 

avait été identifié comme GAS-S en 2010, tandis que les copies GAS-S4b et GAS-S5 ont été localisées 

sur le groupe de liaison 6. Le gène GAO a aussi été localisé sur le groupe de liaison 3 à proximité des 

GAS-S1 à GAS-S3, ce qui n’avait jamais été mentionné dans la littérature auparavant. Au cours de nos 

travaux, 3 copies codantes pour le gène COS ont pu être définies, complétant ainsi les informations sur 

ce gène où une seule séquence avait été identifiée dans le génome de C. intybus par Liu et al. [2011]. 

La récente publication d’un génome de chicorée fourragère (C. intybus L.) par Fan et al. [2022] permet 

de confirmer une partie de nos résultats. En effet, un Blastp des séquences protéiques de nos gènes 

GAS-S dans la base de données nr de NCBI a révélé 5 hits pour des prédictions protéiques (annotées 

KAI******.1) du génome de C. intybus publié par Fan et al. [2022]. Parmi les 5 hits obtenus, 2 

séquences (KAI3765465.1 et KAI3765466.1) semblent correspondre au début et à la fin du même gène. 

L’alignement des copies GAS-S1, GAS-S2 et GAS-S3 indique une homologie avec seulement 2 séquences 

prédites KAI3781194.1 et KAI3781197.1 (Figure 1.11, Cadre A). Cela signifie qu’une des copies de GAS-

S n’est pas identifiée dans le génome de la chicorée fourragère. Ces séquences prédites sont aussi 

situées sur un groupe de liaison différent des séquences prédites KAI3765470.1, KAI3765465.1 et 

KAI3765466.1 qui, dans leur cas, montrent une forte homologie avec GAS-S5 et GAS-S4b (Figure 1.11, 

Cadre B). On remarquera plus particulièrement KAI3 65465.1 qui s’aligne avec le début de la séquence 

protéique de GAS-S4b et KAI3765466.1 qui s’aligne avec la fin de la séquence protéique de GAS-S4b. 

Dans l’ensemble, ces données confirment la présence de la copie GAS-S5 nouvellement identifiée dans 

le génome de la chicorée, ainsi que la localisation des 5 copies du gène GAS-S sur 2 groupes de liaison 

différents.  

  

 

 

 



64 
 

 

Figure 1.11. Arbre phylogénétique des copies du gène GAS-S identifiées dans différentes bases de 

données. L’arbre phylogénétique est réalisé à la suite d’un alignement protéique des séquences des 5 copies du gène GAS-

S identifiées dans le génome de la chicorée witloof, dans le génome de la chicorée ChicBitter002 (CB002) et dans le génome 

de C. intybus Puna publiée par Fan et al. [2022]. L’identifiant des séquences prédites du génome de C. intybus Puna est précisé 

par l’annotation « KAI*******». 

 

 L’élucidation de la voie de biosynthèse des S Ls a fait apparaître une voie génétiquement 

complexe, notamment suite à l’identification de clusters de gènes codant pour la GAS, la COS et plus 

récemment, la KLS [Cankar et al., 2022]. Sur les 4 enzymes impliquées dans la synthèse des STLs, seule 

GAO semble être codée par une seule séquence dans le génome de C. intybus mais des données 

récoltées dans le génome de C. endivia, une espèce proche de C. intybus, démontrent la présence de 

plusieurs gènes GAO. En effet, l’analyse d’un transcriptome de feuille de C. endivia [Testone et al., 

2019] a permis de mettre en évidence la présence de 3 gènes paralogues de GAO (dit gènes GAO-like) 

grâce à un BlastX effectué sur le génome de L. sativa. Cette analyse a aussi permis d’identifier 5 gènes 

GAS-like et 3 gènes COS-like, résultat semblable à nos données. Plus récemment, une étude de Zhang 

et al. [2022] a complété ces informations par l’analyse de données RNA-seq de 2 variétés de chicorée : 

C. endivia var. crispum (frisée), reconnue comme amère et C. endivia var. latifolium (scarole), 

considérée comme moins amère. Leur analyse a permis de mettre en évidence 96 gènes, codant pour 

11 enzymes, impliqués dans la voie de biosynthèse des sesquiterpènes et des triterpènes dont 13 

gènes GAS-like, 8 gènes GAO-like et 11 gènes COS-like. L’analyse de l’expression différentielle entre C. 

endivia var. crispum et C. endivia var. latifolium a aussi permis d’identifier que 5 gènes paralogues de 

A

 A    

 A    

 A    

B

 A    
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GAS, 5 gènes paralogues de GAO et les 11 gènes paralogues de COS étaient impliqués dans la 

modulation de l’amertume entre les deux variétés de C. endivia étudiées. Ces nouvelles données 

suggèrent que seule une fraction des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des STLs a pu être 

mise en évidence dans la chicorée industrielle et que des recherches supplémentaires sont nécessaires 

pour valider la présence de ces gènes-like dans le génome de C. intybus. La validation de ces données 

permettrait de compléter les connaissances sur notre voie de biosynthèse afin d’établir de nouvelles 

cibles pour la modulation de l’amertume. Cependant, ces données restent à considérer avec 

précaution puisqu’elles ont été générées à partir du génome de C. endivia, qui reste une espèce 

différente de C. intybus et il a été récemment démontré que le génome de C. endivia contiendrait plus 

de gènes que la chicorée (63 781 vs. 53 946 gènes codants) [Fan et al., 2022]. 

 

 La caractérisation des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des S Ls et l’obtention de 

leur séquence a permis de définir des séquences cibles pour une édition par CRISPR/Cas9. La définition 

des cibles pour les gènes GAS-L, GAS-S et GAO a permis de mettre en place des cultures de chevelus 

racinaires édités par CRISPR/Cas9 pour la chicorée ChicBitter002 (Chapitre 2), mais aussi de transfecter 

des protoplastes de différentes composantes de chicorée avec l’outil CRISPR/Cas9 (Chapitre 3). 
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CHAPITRE 2 : Edition par CRISPR/Cas9 des 

gènes impliqués dans la synthèse des STLs, 

via une transformation médiée par R. 

rhizogenes.  
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Avant-propos. 

 

 L’édition de gènes par CRISPR/Cas9 a été très utilisée ces dernières années pour de 

nombreuses plantes cultivées. Cet outil est exploité dans le but d’étudier la fonction des gènes ou juste 

pour améliorer les caractéristiques des plantes. Les premières utilisations de CRISPR/Cas9 dans les 

plantes remontent à 2013 avec l’édition de l’arabette des dames (Arabidopsis thaliana), du sorgho 

(Sorghum bicolor), du blé tendre (Triticum aestivum), du riz (Oriza sativa) ou encore du tabac 

(Nicotiana benthamiana) [Jiang et al., 2013 ; Shan et al., 2013 ; Xie et Yang, 2013 ; Nekrasov et al., 

2013]. Depuis ces travaux, ce système a été appliqué chez de nombreuses autres plantes. 

L’introduction du système CRISPR/Cas9 dans les plantes se fait par transformation génétique. Parmi 

les transformations génétiques les plus utilisées, on retrouve les transformations directes avec 

l’utilisation de méthodes chimique (ex : polyéthylène glycol (PEG)), physique (ex : biolistique) ou par 

impulsions électriques (ex : électroporation), ou les transformations indirectes avec l’utilisation de 

systèmes bactériens tels que la transformation par Agrobacterium tumefaciens ou Rhizobium 

rhizogenes. Certaines plantes pouvant se montrer récalcitrantes à ces transformations génétiques, des 

méthodes alternatives ont été développées. Ainsi, on peut trouver l’agro-infiltration, la micro-injection 

ou encore l’utilisation de liposomes [Rakoczy-Trojanowska, 2002] ou encore des techniques plus 

récentes comme l’induction de novo de méristèmes [Maher et al., 2020]. 

 

 Chez la chicorée industrielle, deux méthodes de transformation pour réaliser l’édition de gènes 

par CRISPR/Cas9 ont été mises au point au sein de notre laboratoire par Bernard et al. [2019] : la 

transformation médiée par Rhizobium rhizogenes et la transformation de protoplastes médiée par le 

PEG. Ces mises au point ont été réalisées en ciblant le gène PDS codant la phytoène désaturase dans 

le but de provoquer un albinisme chez les plantes mutées et permettre un screening rapide des 

mutants. Les deux méthodes ont permis d’obtenir des plantes albinos in fine mais ont chacune 

présenté des avantages et des inconvénients. D’un côté, la transformation médiée par Rhizobium 

rhizogenes a permis une obtention rapide de matériel végétal sous forme de chevelus racinaires, dont 

l’ADN a pu être extrait afin d’identifier des lignées mutantes. Les travaux de Bernard et al. [2019] ont 

permis d’estimer une efficacité de mutation par CRISPR/Cas9 de 31,25% pour cette méthode. De plus, 

les chevelus racinaires de chicorée présentant la particularité de générer spontanément des 

bourgeons, il a été possible de régénérer des plantes mutées à partir des lignées obtenues (Figure 2.1). 

Cependant, l’utilisation du système bactérien implique une intégration de gènes dans le génome de la 

plante hôte dont de l’ADN bactérien provoquant une modification du phénotype des plantes 

régénérées. D’un autre côté, la transformation de protoplastes médiée par PEG a permis de régénérer 
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des plantes entières à partir de cellules éditées avec aucune autre modification de phénotype que celle 

attendue. Cette transformation transitoire ne provoque pas d’insertion d’ADN étranger, bien que des 

fragments plasmidiques contenant le gène cas9 ont pu être retrouvés dans 1/3 des plantes régénérées 

[Bernard et al., 2019]. Cette méthode présente aussi l’inconvénient d’être longue avant l’obtention de 

plantes de taille exploitable (presque 6 mois) et l’efficacité de mutation de 4,5% reste assez bas.  

 

Figure 2.1. Processus de génération de chevelus racinaires de chicorée.   

 

 Dans ce chapitre 2, les travaux d’édition de génome qui seront présentés ont été réalisés via 

la méthode de transformation par R. rhizogenes. 

R. rhizogenes (anciennement Agrobacterium rhizogenes) est une bactérie dont le mode d’infection est 

semblable à celui d’A. tumefaciens mais pour laquelle l’infection se caractérise par une production 

anarchique de racines appelées « chevelu racinaire ». Le relargage de composés phénoliques tels que 

l’acétosyringone par une plante blessée provoque une activation des gènes de virulence (gènes vir) de 

R. rhizogenes, responsables du transfert d’un fragment du plasmide Ri (pour Root-Inducing) dans le 

génome de la plante hôte [Gelvin, 2010]. Ce fragment, nommé ADN-T pour « ADN transféré », est 

bordé par des régions frontières « LB » et « LR » reconnues par les gènes vir. Cet ADN-T contient des 

gènes provoquant une modification du développement, de la physiologie et du métabolisme de la 

plante ainsi que des gènes responsables de la production d’opines [Mauro et Bettini, 2021]. Les 

différentes opines, servant de source de carbone et d’azote pour les bactéries, sont produites selon 

les souches bactériennes de Rhizobium rhizogenes permettant ainsi de les classer (Tableau 2.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 emps après infec on

2 semaines 4 semaines 4 mois
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Tableau 2.1. Type de plasmides Ri produisant des opines et leurs gènes de biosynthèse associés. 

[Modifié de Vladimirov et al., 2015].  

 

 

Les différentes souches de Rhizobium rhizogenes peuvent contenir un ou deux ADN-T indépendants 

(Figure 2.2). C’est le cas des souches produisant de l’agropine, qui contiennent 2 ADN-T :  

o Un ADN-TR d’environ 8 à 20 kb, possédant une forte homologie avec le plasmide  i retrouvé chez 

A. tumefaciens. Cet ADN-TR contient les gènes de biosynthèse de l’auxine et des opines ainsi qu’un 

gène rolBTR dont la fonction diffère du gène rolB (Figure 2.2.A) [Huffman et al., 1984 ; Jouanin, 

1984 ; Bouchez et Camilleri, 1990 ; Lambert et Tepfer, 1992 ; Lemcke et Schmülling, 1998 ; Pavlova 

et al., 2014].   

o Un ADN-TL d’environ 15 à 20 kb dont la structure est proche du plasmide Ri retrouvé dans les 

souches de R. rhizogenes productrice de mannopine. Cet ADN-TL contient 4 gènes rol responsables 

de la formation des chevelus racinaires (Figure 2.2.A) [White et al., 1985 ; Slightom et al., 1986 ; 

Vilaine et Casse-Delbart, 1987]. 

Les gènes rol introduits par l’ADN-T correspondent à 4 loci génétiques : rolA, rolB, rolC et rolD. Ces 

gènes sont capables d’altérer la synthèse d’auxines, de cytokinines et des hormones endogènes de la 

plante hôte afin de stimuler la formation de racines dans les tissus transformés.  

 

Le transfert du ou des ADN-T est possible grâce à la présence de régions bordures nommés « LB » pour 

« Left Border » et « RB » pour « Right Border ». Ces régions bordures, d’une taille de 25 nucléotides, 

sont reconnues par les gènes de virulence impliqués dans le transfert de gènes entre la bactérie et la 

plante hôte. La connaissance de cette organisation a conduit à la mise en place d’un système de 

transformation binaire permettant le transfert de gènes étrangers. Ce système nécessite 2 éléments : 

un plasmide contenant des gènes d’intérêt à transférer chez la plante hôte, bordés par les régions 

bordures LB et RB, et une souche de R. rhizogenes possédant un plasmide Ri de type sauvage. Comme 

ce plasmide Ri code pour les gènes de virulence, ceux-ci seront capables de provoquer le transfert du 

plasmide contenant les gènes d’intérêt ainsi que du ou des ADN-T de la bactérie qui donneront le 

phénotype « chevelu racinaire » à la plante hôte. C’est grâce à ce système que Bernard et al. [2019] 

  pe de plasmide  ouche  ènes de  ios nthèse des opines  pines s nthé sées

  ropine A4, 15834

 L     s (agrocinopine synthase) Agrocinopines C et D

 R
m s , m s (mannopine synthases) Mannopine , acide mannopinique

  s (agropine synthase) Agropine , acide agropinique

 annopine 8196 m s , m s (mannopine synthases) Mannopine , acide mannopinique

 i imopine 1 24 mis (mikimopine synthase) Mikimopine , mikimopine  lactame

 ucumopine K599, 2659  us (cucumopine synthase) Cucumopine , cucumopine  lactame
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ont pu réaliser l’introduction des éléments nécessaires à la mise au point de l’édition par CRISPR/Cas9 

dans la chicorée industrielle.   

 

 

Figure 2.2. Représentation schématique de deux types de plasmide Ri de R. rhizogenes [Ozyigit et 

al., 2013]. A) représentation d’un plasmide Ri producteur d’agropine avec ses deux ADN-T ; B) 

représentation d’un plasmide Ri producteur de mannopine avec un seul ADN-T. 

 

 D’autres études ont aussi fait mention de l’utilisation du système d’édition CRISPR/Cas9 dans 

C. intybus. En 2020, De Bruyn et al. ont réalisé une édition par CRISPR/Cas9 des gènes GAS, GAO et 

COS sur des protoplastes de chicorée witloof. Bien qu’ils aient obtenu des mutants pour chacun de ces 

gènes, aucune information sur le contenu en S Ls de ces plantes n’a été fournie dans leur article. En 

2021, Cankar et al. ont publié une étude plus complète sur l’effet d’une édition par CRISPR/Cas9 des 

gènes GAS sur la production de STLs. Ils ont démontré que l’inactivation des copies GAS-S1, GAS-S2 et 

GAS-S3 provoquait une diminution du contenu en STLs, confirmant les travaux de RNAi réalisés par 

Bogdanović et al. [2019b]. Leurs travaux ont été complétés en 2022 par la publication de données 

montrant que l’inactivation des différentes copies du gène KLS provoquait aussi une diminution de la 

production de STLs [Cankar et al., 2022]. 

 

 Malgré la publication de ces travaux par des équipes de recherche concurrentes, mes travaux 

de thèse comportent des différences dans les résultats obtenus et ont permis d’apporter des 

informations complémentaires pour la compréhension de la voie de biosynthèse des STLs. Une édition 

par CRISPR/Cas9 médiée par R. rhizogenes a donc été réalisée pour les gènes GAS et GAO grâce aux 

séquences cibles définies dans le chapitre précédent. Dans un premier temps, l’édition de génome a 

été réalisée sur la chicorée ChicBitter002 puisqu’elle consiste en un matériel adapté à la recherche 

expérimentale. Les lignées de chevelus racinaires obtenues ont permis de régénérer des plantes 

mutées dont le contenu en STLs a été analysé. En addition de ce travail, des travaux d’analyse 
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sensorielle réalisés lors du stage de fin d’étude de Margaux  hiblet, sous l’encadrement de Philippe 

Hance, ont permis de corréler le taux de STLs de nos plantes mutantes avec la perception de 

l’amertume par l’Homme. Le détail de ces travaux sera présenté sous la forme d’un article dans la 

première partie de ce chapitre. Cet article reprendra, par ailleurs, les données d’identification de gènes 

déjà présentées dans le chapitre 1. Dans un second temps, les plantes mutantes issues des chevelus 

racinaires ont fait l’objet d’analyses complémentaires avec un dosage du latex des feuilles et des essais 

de croisements et d’autofécondations. En effet, ces plantes étant issues de la chicorée ChicBitter002, 

elles gardent la capacité à s’autoféconder. Ces analyses ont permis d’une part, de confirmer les 

dosages réalisés sur les racines des chicorées mutantes, et d’autre part, d’observer la transmission des 

mutations générées par CRISPR/Cas9. Le système d’édition par CRISPR/Cas9 médié par R. rhizogenes 

étant très efficace, des essais d’édition des gènes GAS, GAO et COS ont aussi été réalisés avec la 

composante ChicBitter003. L’ensemble de ces analyses complémentaires feront l’objet d’une seconde 

partie.  
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Abstract 

 Chicory (Cichorium intybus L.), a member of the Asteraceae family, is known for its numerous 

health benefits, including its prebiotic, digestive, antioxidant or anti-inflammatory effects. Used as a 

coffee substitute, chicory roots are also appreciated for its bitterness, which can prove to be a 

disadvantage for other uses in food. The bitterness of chicory is largely linked to the presence of 

sesquiterpene lactones (STLs) in the roots. In order to create less bitter industrial chicory varieties, 

CRISPR/Cas9 technology was used to inhibit the first two genes of the STL biosynthetic pathway: 

germacrene A synthase (CiGAS), short form, and germacrene A oxidase (CiGAO). Biallelic mutations in 

two of the copies of CiGAS-short form or in the CiGAO gene led to a reduction in STL content of edited 

chicories. To determine the impact of these reductions on the perception of bitterness, a sensory 

analysis of 13 field-grown chicories genotypes, contrasting for their STL composition, allowed the 

construction of obtain a bitterness scale by correlating STL content with perceived bitterness. The 

edited chicories were positioned on this scale according to their STL content and a prediction of 

reduced or even unperceived bitterness was obtained for some mutants. 

 

Keywords 

Cichorium intybus L.; bitterness; sesquiterpene lactones; CRISPR/Cas9; hairy roots; germacrene A 

synthase; germacrene A oxidase 
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1. Introduction 

 Cichorium intybus L, also known as chicory, is a species belonging to the Asteraceae family 

widely used in traditional medicine. Its biological activities are mainly attributed to the accumulation 

of inulin, vitamins, and specialized metabolites such as sesquiterpene lactones (STLs), flavonoids, 

coumarins, hydroxycinnamic acids as well as alkaloids present in different parts of C. intybus L. [1]. In 

Europe, different varieties of chicory are cultivated either for the consumption of their leaves or for 

the use of their roots. In the North of France, C. intybus var. foliosum is commonly used as a salad and 

the taproot of C. intybus var. sativum (or industrial chicory) is grown for industrial purposes. Roots of 

industrial chicory are of economic importance for roasted ingredients, beverage processing such as 

coffee substitute, and inulin production. The concept of functional ingredients is increasingly 

developing due to the attraction of consumers towards healthier food. Chicory inulin is already 

considered as a functional ingredient due to its health effects and recently a new trend describing 

chicory flour as such has been developed [2-6]. Chicory flour, produced from roots, is mainly employed 

as supplement in baking since it improves the taste, the preservation, and the texture of bakery 

products in addition to being low in calories and rich in fibers. However, its incorporation is limited to 

5% because chicory bitterness becomes too perceptible in larger proportions [7]. Bitterness plays a 

major role in food consumption and can cause an aversive reaction in consumers. By offering less bitter 

varieties of chicory, it will be possible to produce less bitter ingredients from chicory and, as a 

consequence, to integrate more chicory flour in bakery to benefit from its nutritional and functional 

qualities. Industrial chicory bitterness is mainly due to the presence of STLs [8-10]. These compounds 

represent on average 0.42% of the dry weight of the roots, making them the major specialized 

metabolites found in the root [11]. They belong to the class of guaianolides and are: lactucin, 

lactucopicrin, 8-deoxylactucin, their 15-oxalated and 15-glycosylated forms, and their derivatives 

11(S),13-dihydro [12-14]. The biosynthesis of the guaianolides starts with the conversion of farnesyl-

pyrophosphate (FPP) into germacrene A by germacrene A synthase (GAS) [15]. Four copies of CiGAS 

gene were identified in the industrial chicory genome, including a single copy of CiGAS-long form and 

three expressed copies of CiGAS-short form [16]. Then cytochrome P450 enzymes germacrene A 

oxidase (GAO) and costunolide synthase (COS) act consecutively to produce costunolide [17-20]. 

Recently, a new step of this biosynthetic pathway was revealed with the identification of the kauniolide 

synthase (KLS) gene cluster involved in the conversion of costunolide to kauniolide [21]. 

Genome editing approaches using CRISPR/Cas9 have developed rapidly in recent years in several plant 

species. They greatly accelerated gene function analysis or crop improvement to generate new 

varieties in a shorter time [22-24]. Its use allows to rapidly test strategy to reduce the bitterness of 

chicory in order to make it more acceptable for its use as a functional ingredient. In C. intybus, the 
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CRISPR/Cas9 editing system was first successfully used by Bernard et al [25] using two methods of 

transformation: Rhizobium rhizogenes-mediated transformation and protoplast transfection. 

Thereafter, the method was used to validate the function of genes involved in the biosynthesis of 

phenolamide in chicory pollen grains [26]. In parallel, CRISPR/Cas9 technology has been used in several 

studies to modify the level of STLs in C. intybus. First, De Bruyn et al [27] edited CiGAS, CiGAO and 

CiCOS genes of C. intybus var. foliosum through PEG-mediated protoplast transfection but the effects 

on the chemical phenotype was not described. Then Cankar et al [28] edited CiGAS genes of C. intybus 

var. sativum using the same editing transfection system and showed a strong reduction in the content 

of lactucin, lactucopicrin, 8-deoxylactucin and their oxalated forms. These results confirmed those of 

a previous study in which the CiGAS genes were silenced by an amiRNA approach [29]. Recently, Cankar 

et al [21] showed that knockout (KO) of KLS genes led to a nearly complete elimination of the major 

chicory STLs and their oxalate forms in leaves and roots of genome-edited chicories. They also 

investigated the presence of intermediates in the STL pathway and showed that there was no 

accumulation of compounds in the leaves, in contrast to the taproot where costunolide, its conjugates 

and germacrene A acid were detected. Despite these works, no sensory analysis was correlated with 

these results to determine the effect of STLs reduction on bitterness perception.  

In the present study, in order to induce a modulation in STL content, industrial chicories ChicBitter002, 

cultivated for their roots, were edited with CRISPR/Cas9 technology using R. rhizogenes-mediated 

transformation. The CiGAS-short form and CiGAO genes, involved in the STL pathway were targeted. 

In addition, to link the STL content to the bitterness level, a sensory analysis was carried out on roots 

of several field-grown chicories. A linear correlation was established between the bitterness score 

associated with each of these chicories and their STL content. A bitterness scale was then generated 

and used to evaluate the bitterness of the genome-edited chicories based on their STL content. The 

involvement of the different targeted genes in the synthesis of STLs was also discussed.  

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Plant material 

 Field-grown chicories R01 to R13, furnished by Florimond-Desprez, are a breeding material 

chosen for their variability in the STL content based on the dosage of STLs conducted in 2018 and 2019 

(unpublished data). They have been cultivated in 2020 (Coutiches, France) for their roots by Florimond-

Desprez SA (Cappelle-en-Pévèle, France). As chicory is allogamous and not able to form stable lineages, 

each chicory R01 to R13 is a population sharing a common gene pool. For the sensory analysis, each 

field-grown chicory was furnished as a sample originating from a pool of all roots of three field plots. 
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ChicBitter002, is an in vitro-propagated industrial chicory clone, which genome has been sequenced 

by the Gentiane platform (INRAE, Clermont-Fermond, France) for Florimond Desprez SA (Cappelle-en-

Pévèle, France). The clone ChicBitter002 was used in a wild-type form (Ctrl) or transformed by R. 

rhizogenes (HR lines).   

 

2.2. Identification of CiGAS and CiGAO genes 

 Several CiGAS gene candidates were identified in the industrial chicory genome ChicBitter002 

with Blastp or tBlastn algorithms using the germacrene A synthase short form gene (Uniprot accession: 

Q8LSC2) and the germacrene A synthase long form gene (Uniprot accession: Q8LSC3) from 

Bouwmeester et al [30] as queries and with 26367 'high probability' predictive gene models from the 

Chicbitter002 sequence (unpublished database, Florimond Desprez SA, Cappelle-en-Pévèle, France) 

and 31631 predictive gene models from a witloof chicory genome (CARGESE program) or their 

complete genome sequences as subjects. Nucleotide sequences of significant hits were aligned to the 

Chicbitter02 sequence using GMAP and their positions were compared to corresponding positions of 

predictive gene models of recently sequenced Asteraceae, such as Lactuca sativa, Cynara cardunculus 

var. scolymus, Artemisia annua and transcript sequences from unpublished RNA-seq data in industrial 

and witloof chicories [31-34]. The sequence of the CiGAO gene (Uniprot accession: D5JBW8) was used 

to identify candidates using the same procedure as for CiGAS genes. The CiGAS gene candidates were 

used as queries in a tBlastn procedure by comparing them to the BAC clone sequences previously 

published [16]. Multiple protein sequence alignment from the whole set of CiGAS sequences was 

carried out using MAFFT (Supplementary Fig. 1) [35]. 

 

2.3. CRISPR/Cas9 vector construction 

 Guide RNAs (sgRNAs) for CiGAS-short form and CiGAO genes were designed using the software 

CRISPOR (crispor.tefor.net) based on their GC content and their Doench score [36]. Two sgRNAs were 

defined for each gene except the gene CiGAS-S5 for which only one target could be defined 

(Supplementary Table 1). Potential off-targets were checked with the tool Cas-OFFINDER and verified 

on the chicory ChicBitter002 genome (unpublished sequence, Florimond Desprez SA, France) to avoid 

the disruption of off-target gene coding region [37]. Two binary expression vectors for CRISPR/Cas9 

were constructed as described previously [25, 38]. Briefly, each sgRNA was inserted by 

digestion/ligation into an intermediate plasmid pKanCiU6-1p-sgRNAscaffold, which includes C. intybus 

U6-1p promoter and a sgRNA scaffold. Four vectors containing the cassette “CiU6-1p-Guide-

sgRNAscaffold” were obtained. Adaptors for Golden Gate restriction/ligation method were added to 

the end of each cassette by PCR using PrimeStar HS polymerase (Takara Bio Europe, St-Germain-en-
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Laye, France) using primers GG1-F & GG1-R (Supplementary Table 1) for plasmid containing CiGAS_T1 

and CiGAO_T1 guide and primers GG2-F & GG2-R (Supplementary Table 1) for plasmid containing 

CiGAS_T2 and CiGAO_T2 guide. PCR products were purified with NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kits 

(Macherey-Nagel, Düren, Germany) and were cloned in pYLCRISPR/Cas9P35s-B (Addgene plasmid 

#66190, Cambridge, MA, USA) by Golden Gate restriction/ligation method. Final plasmids pYLCRISPR-

GASshort containing CiGAS_T1 and CiGAS_T2, and pYLCRISPR-GAO containing CiGAO_T1 and 

CiGAO_T2 were obtained. 

 

2.4. Generation of chicory transformed plants. 

 In vitro plants of C. intybus L. ChicBitter002 clone were used in this study. Plants were 

maintained on H10 solid medium as previously described [25]. Wild-type R. rhizogenes 15834 strains 

(provided by Marc Buée, INRAE, Nancy, France) were transformed with pYLCRISPR-GASsh or 

pYLCRISPR-GAO by electroporation. Wild-type (WT) strains or transformed strains of R. rhizogenes 

were used to generate hairy root (HR) lines from ChicBitter002 chicory. HRs were obtained and 

maintained in hormone-free media as previously described and spontaneous shoots regenerated from 

HRs were transferred in H10 medium [25]. A selection of HR mutant lines and control plants were 

grown in pots for a period of 3 months in a S2 greenhouse. Genomic DNA from HRs was extracted using 

NucleoSpin Plant II kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) using the manufacturer’s protocol. RolB 

specific primers were used to confirm R. rhizogenes infection, and Cas9 presence was checked by PCR 

using primer pair C9-F and C9-R (Supplementary Table 1).  

 

2.5. Genotyping and sequencing of edited HR chicory plants 

 Genotyping of HRs was realized to select mutant lines. Primer pairs GAO and S1 to S5 

(Supplementary Table 1) labelled with different fluorescent dyes (6-Fam or Hex) were designed to 

amplify the sequences of GAO gene or each potentially expressed copy of CiGAS-short form gene. The 

PCR assay was performed in a volume of 15 µL containing 1X PCR buffer with 2 mM MgCl2, 100 µM of 

each dNTP, 0.2 mg/mL BSA, 133 nM of each primer, 0.3 U Taq polymerase (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) and 2 ng of template DNA. A touchdown (TD) procedure was applied: 5 min denaturation 

at 94°C, followed by (a) 5 cycles of 30 sec at 94°C, TD 30 sec at 60°C (-1°C per cycle), 30 sec at 72°C and 

(b) 35 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 55°C, 30 sec at 72°C, before 10 min of extension at 72°C. The 

PCR products were analyzed on a 3100 Avant Genetic Analyzer capillary sequencer (Applied 

Biosystems). Genotyping data were automatically collected and analyzed (GeneMapper Software 

v3.5). Sequences of mutated genes were obtained by Sanger sequencing using S1 to S5 primers pairs 
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for CiGAS-short form genes and one GAO primer pair for CiGAO gene (GATC service, Eurofins Genomics, 

Ebersberg, Germany).  

 

2.6. Determination of the STL content in chicory materials 

 Roots of edited chicories (n = 3 for each HR lines), WT 3-month-old chicories (n = 4) and field-

grown chicories (R01 to R13) taproots were freeze-dried and powdered. Hundred mg of powder were 

extracted with 1 mL of water (LC-MS grade) under agitation (1400 rpm; Eppendorf ThermoMixer C, 

Hamburg, Germany) for 15 min at 35 °C. The supernatants were collected by centrifugation (15 min, 4 

°C, 21 000 g) and boiled for 10 min at 100 °C under agitation (600 rpm). All aqueous extracts were 

finally filtered through a 0.45 µm PP Whatman UNIFILTER microplate (Cytiva, VWR, Rosny-sous-Bois, 

France) and transferred to vials for LC-UV analysis. STLs content was determined using an Ultimate 

3000RS system equipped with an LPG-3400RS pump, a WPS-3000TRS autosampler and a DAD-3000RS 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Chromatographic separation was achieved on an 

Uptisphere Strategy PHC4 column (3 µm, 150 x 3 mm: Interchim, Montluçon, France) at 50 °C with 

0.1% (v/v) formic acid in acetonitrile (B) and 0.1% (v/v) formic acid in water (A) as mobile phases at 

flow rate of 0.6 mL/min. The gradient elution was as follows: isocratic at 10% B for 2.5 min; linear from 

2 to 30% B in 40 min; linear from 30 to 85% B in 1 min; isocratic at 85% B for 2 min; linear from 85 to 

10% B in 1 min; and isocratic at 10% B for 4 min.  he injection volume was 5.0 μL. Fifteen S Ls 

compounds were profiled based on this method and determined by LC-QTOF-HRMS analysis. Total 

STLs content, in all the analyses, was expressed as the sum of the peak areas of these 15 compounds, 

present in the UV chromatogram at 254 nm. 

 

2.7. LC-QTOF-HRMS analysis of sesquiterpene lactones 

 STL compounds were identified using an Ultimate 3000RS system equipped with a DAD-

3000RS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), interfaced with a high-resolution quadrupole 

time-of-flight mass spectrometer and equipped with an ESI source (Impact II, Bruker Daltonik GmbH, 

Bremen, Germany). One gram of freeze-dried powdered chicory root from the pool of field-grown 

chicories (R01-R13) was extracted with 10 ml of water (LC-MS grade) under agitation (1000 rpm) for 

15 min at 35°C. After centrifugation (15 min, 4 °C, 21 000 g) , the supernatant was immediately 

evaporated, and the residue was resuspended in 2% acetonitrile (v/v) containing 0.1% formic acid (v/v) 

and passed through a 0.2 µm hydrophilic PTFE syringe filter (Merck, Darmstadt, Germany) and 

transferred to a vial for LC-MS analysis. Chromatographic separation was achieved on an Uptisphere 

Strategy PHC4 column (2.2 µm, 150 x 3 mm; Interchim, Montluçon, France) at 30 °C with 0.1% (v/v) 

formic acid in acetonitrile (B) and 0.1% (v/v) formic acid in water (A) as mobile phases at flow rate of 
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0.5 mL/min.  The gradient elution was as follows: isocratic at 2% B for 1 min; linear from 2 to 50% B in 

32 min; linear from 50 to 100% B in 5 min; isocratic at 100% B for 7 min; linear from 100 to 2% B in 5 

min; and isocratic at 2% B for   min.  he injection volume was 2.0 μL.  he mass spectrometer was 

operated in the positive electrospray ionization mode at 4,5 kV with the following parameters: 

nebulizer gas (N2), 2.4 bars; dry gas (N2), 10.0 mL/min; dry temperature, 250 °C; collision cell energy, 

10.0 eV; end plate offset, 500 V. Sodium formate cluster ions were applied for instrument mass 

calibration and for re-calibration of individual raw data files. The acquisition was performed in full scan 

mode in the 90 - 1200 m/z range with an acquisition rate of 1 Hz and with mass accuracy < 5 ppm. 

Software Compass otofControl 4.1 was used for the operation of the mass spectrometer and for data 

acquisition, and data were processed by the software Compass DataAnalysis 4.4 (Bruker Daltonik 

GmbH, Bremen, Germany). 

 

2.8. Construction of bitterness reference scale 

 The sensory evaluation was performed at the agrifood platform of Polytech Lille (University of 

Lille, France) in laboratory rooms according to ISO 8589:2007. The panel was constituted from 

volunteers recruited among the personnel of the University of Lille and trained in accordance with ISO 

8586:2012. Panelists were first selected based on their ability to recognize bitterness, sweetness, 

saltiness, and sourness. Four series of different concentrations of taste solutions in water were 

prepared by dilution of stock solutions as followed: bitter with caffeine (concentrations: 0.27, 0.35, 

0.46, 0.59 g.l-1), sweet with sucrose (concentrations: 12, 24, 48, 96 g.l-1), salty with sodium chloride 

(concentrations: 2, 4, 8, 16 g.l-1) and sour with citric acid (concentrations: 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 g.l-1); the 

lowest dilutions corresponding to the perception threshold for the substance evaluated. Participants 

were first asked to identify the four tastes for each concentration, as well as pure water blank. 

Subsequently, they ranked the different concentrations using a 10 cm horizontal line. Each test was 

repeated twice. Fourteen panelists were retained and to familiarize themselves with the bitterness of 

chicory, additional training with solutions of free STLs was performed. The six solutions were prepared 

according to the concentration range of free STLs from 0.62 mM to 0.019 mM, from a serial dilution of 

chicory root extract enriched in free STLs [39]. The solutions, including a pure water solution as a blank, 

were presented in plastic glasses accompanied with a plastic drop-pipette to pour solution into the 

mouth. Participants were invited to taste seven milliliters of each dilution with two replications. They 

were asked to rate the different solutions according to the bitterness intensity using a 7-point ranking; 

the rank 1 corresponding to the least intense perceived concentration. At the end, twelve panelists 

were selected for the quantitative sensory evaluation. Finally, freeze-dried root powders from field-

grown chicories (R01 to R13) were evaluated by the panel for their bitterness intensity according to 
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ISO 6658:2017. The samples were served on plastic cups labeled with random three-digit numbers. 

The panelists were asked to rank the samples using a 10 cm horizontal line and evaluation was 

repeated twice in two sessions. The bitterness reference scale was constructed based on a simple 

linear regression model plotting bitter taste in function of relative total STL content. The bitterness 

degree of the samples from the roots of edited-chicory plants was then predicted by fitting their total 

STL content by means of the regression curve equation. 

 

2.9. Statistical analysis 

 An ANOVA and Student’s t-test were performed to determined panelist performance 

(discrimination ability, consensus in notation, repeatability) and to test for bitterness differences 

between the chicory root samples from the field-grown chicories (R01-R13). Comparison of STL 

content of edited and WT 3-month-old chicories and assessment of the differences in panelist 

perception of bitter taster were tested by non-parametric ANOVA (Kruskal-Wallis) followed by post-

hoc uncorrected Dunn’s test or post-hoc paired Wilcoxon, respectively. The assumptions of normality, 

homogeneity of variance, and independence were checked by Shapiro-Wilk test, Bartlett test, and 

Durbin-Watson test, respectively. The bitterness correlation with STL content was established by 

Pearson’s correlation test.  he significance threshold was set to 0.05 for all statistical tests. All analyses 

were done with R Statistics 4.0.3 and GraphPad Prism 9 software. 

 

3. Results 

 

3.1. Identification of CiGAS and CiGAO genes 

 The genome of the industrial chicory ChicBitter002 was searched to identify CiGAS and CiGAO 

genes putatively involved in the STL pathway. A single copy of CiGAO gene was highlighted in the 

genome of ChicBitter002 (Supplementary Fig. 2). For CiGAS genes, quite similar data to Bogdanovic et 

al [16] were found with one gene for CiGAS-long form and five gene copies of CiGAS-short form. 

Sequence analysis confirmed the existence of GAS-S1, GAS-S2, GAS-S3 and CiGAS-S4b but CiGAS-S4a 

was not found. However a new CiGAS-short form candidate copy, named CiGAS-S5, was highlighted 

(Fig. 1). Sequence analysis confirmed that copies CiGAS-S1, CiGAS-S2, CiGAS-S3 and CiGAS-S5 could be 

expressed with a complete 7-exons structure and that copy CiGAS-S4b has a retrotransposon into the 

exon 3 that could hamper its expression. The five copies were identified at two different locations in 

the genome. On the one hand, CiGAS-S1, S2 and S3 were located on the same contig 

(contig_403_pilon) so they can be considered as three distinct genes but physically close on the chicory 

genome. Indeed, the CiGAS-S1 and the CiGAS-S3 are separated by ~85,000 bp, with CiGAS-S2 in 
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between (Supplementary Fig. 3). It can also be noted that CiGAO gene is present on the same contig 

as the three CiGAS-short form genes, and ~85,000 bp away from the CiGAS-S3 copy (Supplementary 

Fig. 3). On the other hand, CiGAS-S4b and S5 also shared the same contig (contig_1740_pilon) and are 

~76,000 bp apart. Based on these results, 4 copies of CiGAS-short can be considered as putatively 

expressed : copies S1, S2, S3 and S5 (Fig. 1). Since the copy S4b was presumably not expressed due to 

the presence of a retrotransposon, it was not targeted. 

 

Figure 1. Schematic representation of the structure for CiGAS and CiGAO genes. GAS-S stands for the 

CiGAS-short form and GAS-LF stands for the CiGAS-long form. The exons and introns lengths are proportional to the nucleotide 

sequences of the genes. Colored box: exon, line: intron, red rectangle: retrotransposon. 

 

3.2. Targeting of CiGAS and CiGAO genes 

 The objective was to perform a KO of the 4 putatively expressed copies of CiGAS-short form 

and of the CiGAO gene. In order to design sgRNAs for the four putatively expressed copies of CiGAS-

short form, the homology of these genes was investigated by comparing their exonic sequences using 

ClustalOmega software [40]. All the putatively expressed copies (CiGAS-S1 to S5) are relatively close 

since they share between 86 to 97% identity. CiGAS-S1 and CiGAS-S2 sharing the highest identity 

(Supplementary Fig. 4). The newly identified CiGAS-S5 copy shares 86-93% identity with the other 

copies, confirming its link to the multiple copies of CiGAS-short form (Supplementary Fig. 4). The high 

level of homology between the potentially expressed copies of CiGAS-short form did not allow specific 

targeting of each copy, but it was possible to design sgRNAs in the third exon to target all copies 

simultaneously. Since a single copy of CiGAO was identified, two sgRNAs were designed at the 

beginning of the first exon in order to disrupt the gene function.  

The use of the CRISPOR tool to determine the potential targets gave a list of sgRNAs that were then 

analyzed using the Cas-OFFINDER tool to search for potential off-targets. The results were checked on 

the ChicBitter002 genome, to avoid selecting sgRNAs with off-targets in gene coding regions. Finally, 

two sgRNAs were identified in the first exon of CiGAO and two sgRNAs were identified in the third exon 
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of CiGAS-S1, CiGAS-S2 and CiGAS-S3. For the CiGAS-S5 copy, a single sgRNA common to the other 

copies was defined (Supplementary Table 1). The GAS-long gene was not targeted because it has been 

demonstrated to have minimal impact on STLs production in chicory roots [28]. 

 

Table 1. Overview of the mutation events in chicory transformed with R. rhizogenes with different 

constructs.  

Genes CiGAS-short CiGAO Control 

Initial number of HR lines 54 31 6 

Number of lines with 

binary vector 

Total 43 30 6 

WT 30 24 6 

1 copy mutated (KO) 6 (3) 6 (2) 0 

2 copies mutated (KO) 4 (1) nc nc 

3 copies mutated (KO) 3 (1) nc nc 

4 copies mutated (KO) 0 (0) nc nc 

Mutation frequency  30.2% 20.0% 0.0% 

Gene KO frequency  11.6% 6.6% 0.0% 

 

HR: Hairy Root; WT: Wild-Type lines; KO: Knock-Out due to the onset of premature stop codon; nc: not concerned. Mutation 

frequency was calculated by dividing the sum of mutant lines by the total of lines with binary vector. Gene KO frequency was 

calculated by dividing the sum of (KO) by the total of lines with binary vector. 

 

3.3. Identification of the CRISPR/Cas9 mutagenesis events and characterization of 

the HR mutant lines  

 Chicory leaves of 14-day-old vitroplants were infected with R. rhizogenes strain 15834 

transformed with the binary vectors pYLCRISPR-GASshort or pYLCRISPR-GAO. Two weeks after R. 

rhizogenes transformation, selection of HRs based on their phenotype was carried out. Eighty-five HR 

lines were collected with 54 lines potentially transformed with the vector targeting the CiGAS-short 

form genes and 31 lines potentially transformed with the vector targeting the CiGAO gene. After 

verification of the presence of the T-DNA of R. rhizogenes and the integration of the binary vector, the 

number of transformed lines was reduced to 43 for CiGAS-short and 30 for CiGAO (Table 1). As 

integration of the binary vector is not always synonymous of mutation, a preliminary sorting of the 

mutants was performed by genotyping. Indeed, the action of CRISPR/Cas9 can generate a variety of 

mutated alleles and because multiple copies of CiGAS-short were highlighted, it is possible that all 

copies are not mutated at the same time. Then, a Sanger sequencing of the mutant HR lines identified 

by genotyping was performed to obtain the sequences of the mutants. Out of the 43 lines transformed 

with pYLCRISPR-GASshort, analysis of the mutations revealed 6 lines with one copy of CiGAS gene 
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mutated, 4 lines with two mutated copies and 3 lines with three mutated copies, resulting in a 

mutation rate of 30.2% (Table 1). HRs transformed with pYLCRISPR-GAO showed a mutation rate of 

20% with 6 mutated lines out of 30 transformed lines (Table 1). As the chicory genome is diploid, the 

CRISPR/Cas9 system can induce two types of mutations. On the one hand, a monoallelic mutation 

could occur. In such case, one allele is mutated and the other remains wild-type (heterozygous) leading 

to an absence of full KO of the targeted gene. On the other hand, editing could generate a biallelic 

mutation where both alleles are mutated, either with the same mutation on each allele (homozygous), 

or with a different mutation (also heterozygous) that can lead to a KO of the gene. (Table 2 and Fig. 2). 

Most of the identified mutations were small insertions of one nucleotide (HR1, HR2, HR4, HR5, HR6, 

HR8, HR9, HR10, HR12, HR13, HR14, HR16, or HR18) or small deletions of less than 10 nucleotides 

(HR1, HR2, HR5, HR6, HR7, HR9, HR10, HR11, HR13, HR15, HR17, HR18, or HR19), but in some case, 

larger deletions were found between the two targets T1 and T2 as shown for HR4, HR7, HR8, HR12, 

HR12*, HR15 and HR17 (Fig. 2). Some mutations cause a change in the coding frame leading to the KO 

of a gene or a gene copy and the potentially premature termination of protein translation. This type 

of event was observed for 5 HR lines mutated on CiGAS-short genes: 3 lines mutated on a single copy 

(HR1, HR2 and HR4), 1 line mutated on two copies (HR8) and 1 line mutated on 3 copies (HR12*); and 

in 2 HR lines mutated on CiGAO (HR18 and HR19) resulting in a gene KO frequency of 11.6% and 6.6% 

respectively (Table 1, Table 2). The R. rhizogenes-mediated transformation is a stable transformation, 

meaning that the T-DNA is inserted into the plant genome. As a result, the Cas9 gene is integrated into 

the genome of HR lines and can continue to exert its action and cause mutations. This case can be 

observed for the lines HR12 and HR12*. Originally, HR12 had a mutation on both CiGAS-S1 and CiGAS-

S2 copies but after a few months, an additional mutation appeared on the CiGAS-S5 copy. For the rest 

of the paper, we will focus on only few mutants (HR2, HR3, HR9, HR12, HR12*, HR16 and HR18) to see 

which mutation event can affect the STL production. 
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Table 2. Summary of mutations found in hairy root lines for each target of the different copies of 

CiGAS-short and for CiGAO genes. 

 CiGAS-short   

 S1 S2 S3 S5 CiGAO 

Line T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T1 T2 

HR1 -3/-3 +1/+1 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR2 WT/WT -5/+1 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR3 WT/WT WT/-41 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR4 WT/WT WT/WT +1/+1-45 +1/-45 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR5 WT/WT WT/WT WT/+1 WT/-6 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR6 WT/WT WT/WT WT/+1 WT/-6 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR7 WT/-31 WT/-31 WT/WT WT/-10 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR8 WT/-29 +1/-29 WT/WT +1/-1 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR9 WT/WT WT/-5 WT/+1 WT/-6 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR10 WT/WT WT/-5 WT/+1 WT/-6 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR11 WT/WT WT/-10 WT/WT WT/-3 WT/WT WT/WT WT/-7 WT/WT WT/WT 

HR12 WT/-29 +1/-29 WT/WT +1/+1 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR12* WT/-29 +1/-29 WT/WT +1/+1 WT/WT WT/WT +1/-1 WT/WT WT/WT 

HR13 WT/WT WT/+1 WT/WT +1/-41 +1/-3 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT 

HR14 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/+1 

HR15 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT -12/-22 WT/-7 

HR16 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/+1 WT/WT 

HR17 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/-22 WT/-6 

HR18 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT +1/-8 WT/WT 

HR19 WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT -7/-7 

 

Mutation leading to a change in the coding frame are in red. Larger deletion between the two targets (inter-guide deletion) 

are underlined. T1: Target 1; T2: Target 2; WT: Wild-Type; +: insertion; -: deletion. 
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Figure 2. Examples of sequences obtained by CRISPR/Cas9 editing.  A) Sequence analysis of the two alleles of 

hairy root lines transformed with pYLCRISPR-GASshort construct. B) Sequence analysis of the two alleles of hairy root lines 

transformed with pYLCRISPR-GAO construct. The target sequences are in blue, and the PAM sequences are underlined. 

Mutations are highlighted in red and the changes in the nucleotide sequences are shown on the right of each allele. HR.x.x: 

Hairy Root x allele x; WT: Wild-Type; T1: Target 1; T2: Target 2; +: insertion; -: deletion. 
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Figure 3. HPLC chromatogram at 254nm of sesquiterpene lactones in root of the wild-type chicory 

ChicBitter002.  (1) 11(S),13-dihydrolactucin-15-glycoside (DHLc-gly); (2) 11(S),13-dihydrolactucin-15-oxalate (DHLc-ox); (3) 

11(S),13-dihydrolactucin (DHLc); (4) Lactucin-15-oxalate (Lc-ox); (5) Lactucin (Lc); (6) 8-deoxylactucin-15-glycoside (dLc-gly); 

(7) 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin-glycoside (DHdLc-gly); (8) 8-deoxylactucin-15-oxalate (dLc-ox); (9) 11(S),13-dihydro-8-

deoxylactucin-15-oxalate (DHdLc-ox); (10) 8-deoxylactucin (dLc); (11) 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin (DHdLc); (12) 

11(S),13-dihydrolactucopicrin-15-oxalate (DHLp-ox); (13) Lactucopicrin-15-oxalate (Lp-ox); (14) 11(S),13-dihydrolactucopicrin 

(DHLp); (15) Lactucopicrin (Lp). Identity of the molecules was confirmed by mass spectrometry. 

 

3.4. Presence of different STL forms in the chicory materials 

 Several methods to extract sesquiterpene lactones from chicory roots have been described 

using various solvents, but a method more representative of physiological conditions of human 

consumption was desired, since the objective of our project is to use industrial chicory root as 

functional eaten ingredient. Using water, an aqueous extract rich in sesquiterpene lactones was 

obtained with 15 compounds detected at a wavelength of 254 nm in the WT chicory ChicBitter002: 

lactucin, 8-deoxylactucin, lactucopicrin and their 11(S),13-dihydro derivatives, in addition of their 

oxalated forms and some glycosylated forms (Fig. 3). The same extraction method was used for the 

field-grown chicories used in sensory analysis and their STL composition was compared to that of the 

   chicory ChicBitter002 “Ctrl” grown under controlled conditions (in vitro then in greenhouse). 

Fifteen identified compounds are present in all chicories, but a quantitative disparity was observed 

between the field-grown chicories (R01-R13) and the chicory “Ctrl” (Fig. 4A). As a general trend, the 

lactucin-15-oxalate and 8-deoxylactucin-15-glycoside content appeared to be higher in “Ctrl” plants 

compared with the field-grown chicories, whereas the different forms of 11(S),13-dihydrolactucin 

were in lower quantities. These differences could be due to the growing conditions or genotypic. 

However, if the distribution of STL content was examined according to the lactucin-like, 8-

deoxylactucin-like, and lactucopicrin-like groups, the difference between chicories would fade, as 

would the total STL content (Fig. 4B). In the following analyses, the STL content of the chicories were 

therefore compared by considering their total STLs obtained by the sum of the 15 compounds detected 

in Fig.3. This is based on the hypothesis that taking into account all STLs is a good indicator of 

bitterness. Indeed, the different studies on chicory have not clearly established a compound more 
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involved than another in bitterness and when consuming chicory-based products, the consumer does 

not taste the STLs separately in his mouth but perceives them as a whole and detects a bitter taste. 

 

 

Figure 4. STL content in roots of chicories according to their peak area (mUA) obtained by HPLC 

analysis. Panel A) represents the distribution of each STL into the roots of chicories. Panel B) represents the STL levels of 

each chicories according to their structural group (Lc-like, dLc-like or Lp-like) and the total STL content of them. R01 to R13 

are field-grown chicories used for sensorial analysis. Ctrl is wild-type ChicBitter002 grown under controlled condition. DHLc-

gly: 11(S),13-dihydrolactucin-15-glycoside; DHLc-ox: 11(S),13-dihydrolactucin-15-oxalate; DHLc: 11(S),13-dihydrolactucin; Lc-

ox: Lactucin-15-oxalate; Lc: Lactucin ; dLc-gly: 8-deoxylactucin-15-glycoside; DHdLc-gly: 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin-

glycoside; dLc-ox: 8-deoxylactucin-15-oxalate; DHdLc-ox: 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin-15-oxalate; dLc: 8-deoxylactucin; 

DHdLc: 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin; DHLp-ox: 11(S),13-dihydrolactucopicrin-15-oxalate; Lp-ox: Lactucopicrin-15-

oxalate; DHLp: 11(S),13-dihydrolactucopicrin; Lp: Lactucopicrin. Lc-like: sum of all DHLc and Lc forms; dLc-like: sum of all 

DHdLc and dLc forms; Lp-like: sum of all DHLp and Lp forms; Total: sum of the 15 identified STLs. 

 

3.5. Analysis of the total STLs content in edited plants regenerated from HR lines 

 A particularity of chicory hairy root lines is that they are able to regenerate spontaneous 

shoots. Thus, from the mutated hairy root lines we were able to regenerate whole plants that were 
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grown in a greenhouse for 3 months. Applying the previously described extraction method, 3-month-

old edited chicory roots (n = 3 for each HR lines selected) were analyzed to evaluate the impact of the 

CRISPR/Cas9 mutation on STL accumulation. All the analyzed plants were derived from ChicBitter002 

clone, with “Ctrl” corresponding to    plants and “Ctrl_HR” corresponding to R. rhizogenes-infected 

chicory plants with no pYLCRISPR/Cas9P35s-B or binary vector pYLCRISPR-GASshort or pYLCRISPR-GAO. 

Comparison of “Ctrl” and “Ctrl_HR” showed an increase in S L content for R. rhizogenes-infected plants 

(Fig. 5). For the rest of the analysis, the genome-edited chicory lines were compared to “Ctrl_HR”.  

 

 Seven edited-chicory lines were selected for their various mutation events (monoallelic or 

biallelic, one copy or several mutated copies). Determination of their STL content was carried out to 

represent the effect of each targeted gene on STL content. For the CiGAS-short form mutants, 5 lines 

have been selected: line HR3, a monoallelic mutant which carries a mutation in a single allele of CiGAS-

S1; line HR2, a heterozygous biallelic mutant for CiGAS-S1 where editing events induce a change in the 

coding frame; line HR9, a monoallelic mutant for both CiGAS-S1 and CiGAS-S2, meaning that only one 

allele is mutated in each of the two genes; line HR12, a heterozygous biallelic mutant for CiGAS-S1 and 

a homozygous biallelic mutant for CiGAS-S2, meaning there is a change in the coding frame in both of 

these gene copies (Supplementary Fig. 5, Supplementary Fig. 6), and line HR12* which is the same as 

line HR12 except that there is an additional homozygous biallelic mutation for CiGAS-S5 

(Supplementary Fig. 5 to 7). For the CiGAO mutants, the 2 selected lines were: line HR16, a monoallelic 

mutant and line HR18, a heterozygous biallelic mutant with a change of the coding frame of its gene 

(Supplementary Fig. 8). The nucleotide sequences of these lines are described in Fig. 2. By comparing 

the total S L content of all these lines with the “Ctrl_HR”, only three lines showed significative 

reduction in STL content: HR12, HR12* and HR18. All three share biallelic mutations. All other CiGAS-

short and CiGAO edited lines showed no significant difference in total STL content (Fig. 5). Most are 

monoallelic mutants, and one is a biallelic mutant only for one copy of the GAS gene (CiGAS-S1). 

Analysis of the STL content of a chicory edited for both alleles of CiGAS-S2 with a change in the coding 

frame was also performed and showed no significant difference, but we did not have enough biological 

replicates to include this result in our data. Regarding the CiGAS-short form mutants, both the HR12 

and HR12* edited line showed similar profiles where the total STL content was strongly reduced (Fig. 

5). This trend was confirmed in total free forms and total oxalate forms of STLs (Supplementary Fig. 9).  

All these data suggest that the two copies (S1 and S2) of CiGAS-short are important for STL production 

in our plants and must be simultaneously KO to significatively reduce the STL content. The CiGAO gene 

also plays an important role in STL production, but the impact was not as great as for the two copies 

of CiGAS-short. 
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Figure 5. Total sesquiterpene lactone content of roots of edited chicory regenerated from HR lines 

by HPLC. The peak areas (mUA) of STLs in the roots of 7 genome edited chicory regenerated from HR lines were analyzed 

by HPLC and compared to WT chicory lines (Ctrl and Ctrl_HR). Gray bars correspond to control chicory lines, blue bars to 

CiGAS-short edited lines and orange bars to CiGAO mutants. The histogram shows the modulation of total STL content (sum 

of all identified STLs) as a function of mutation on chicory lines. HR12 and HR12* are originally the same hairy root line except 

that HR12 is mutated for only CiGAS-S1 and CiGAS-S2 and HR12* is mutated for CiGAS-S1, CiGAS-S2 and CiGAS-S5. Statistical 

analysis was performed using non-parametric one-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test (p < 0.05). 

 

3.6. Sensory analysis 

 Sensory analysis was conducted on the root powder of thirteen field-grown chicory plants (R01 

to R13). Each chicory was assigned a bitterness score from 0 to 10, and panelists determined that R09 

and R06 were the most bitter chicories (score of 7.83 and 6.13, respectively) and R04 and R13 were 

perceived as the least bitter chicories (score of 2.21 and 2.49, respectively) (Fig. 6, Supplementary 

Table 3). First, a correlation between bitterness and each STL of the field-grown chicories was sought 

to assess whether a single or multiple compounds are involved in bitterness. Of the fifteen STLs 

identified in this paper, six were not correlated with bitterness: DHLc-gly, DHLc-ox, DHLc, Lc-ox, dLc-ox 

and, DHLp-ox (Supplementary Table 2). The remaining nine were more or less correlated with an 

Pearson’s r ranging from 0.5587 to 0.9223 (Supplementary Table 2). Since bitterness cannot be 

attributed to a single compound, it is assumed that all STLs can be considered indicative of chicory 

bitterness. Next, the total STL content of each tasted chicory was assessed and a linear regression 

analysis was carried out to estimate whether the STL content can be correlated with the bitterness 

score (Fig. 6). A Pearson correlation allowed to establish a positive correlation (R² = 0.46) between the 

perception of bitterness and the total STL content of chicories, with r = 0.68 (two-tailed p-value = 

0.0103). Finally, using the resulting linear regression equation, the seven hairy roots edited by 

CRISPR/Cas9 for CiGAS-short and CiGAO were assigned theoretical bitterness scores based on their STL 

content and in ordert to project the hairy root mutants onto the linear regression curve, it was 

artificially elongated. These data were plotted in Fig. 6. Based on its STL content and its theoretical 

bitterness score (5.06), the “Ctrl” sample would appear to be more bitter than most field-grown 

chicories, except for R06 and R09 (Fig. 6). The projection on the correlation curve of the sample 
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“Ctrl_HR”, which has a higher S L content than “Ctrl”, seems to indicate a high bitterness score (10.10). 

Therefore, the plant material generated by R. rhizogenes infection can initially be considered as very 

bitter. For the previously analyzed CRISPR/Cas9 edited-chicory lines, most of the theoretical bitterness 

scores obtained were in the range from 6.75 to 14.41, except the lines HR12, HR12* and HR18, which 

have theoretical bitterness scores of 1.29, 1.48 and 4.26, respectively (Fig. 6, Supplementary Table 3). 

The lines with the lowest theoretical scores are biallelic mutants for either CiGAS-S1 and CiGAS-S2, or 

CiGAS-S1, CiGAS-S2 and CiGAS-S5, or CiGAO, and had low S L contents compared to the “Ctrl_HR” line. 

The other lines correspond to mutant lines whose STL content did not differ significantly from the 

“Ctrl_HR” line.  

 

 It can be concluded that a complete KO of CiGAS-S1 and CiGAS-S2 genes could be sufficient to 

cause a drastic decrease in STL content that would be reflected in the bitterness score. HR12 and 

HR12* edited chicory lines almost lost their bitterness with a diminution of 86.35 ± 0.9% in their 

theoretical bitterness scores compared to “Ctrl_HR”. A full KO of the CiGAO gene is also responsible 

for a low bitterness score since it is 5 .8% lower than the control “Ctrl_HR”.  

 

 

Figure 6. Relationship between the total STL content and the bitterness score of chicories. Positive 

correlation (r = 0.68) between these two parameters was established using thirteen field-grown chicories (in black). 

CRISPR/Cas9 hairy root mutants (in red) were projected onto the linear regression curve using the equation Y = 0.04662*X – 

0.3942, where   was the total S L content of the samples.  he significance of these results was confirmed by Pearson’s 

correlation test (two-tailed p-value = 0.0103). 



91 
 

4. Discussion 

 

 In this work, CRISPR/Cas9 system was successfully used to inactivate CiGAS-S and CiGAO. As a 

result, a reduction in STL content and hence presumed bitterness of chicory were obtained. In the past 

years, the CRISPR/Cas9 system has been already applied in C. intybus to abolish functions of numerous 

genes. The transformation methods used were either R. rhizogenes infection or protoplast 

transfection, both techniques having advantages and disadvantages [21,25-29]. In this work, R. 

rhizogenes-mediated CRISPR/Cas9 editing was used for its efficiency (mutation frequency of 26 %, 

calculated by the sum of mutant hairy root lines over the sum of total hairy root lines with binary 

vector), for its ability to generate a large amount of biological material and for the particularity of 

ChicBitter002 chicory HRs to spontaneously regenerate shoots as described in literature [41, 42]. HR-

derived plants have a slightly modified chicory phenotype and can flower early without vernalization 

as it is required for WT plants [29]. The presence of T-DNA of R. rhizogenes also seems to activate the 

production of specialized metabolites as previously observed [43-45]. Indeed, an increase in STL 

content was observed in “Ctrl_HR” plants when compared to "Ctrl" plants (Fig. 5) and most of the HR 

mutant lines contained the same amounts of total STLs. However a significant decrease in total STL 

content was observed when biallelic mutants were obtained (HR12, HR12* and HR18). It is the case of 

the HR12 line, a biallelic mutant for both CiGAS-S1 and CiGAS-S2, who has a significant decrease in 

total STL content. This differs from the results obtained by Cankar et al [28] where a decrease in STL 

content was only possible when all six alleles of CiGAS-short S1 to S3, or all eight alleles of CiGAS-short 

form and CiGAS-long form were mutated. In addition, the HR12* line also showed a drastic decrease 

in total STL content. This line also has a biallelic mutation on both CiGAS-S1 and CiGAS-S2 but an 

additional mutation was observed on CiGAS-S5. However, no difference was observed between the 

total STL content of HR12 and HR12*. The explanation for this result could be that 1) the copy CiGAS-

S5 was expressed at low in our growing conditions or in the root tissue, not compensating for the 

inhibition of CiGAS-S1 and CiGAS-S2, or was not expressed ; or 2) the level of STLs in these HR lines was 

already very low and the effect of the mutation on CiGAS-S5 cannot be seen. To discriminate between 

these hypotheses, it could be considered to analyze the STL content of plants mutated only for CiGAS-

S5 or, on the contrary, mutated for all CiGAS-short form except CiGAS-S5, or to realize qPCR in order 

to determine the expression levels of this copy but this could be difficult because the different copies 

of CiGAS-short share high sequence identity. A decrease was also observed for biallelic mutant for 

CiGAO (line HR18), but the impact was not as important as the decrease caused by the biallelic 

mutation of CiGAS-S1 and CiGAS-S2. Indeed, contrary to our expectations the production of STLs for 

HR18 line was not completely inhibited but only reduced by 60.1% compared to “Ctrl_HR”.  his is the 



92 
 

first time that the effect on STL production was described when CiGAO is mutated. The only partial 

reduction in STL content may suggest that other gene confers the ability to initiate STL synthesis, such 

as unidentified GAO-like genes or CYP71AV member genes that may perform the same function as 

GAO. In the literature, several expressed copies of CiGAO have been identified in C. endivia and only 

one functional gene has been described for CiGAO in C. intybus [17, 46, 47]. Given the existence of 

gene clusters for the CiGAS-S and CiKLS genes involved in the STL biosynthetic pathway, the hypothesis 

that multiple active copies of CiGAO would exist seems more than likely. However, it should be 

considered that CiGAO is a gene belonging to the large family of cytochromes P450, especially the 

CYP71AV subfamily [17, 48]. It has been shown that members of this subfamily can catalyze the 

conversion of several sesquiterpenes such as the valencene oxidase (CYP71AV8) which is able to 

convert germacrene A to its acid in vitro [18] or the CYP71AV9, a GAO gene identified in Cynara 

cardunculus, which is capable of partially converting (+)-germacrene D, cascarilladiene and amorpha-

4,11-diene to their oxidized products [49]. Since many genes belong to this family, it is possible that 

some of them take over when CiGAO is inhibited. Taking these arguments into account, we can also 

hypothesize that if the CiGAS-S1 and CiGAS-S2 gene mutations have a greater impact on STLs content 

than the CiGAO gene mutation, this may be due to the fact that the CiGAS genes are terpene synthases 

that appear to have greater substrate specificity than cytochrome P450. Therefore, it can be assumed 

that even if other terpene synthases are present in the genome, they do not appear to compensate 

for the loss of several copies of CiGAS-short, resulting in greater inhibition of STLs synthesis. 

 

 In this work, additional information on the players in the STL biosynthesic pathway have also 

been provided. Bogdanovic et al [16] had previously described the genomic organization of the CiGAS 

genes with the identification of four copies of CiGAS-short form and a single gene for CiGAS-long form. 

The analysis of the industrial chicory ChicBitter002 genome carried out in this work enabled the 

identification of an additional copy named CiGAS-S5. However, the action of this newly identified gene 

copy on root STL content could not be confirmed in C. intybus. Over the last ten years, it has been 

shown that genes involved in the same biosynthetic pathway are sometimes colocalized in one region 

of the genome in several plants [50]. This gene clustering may cover a complete or near-complete 

biosynthetic pathway, or it may only be partial, involving a cluster of 2 or 3 genes encoding enzymes 

from 2 or 3 consecutive steps in a biosynthetic pathway [51]. For the biosynthetic pathway of STLs, it 

has been previously published that CiGAS-S1, CiGAS-S2 and CiGAS-S3 were mapped on the same 

linkage group (LG3), confirming an initial localization of one CiGAS-short form gene in the genetic 

reference map for chicory [16, 52]. In our case, we found the same data with the first three copies of 

CiGAS-short form colocalized with CiGAO on the same contig (Supplementary Fig. 3). Therefore, we 

physically established the colocalization of 3 active copies of CiGAS-short form genes and one active 
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copy of the CiGAO gene, two genes involved in the consecutive enzymatic transformation of FPP into 

germacrene A for the first step and to germacrene A to germacrene A acid for the second step. 

Moreover, preliminary Blastp alignements of our CiGAS-S5 sequence to the nr database (Asterid 

section) under the NCBI site have indicated one candidate sequence (Protein_id=KAI3765470.1) from 

the C. intybus genome of Fan et al [53], which is different from the sequence revealed with 3 CiCSAS-

S1, S2 and S3 as entries (Protein_id=KAI3781194.1). According to the NCBI database information, both 

sequences are on separate linkage group localizations, LG3 and LG2 for KAI3765470.1 and 

KAI3781194.1, respectively. Further, KAI3765470.1 (supposed CiGAS-S5 locus) is located to 60.1kb of 

a region with two predicted sequences (KAI3765465.1 and KAI3765466.1) with strong sequence 

homologies with our CiGAS-S4b, including the interruption in the exon 3 (data not shown). Overall, 

there is some evidence that CiGAS-S5/CiGAS-S4b, which were on a separate contig from the 3 CiGAS-

S1 to CiGAS-S3 copies according to our data, are actually on different chicory chromosomes.  

 

 With the goal of using chicory as a functional ingredient, bitterness modulation represents a 

great importance for manufacturers and STLs are known to contribute predominantly to this bitterness 

in C. intybus [8-10]. In our work, the determination of the STL content was performed using an 

extraction mimicking food consumption condition and we considered that the total STL content was a 

good marker to assess bitterness, as confirmed by the correlation established in our sensory analysis. 

In fact, studies combining sensory analysis and identification of the most bitter compound are not 

always in agreement: on the one hand, Price et al [8] consider lactucin glycoside to be the most bitter 

STL, while on the other hand, Van Beek et al [10] states that 11(S),13-dihydrolactucopicrin is the most 

bitter due to its very low perception threshold. Furthermore, the various studies conducted on the 

characterization of STLs do not establish that a particular abundance of any form of STLs can influence 

the perception of bitterness. For example, Ferioli et al [54] reported that glycosylated STLs were the 

most abundant forms in chicory, accounting for an average of 60% of the total STL content, and 

Graziani et al [14] claimed that oxalated forms were the least abundant STLs in chicory, with the 

concentration of 11(S),13-dihydrolactucopicrin-15-oxalate accounting for about 0.2 to 2% of the total 

content of STLs. These data were contradicted by Kips [55] who reported that oxalate forms were the 

most abundant STLs in chicory, which was confirmed by Bogdanovic et al [29] and Twaragowska et al 

[56] who found a two-to-four-fold higher oxalate content than the other STLs, apart for 11(S),13-

dihydrolactucin and 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin. In the end, there is no consortium on the most 

bitter compound, but it is accepted that all STLs contribute strongly to bitterness. These inconsistencies 

may be due to various reasons such as cultivar, growing conditions and techniques, storage conditions 

and duration, or the method of drying or extraction of the chicory root. In addition, in most papers, 

chicory root extracts are hydrolyzed or undergo enzymatic treatment to release the bound forms of 
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STL and allow the evaluation of a total content that better correlates with sensory bitterness as the 

STL content pool is closer to what the consumer perceives when chicory products are consumed [16, 

46, 57, 58]. 

 

 In addition of their involvement in bitterness, STLs play a role in plant defense such as 

antibacterial or antifungal activities. The lettucenin A, a STL of lettuce, has been shown to have 

antimicrobial activity against Bremia lactucae, Botrytis cinerae and Pseudomonas syringae 

phytopathogens [59] and the study of Wedge et al [60] showed the antifungal activity of 6 STLs against 

Colletotrichum acutatum, Phytophtora fragariae, Phomopsis sp. and B. cinerae phytopathogens. To 

date, no study has tested the antimicrobial activity of chicory root extracts against phytopathogens 

but only against human pathogenic strains. However the presence of hydroxycinnamic acids, in 

particular chlorogenic acid and isochlorogenic acid, in large quantities in chicory roots do not allow to 

conclude the involvement of STLs [61-63]. STLs are also known for their antiparasitic activities [64], 

and for this purpose, chicory is used as a forage plant. Since these chicories require high levels of STLs, 

CRISPR/Cas9 could also be used not to reduce bitterness but rather to increase the levels of STLs, 

perhaps by acting directly on transcription factors. 

 

5. Conclusion 

 

 Interest in using C. intybus as a functional ingredient has increased in the last few years and 

chicory flour has recently been shown to have multiple health benefits [5, 6]. Many articles have 

focused on the use of chicory root as a functional ingredient in food products such as yogurts and 

biscuits but also as chicory flour to be added to crackers, cakes and bread [7, 65-70]. However, the 

amount of chicory used in these products never exceeds 5% because its bitterness causes a rejection 

by consumers. Several debittering methods have been investigated in chicory over the past years. For 

example, a change in the growing conditions can be responsible for a less bitter chicory taproot, chicory 

roots can be bleached or soaked into water for several hours, or low bitter taproot chicories can be 

bred by classical breeding approach [56, 71, 72]. However genetic engineering can also be used in 

chicory to reduce STL content in Cichorium intybus L. CRISPR/Cas9 is a useful tool for elucidating gene 

function that has been used to help breeding and to improve crops such as maize, rice, or wheat [23, 

73-76]. In this work, we successfully used the CRISPR/Cas9 system to inactivate CiGAS-short form and 

CiGAO genes resulting of a reduction in the STLs content. Given the limitations of current European 

legislation on the use of CRISPR/Cas9-modified plants, it was not possible to perform a sensory analysis 

and establish a direct link between bitterness and the amount of STLs in HR chicory lines. Therefore, 
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an indirect link was established by performing sensory analysis of thirteen field-grown chicories, which 

allowed us to define a bitterness scale based on STLs content and to establish a theoretical bitterness 

score for the HR mutant lines. We identified three HR mutant lines with significantly reduced STLs 

content: the HR12 and HR12* lines, that have a theoretical bitterness score between 1 and 2 meaning 

that bitterness is almost no more perceived, and the HR18 line which has a bitterness score decreased 

by 5 .8% compared to the “Ctrl_HR” which is much more bitter than industrial chicories grown in fields 

because of the integration of T-DNA in ChicBitter002. Using the CRISPR/Cas9 tool, we were able to 

modulate the bitterness of C. intybus and identify the genes responsible for this. To our knowledge, 

this is the first time that the effect of CRISPR/Cas9 edited chicory on bitterness can be assessed, even 

indirectly. The new CRISPR/Cas9-based biotechnology has proven once again to be more efficient and 

accurate, less energetic and less expensive in time than the other techniques of debittering. As plants 

obtained by using CRISPR/Cas9 technology are considered to be genetic modified organisms by the 

current European legislation they cannot be used directly but will provide useful data to breeders to 

develop and propose less bitter varieties of chicory by molecular marker-assisted breeding. The 

mutants are also an excellent research material to study the biological activities of STLs. 

 

Abbreviations 

COS, costunolide synthase; FPP, farnesyl-pyrophosphate; GAO, germacrene A oxidase; GAS, 

germacrene A synthase; HR, hairy root; KLS, kauniolide synthase; KO, knockout; LG, linkage group; 

sgRNA, single-guide RNA; STL, sesquiterpene lactone; WT, wild-type 
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6. Supplementary Material  

 

Supplementary Table 1. List of oligonucleotides.  

Name Sens  ’- ’ se uence 

CiGAS_T1 
Forward ATCGGTGTAGTAAACACTCTCGA 

Reverse AAACTCGAGAGTGTTTACTACAC 

CiGAS_T2 
Forward ATCGAACCATTGGCATCCCCTGA 

Reverse AAACTCAGGGGATGCCAATGGTT 

CiGAO_T1 
Forward ATCGTTGTTGGATTTGGGACGAG 

Reverse AAACCTCGTCCCAAATCCAACAA 

CiGAO_T2 
Forward ATCGGAGTCGCGATGCCTCTGGA 

Reverse AAACTCCAGAGGCATCGCGACTC 

GG1-F Forward ATATATGGTCTCACTCGAAAGAACCAACCTGTTTTCATAGC 

GG1-R Reverse ATTATTGGTCTCAACCTAAAAAAAGCACCGACTCGGTG 

GG2-F Forward ATATATGGTCTCAAGGTAAAGAACCAACCTGTTTTCATAGC 

GG2-R Reverse ATTATTGGTCTCAACCGAAAAAAAGCACCGACTCGGTG 

RolB 
Forward TGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA 

Reverse TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC 

C9-F Forward AAGCACGTTGCTCAGATCCT 

C9-R Reverse CCGTTCGTCTCGATAAGAGG 

S1 
Forward AGAATCTATTAATCGGCTTT 

Reverse [HEX] TAAGGATCATCGCTTAATTA 

S2 
Forward [HEX] CCCAGAATCTATTAATTGGT 

Reverse AAGTTAGGTTATTTCCGTTG 

S3 
Forward [6-FAM] AATGATTACTCCGGTTTAGT 

Reverse TTCCGATTTCTTAATACTGA 

S5 
Forward [6-FAM] GTTCTCGTGCATTATACTTG 

Reverse ACCTTCCCCTATGTATGTAT 

GAO 
Forward [HEX] TCACTACTTCCATTGCTCT 

Reverse ACTCTCTTTGATCCTTGATT 
Binding sites used to insert sgRNA into the intermediate plasmid are in bold. [6-FAM] and [HEX] are fluorescent dyes used to 

labelled primers at the 5’ extremity. 
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Supplementary Figure 2. Jbrowse visualization of the 3 exons-structured CiGAO gene. The predicted 

(g24057.t1= CiGAO gene) is aligned against the ChicBitter002 reference sequence in the first track. The second track is the 

predicted witloof gene sequence from the CARGESE program. The 3 following tracks are putative orthologues from related 

Asteraceae species. The 2 last tracks are transcripts sequences issued from RNA-seq data (Qualichic, CARGESE programs) thus 

confirming the expression of the gene. Sequence IDs are indicated on the top of each track. Annotation information is given 

on the right of the tracks.  

 

 

 

Supplementary Figure 3. Schematic representation of the genomic organization of the 

contig_403_pilon.  Genes CiGAS-S1, CiGAS-S2, CiGAS-S3 and CiGAO are colocalized in the chicory genome. Each exon is 

represented by an arrow. The orientation of the arrows indicates the direction of transcription. 

 

 

 

Supplementary Figure 4. Percentage of identity matrices found in the sequence comparisons 

between coding regions of CiGAS-short.  
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Supplementary Table 2. Correlation between individual STL and bitter score.  

STL R²  earson’s r p-value Significant? 

DHLc-gly 0.01648 0.1284 0.6759 No 

DHLc-ox 0.1633 0.4041 0.1709 No 

DHLc 0.1107 0.3327 0.2666 No 

Lc-ox 0.03821 0.1955 0.5222 No 

Lc 0.3121 0.5587 0.0472 Yes 

dLc-gly 0.8506 0.9223 <0.0001 Yes 

dLc-ox 0.1665 0.4080 0.1663 No 

dLc 0.5723 0.7565 0.0028 Yes 

DHdLc-gly 0.448 0.669 0.0122 Yes 

DHdLc-ox 0.4171 0.6458 0.0171 Yes 

DHdLc 0.5728 0.7568 0.0027 Yes 

DHLp-ox 0.1603 0.4004 0.1851 No 

DHLp 0.6668 0.8166 0.0007 Yes 

Lp-ox 0.3745 0.6120 0.0262 Yes 

Lp 0.5779 0.7602 0.0026 Yes 

 

Linear regression and Pearson’s correlation test was performed between the bitter score and individual STL of the thirteen 

field-grown chicories used for sensorial analysis. DHLc-gly: 11(S),13-dihydrolactucin-15-glycoside; DHLc-ox: 11(S),13-

dihydrolactucin-15-oxalate; DHLc: 11(S),13-dihydrolactucin; Lc-ox: Lactucin-15-oxalate; Lc: Lactucin ; dLc-gly: 8-

deoxylactucin-15-glycoside; dLc-ox: 8-deoxylactucin-15-oxalate; dLc: 8-deoxylactucin; DHdLc-gly: 11(S),13-dihydro-8-

deoxylactucin-glycoside; DHdLc-ox: 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin-15-oxalate; DHdLc: 11(S),13-dihydro-8-deoxylactucin; 

DHLp-ox: 11(S),13-dihydrolactucopicrin-15-oxalate; DHLp: 11(S),13-dihydrolactucopicrin; Lp-ox: Lactucopicrin-15-oxalate; Lp: 

Lactucopicrin 
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Supplementary Table 3. Relationship between total STL content and bitterness score.  

Samples 

Total STL content 

(peak area 

(mUA)) 

Bitterness 

score 

 

Samples 

Total STL 

content (peak 

area (mUA)) 

Bitterness 

score 

R01 67.77 3.65  Ctrl_HR 208.20 10.10 

R02 61.90 3.64  HR18 82.88 4.26 

R03 93.95 4.19  HR16 202.04 9.81 

R04 51.40 2.21  HR3 136.4 6.75 

R05 67.28 4.4  HR9 300.73 14.41 

R06 84.16 6.13  HR2 196.83 9.57 

R07 72.39 3.61  HR12 19.31 1.29 

R08 75.95 3.6  HR12* 23.24 1.48 

R09 131.23 7.83  Ctrl 100.08 5.06 

R10 65.20 3.32     

R11 68.57 4.47     

R12 108.28 3.83     

R13 86.86 2.49     

Panel A) represents data for the 10 field-grown chicories analyzed by sensory analysis. Panel B) represents data for the 

controls and the CRISPR/Cas9 hairy root mutants. Data in italic represent theoretical bitterness score calculated with the 

equation Y = 0.06366*X-0.6515 obtained by linear regression analysis. Total STL content (X) of each CRISPR/Cas9 HR lines 

samples were estimated by HPLC and sum of the STL peaks. 
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Supplementary Figure 5. Protein sequence of the copy CiGAS-S1 of mutant HR lines. Sequences of WT 

CiGAS-S1 were aligned against the two mutated alleles of HR12 and HR12* lines. For both HR12 and HR12*, allele 1 have an 

insertion of a T and allele 2 have a deletion of 58 nucleotides in their exon 3. Both resulting in a change in the coding frame 

and appearance of stop codons. Stop codons were highlighted in pink.  
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Supplementary Figure 6. Protein sequence of the copy CiGAS-S2 of mutant HR lines. Sequences of WT 

CiGAS-S2 were aligned against the two mutated alleles of HR12 and HR12* line. For both HR12 and HR12*, allele 1 and allele 

2 have an insertion of an A in their exon 3. Both resulting in a change in the coding frame and appearance of stop codons. 

Stop codons were highlighted in ink.  
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Supplementary Figure 7. Protein sequence of the copy CiGAS-S5 of mutant HR12* line. Sequences of 

WT CiGAS-S5 was aligned against the two mutated alleles of HR12* line. Allele 1 (HR12*.1) and allele 2 (HR12*.2) have an 

insertion of an A in their exon 3. Both resulting in a change in the coding frame and appearance of stop codons. Stop codons 

were highlighted in pink.  
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Supplementary Figure 8. Protein sequence of the gene CiGAO of mutant HR18 line. Sequences of WT 

CiGAO was aligned against the two mutated alleles of HR18 line. Allele 1 (HR18.1) has an insertion of an A and allele 2 (HR18.2) 

has a deletion of 8 nucleotide in their exon 1. Both resulting in a change in the coding frame and in appearance of stop codons. 

Stop codons were highlighted in pink.  
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Supplementary Figure 9. Sesquiterpene lactone content of roots of edited chicory regenerated from 

HR lines. The peak areas (mUA) of STLs in the roots of 7 genome edited chicory regenerated from HR lines were analyzed 

by HPLC and compared to WT chicory lines (Ctrl and Ctrl_HR). Panel A) is the total content of free forms of STLs and panel B) 

is the total content of oxalated forms of STLs. Gray bars correspond to control chicory lines, blue bars to CiGAS-short edited 

lines and orange bars to CiGAO mutants. The histograms show the modulation of the total content of free forms of STLs (A) 

or oxalated form of STLs (B) as a function of mutation on chicory lines. Statistical analysis was performed using non-parametric 

one-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test (p<0.005). 
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8. Éléments complémentaires. 

 

8.1. Matériel et Méthodes. 

 

8.1.1. Matériel végétal.  

 Des vitroplants de chicorée ChicBitter002 et des semis in vitro de la composante ChicBitter003 

ont été utilisés pour générer des lignées de chevelus racinaires. Ils ont été infectés par R. rhizogenes 

15834 WT ou préalablement transformés avec un plasmide binaire. Les lignées de chevelus racinaires 

générées ont été maintenues sur milieu solide MSHR/2 (Murashige et Skoog Hairy Root medium) selon 

la composition suivante : 0,5X de macro et micro-éléments, 0,5X de Fer-EDTA, 0,5X de vitamines 

[Murashige et Skoog, 1962], saccharose 30 g/L, agar 6 g/L, pH 5,6. Les vitroplants de chicorée 

ChicBitter002 utilisés pour les croisements ont d’abord été maintenus sur milieu solide H10 (macro et 

micro-éléments de Heller [Heller, 1953], Fer-EDTA [Murashige et Skoog, 1962], saccharose 10 g/L, agar 

6 g/L, pH 5,5) avant d’être transférés en pots, en serre S2, après une période d’acclimatation en mini-

serre (S2) de 15-20 jours. Les mêmes conditions de culture ont été appliquées aux bourgeons issus des 

lignées de chevelus racinaires de la chicorée ChicBitter002, qui ont servi pour le prélèvement de latex, 

les croisements et les autofécondations. Les graines des composantes ChicBitter003 et ChicBitter004, 

destinées aux expériences de croisement, ainsi que les graines obtenues par autofécondation des 

plantes éditées ont été semées et cultivées en serre S2 selon un cycle 16h de jour / 8h de nuit. Les 

plantes âgées de 3 mois des composantes ChicBitter003, ChicBitter004 et de la chicorée ChicBitter002 

ont été vernalisées en chambre froide (4 à 6 °C) pendant 2 mois selon un cycle 12h de lumière / 12h 

de d’obscurité.  

 

8.1.2. Définition des séquences cibles et constructions plasmidiques. 

 La définition des séquences cibles dans le génome de la chicorée ChicBitter002 ainsi que la 

vérification de leur utilisation pour l‘édition des gènes de la composante ChicBitter003 ont été 

réalisées comme décrites dans le chapitre 1 de cette thèse. Leurs séquences sont reportées dans le 

Tableau 2.2. Les vecteurs plasmidiques binaires utilisés pour transformer la souche 15834 de R. 

rhizogenes ont été construits comme décrit précédemment par Ma et Liu [2016], Bernard et al. [2019] 

et dans l’article ci-dessus. Les plasmides binaires finaux obtenus contiennent chacun 2 sgRNAs 

correspondant aux séquences cibles identifiées. Ils sont nommés pYLCRISPR-GASshort, pYLCRISPR-

GASlong et pYLCRISPR-GAO. 
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8.1.3. Extraction ADN et détection des mutations. 

 Les ADN des lignées éditées de chevelus racinaires de la chicorée ChicBitter002, de la 

composante ChicBitter003 et des feuilles des lignées descendantes des chicorées ChicBitter002 éditées 

ont été extraits via le kit NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) selon le protocole 

du fabricant. La présence ou l’absence des gènes cas9 et rolB a été vérifiée par PCR à l’aide des paires 

d’amorces C9-F / C9-R et RolB respectivement (Tableau 2.2). Les potentielles mutations ont été 

détectées par génotypage suite à l’amplification des régions cibles des gènes GAS-S, GAS-L ou GAO, 

par des paires amorces marquées (S1, S2, S3, S5, GAO et LF, Tableau 2.2), selon le protocole décrit 

dans l’article en première partie de ce chapitre. Les séquences de gènes mutés ont été obtenues par 

séquençage Sanger en utilisant les mêmes amorces que pour le génotypage (GATC service, Eurofins 

Genomics, Ebersberg, Allemagne) 

 

8.1.4. Analyse du latex de feuilles de chicorées. 

 Des incisions ont été réalisées à la base des feuilles de chicorée ChicBitter002 éditées issues 

de chevelus racinaires. L’exsudat de latex a été récolté via la pointe d’un cône et immédiatement 

mélangé avec une solution de 1 mL de méthanol additionné de 1% d’acide phosphorique. Les 

échantillons ont été centrifugés 10 min à 14 000 g, à 4 °C, et le surnageant a été récupéré pour analyse. 

La filtration des surnageants récupérés a été réalisée sur plaque Acropep 0,45 µm. L’analyse des 

échantillons a été réalisée par HPLC/DAD (Shimadzu, Marne-la-Vallée). Une colonne Kinetex PFP 100 x 

4,6 mm (2,6 µm) (Phenomenex, Le Pecq), chauffée à 45°C par le four, a été utilisée pour la séparation 

des composés. Les solvants de séparation utilisés sont l’eau ultra-pure (Solvant A) et l’acétonitrile 

(Solvant B), tous deux acidifiés avec 0,1% d’acide ortho-phosphorique. Le gradient d’élution est le 

suivant : à 0 min, 5% de solvant B ; gradient de 6 min à 20% de solvant B ; 1 min de gradient à 25% de 

solvant B ; retour à 5% de solvant B suivi par 7 min de rééquilibration. Le débit de travail est de 1,1 

mL/min et le volume d’injection est de 10 µL. La détection des lactones sesquiterpéniques est réalisée 

à 254 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 



113 
 

Tableau 2.2. Liste des oligonucléotides utilisés.  

Nom Sens  é uence  ’- ’ 

GAS-S_T1 
Forward ATCGGTGTAGTAAACACTCTCGA 

Reverse AAACTCGAGAGTGTTTACTACAC 

GAS-S_T2 
Forward ATCGAACCATTGGCATCCCCTGA 

Reverse AAACTCAGGGGATGCCAATGGTT 

GAO_T1 
Forward ATCGTTGTTGGATTTGGGACGAG 

Reverse AAACCTCGTCCCAAATCCAACAA 

GAO_T2 
Forward ATCGGAGTCGCGATGCCTCTGGA 

Reverse AAACTCCAGAGGCATCGCGACTC 

GAS-L_T1 
Forward ATCGTTGGACAGACAACGGTCGG 

Reverse AAACCCGACCGTTGTCTGTCCAA 

GAS-L_T2 
Forward ATCGCAACTTCCCACCTTCGATCTGG 

Reverse AAACCCAGATCGAAGGTGGGAAGTTG 

GG1-F Forward ATATATGGTCTCACTCGAAAGAACCAACCTGTTTTCATAGC 

GG1-R Reverse ATTATTGGTCTCAACCTAAAAAAAGCACCGACTCGGTG 

GG2-F Forward ATATATGGTCTCAAGGTAAAGAACCAACCTGTTTTCATAGC 

GG2-R Reverse ATTATTGGTCTCAACCGAAAAAAAGCACCGACTCGGTG 

RolB 
Forward TGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA 

Reverse TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC 

C9-F Forward AAGCACGTTGCTCAGATCCT 

C9-R Reverse CCGTTCGTCTCGATAAGAGG 

S1 
Forward AGAATCTATTAATCGGCTTT 

Reverse [HEX] TAAGGATCATCGCTTAATTA 

S2 
Forward [HEX] CCCAGAATCTATTAATTGGT 

Reverse AAGTTAGGTTATTTCCGTTG 

S3 
Forward [6-FAM] AATGATTACTCCGGTTTAGT 

Reverse TTCCGATTTCTTAATACTGA 

S5 
Forward [6-FAM] GTTCTCGTGCATTATACTTG 

Reverse ACCTTCCCCTATGTATGTAT 

GAO 
Forward [HEX] TCACTACTTCCATTGCTCT 

Reverse ACTCTCTTTGATCCTTGATT 

LF 
Forward [6-FAM] CAGAAGTCTCACAAGTCCT 

Reverse CTTGCATCATTCCTACTATC 

Les sites de liaisons utilisées pour insérer les sgRNAs dans les plasmides intermédiaires sont en gras. [6-FAM] et [HEX] sont 

les fluorophores utilisés pour marquer les amorces à leur extrémité 5’. 

 

8.2. Résultats et discussions. 

 

8.2.1. Dosage des STLs dans du latex des feuilles de chicorées mutantes 

 Chez les Astéracées, le latex est connu pour être constitué majoritairement de STLs [Sessa et 

al., 2000 ; Funk et al., 2009 ; Huber et al., 2015]. Il est stocké dans les canaux laticifères et est exsudé 

en réponse à une blessure. Il présente donc l’intérêt d’être rapide et facile à obtenir pour analyse. Du 

latex de feuilles de chicorées a donc été récolté sur des plantes régénérées à partir de lignées de 

chevelus racinaires mutantes. Les données de cette analyse préliminaire concordent avec les résultats 

présentés dans l’article, en première partie de ce chapitre.  

 



114 
 

 Parmi les chicorées mutantes utilisées pour l’analyse du latex, on retrouve des plantes de la 

lignée : HR1, une chicorée mutante homozygote bi-allélique sur la copie GAS-S1 ; HR4, une mutante 

hétérozygote bi-allélique sur la copie GAS-S2 ; HR9, une mutante mono-allélique pour la copie GAS-S1 

et GAS-S2 ; HR12, une mutante hétérozygote bi-allélique sur la copie GAS-S1 et homozygote bi-

allélique sur la copie GAS-S2 ; HR14, une mutante hétérozygote bi-allélique du gène GAO ; et HR17, 

une mutante mono-allélique du gène GAO. Les séquences mutées de ces lignées sont détaillées en 

Figure 2.3.  

 

Figure 2.3. Séquences de lignées de chevelus racinaires obtenues par édition par CRISPR/Cas9. A) 

Analyse des séquences nucléotidiques des lignées de chevelus racinaires éditées pour les gènes GAS-S. B) Analyse des 

séquences nucléotidiques des lignées de chevelus racinaires éditées pour le gène GAO. Les séquences cibles sont en bleu et 

les motifs PAM sont soulignés. Les mutations sont en rouge et les changements dans la séquence sont indiqués à droite de 

chaque séquence. HR.x.x : Chevelus racinaires x, allèle x ; WT : sauvage ; Target 1 : 1ère cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : 

insertion ; - : délétion.  

 

 Le latex issu des feuilles de ces plantes mutées a été comparé à celui d’une plante notée 

« Ctrl_HR » correspondant à une chicorée régénérée d’une lignée de chevelus racinaires non mutée. 

La comparaison des lignées mutées avec la lignée Ctrl_HR a montré une importante réduction des aires 

sous le pic des 6 STLs identifiées pour la lignée HR12, bi-allélique mutante pour les copies GAS-S1 et 

GAS-S2 (Figure 2.4 et Figure 2.5). Une tendance à la diminution des STLs est aussi visible pour la lignée 
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HR14, bi-allélique mutante pour le gène GAO même si cela reste très léger au regard du contenu total 

en STLs (Figure 2.4 et Figure 2.5). Les résultats obtenus sont à considérer avec précautions puisqu’ils 

ne comportent pas de réplicats biologiques et que seules 6 STLs sont prises en compte dans cette 

analyse du contenu en STLs. Cependant, ils permettent de montrer une diminution du contenu en STLs 

dans les feuilles et confirment ceux obtenus lors de l’analyse de la racine des plantes régénérées, qui 

prenaient en compte 15 STLs identifiés ( i ure   de l’article).  

 

Figure 2.4. Analyse par HPLC du contenu en STLs dans le latex de feuilles de chicorées mutantes 

(absorbance à 254nm). La présence de standards permet l’identification de 6 S Ls dans le latex des plantes : (DHLc) 

11(S),13-dihydrolactucine ; (Lc) Lactucine, (dLc) dihydro-8-déoxylactucine, (DHdLc) 11(S),13-dihydro-8-déoxylactucine, (Mix 

DHLp/Lp) mix de 11(S),13-dihydrolacucopicrine et lactucopicrine. Ctrl_HR : lignée contrôle non mutée ; HR9 : mutant mono-

allélique sur GAS-S1 et GAS-S2 ; HR1 : mutant bi-allélique sur GAS-S1 ; HR12 : mutant bi-allélique sur GAS-S1 et GAS-S2 ; HR4 : 

mutant bi-allélique sur GAS-S2 ; HR14 : mutant bi-allélique sur GAO ; HR17 : mutant mono-allélique sur GAO.  

 

 

Figure 2.5. Contenu total en STLs dans le latex des feuilles de chicorées éditées. Les aires sous le pic (mUA) 

des STLs de 5 chicorées régénérées de lignées de chevelus racinaires éditées ont été analysées par HPLC et comparées à une 

chicorée régénérée d’une lignée de chevelu racinaire   . Le contenu en S Ls total correspond à la somme de 6 S Ls (Lc, 

DHLc, dLc, DHdLc et mix DHLp/Lp) identifiés dans la figure 2.3. En gris : lignée contrôle, en bleu : lignées éditées pour le gène 

GAS-S, en orange : lignées éditées pour le gène GAO.  

 

 Le latex se présente sous forme d’un liquide visqueux, ce qui peut provoquer des difficultés 

pour le prélèvement d’une quantité exacte en vue d’un dosage. De plus, sa composition se dégrade 
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rapidement. En effet, le prélèvement du latex a été réalisé selon le protocole de Sessa et al. [2000] qui 

recommandent l’utilisation d’acide phosphorique dans la solution de prélèvement pour éviter une 

oxydation du latex. Cependant, cela ne permet pas de stabiliser les métabolites extraits puisque lors 

d’un nouveau passage des échantillons présentés en Figure 2.4, une dégradation de la quasi-totalité 

des STLs a pu être observée malgré une conservation à -20°C. L’analyse du latex constitue néanmoins 

une méthode rapide et non destructrice, grâce à sa capacité à être exsudé lorsque l’on coupe une 

feuille de chicorée. C’est une méthode de détection précoce de la teneur en STLs dans les plantes 

mutées, qui peut s’effectuer à tout moment du développement de la plante après quelques semaines 

en serre mais dont une optimisation de la méthode de prélèvement est nécessaire pour standardiser 

et étendre son utilisation.  

 

8.2.2. Analyse des croisements et autofécondations de chicorées mutantes. 

  Les lignées de chevelus racinaires, issues de la chicorée, possèdent la particularité de 

régénérer spontanément des plantes entières. Toutefois, les plantes obtenues sont des OGMs et 

l’expression du TL-DNA de R. rhizogenes 15834 dans la plante induit des modifications du phénotype 

comme une nanification, une floraison précoce sans besoin de vernalisation, ainsi que la génération 

de racines adventives limitant la tubérisation de la racine. Ces plantes étant obtenues à partir du clone 

de chicorée ChicBitter002, elles présentent la capacité d’être auto-fertiles. Cela a permis de réaliser 

des croisements et des autofécondations durant l’été 2021 en serre S2 (niveau 2 de confinement). Les 

graines issues de ces croisements ont été semées et cultivées afin de détecter la présence des 

mutations ainsi que des ADN-T. Les résultats concernant les mutations sont reportés dans le Tableau 

2.3. Parmi les différents résultats obtenus, seuls ceux de la lignée HR12 sont en adéquation avec les 

résultats attendus : 100% de mutants étaient attendus et 100% de mutants ont été obtenus. En effet, 

cette lignée étant mutante bi-allélique pour les copies GAS-S1 et GAS-S2, il est attendu que sa 

descendance possède le même profil. Les résultats obtenus pour la lignée HR3 sont basés sur l’analyse 

d’une seule plante ce qui ne permet pas de refléter correctement les profils alléliques retrouvés dans 

la descendance (Tableau 2.3). Concernant les résultats de la lignée HR10, ceux-ci ne correspondent 

pas totalement aux résultats attendus. En effet, pour cette lignée mutée sur un seul allèle de GAS-S1 

et de GAS-S2, on retrouve bien les 50% attendus de mutants mono-alléliques pour ces deux copies. 

Cependant, le taux de mutants bi-alléliques obtenus est plus important que prévu avec un taux de 

44,4% (Tableau 2.3). Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que la transformation médiée par R. 

rhizogenes est une transformation stable provoquant l’intégration de l’ADN-T contenant le gène cas9 

dans le génome des lignées de chevelus racinaires édités, continuant ainsi à générer des événements 

d’édition.  
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Tableau 2.3. Phénotype des descendances des mutants HR3, HR10 et HR12, obtenues par 

autofécondation. 

 

 

 Les résultats obtenus lors de cette analyse doivent toutefois être considérés avec précaution 

étant donné le faible nombre de plantes analysées. Ceci peut être expliqué par différents aléas 

survenus au cours de l’expérience et qui ont eu pour conséquence la mort de nombreuses plantes. En 

parallèle de l’expérience présentée ci-dessus, des croisements entre des chicorées non transformées 

et des chicorées issues de lignées de chevelus racinaires éditées étaient prévus afin d’estimer si les 

ADN-T introduits dans le génome des plantes pouvaient facilement être éliminés. Les chicorées non 

transformées n’étant pas capables de fleurir précocement comme les plantes issues de chevelus 

racinaires, il a été nécessaire de passer par une étape de vernalisation pour induire la montée en fleurs. 

Or, aucune des plantes vernalisées n’est montée en fleurs. Plusieurs hypothèses ont été soulevées 

pour expliquer cette absence de montée en fleurs chez les plantes non transformées.  out d’abord, 

l’étape de vernalisation réalisée était peut-être trop courte et aurait nécessité quelques semaines voire 

1 mois supplémentaire. Les articles mentionnant la vernalisation de la chicorée préconisent des 

périodes de froid allant de 3 semaines à 9 semaines [Gianquinto et Pimpini, 1995 ; Demeulemeester 

et De Proft, 1999 ; Dielen et al., 2005 ; Mathieu et al., 2020] et démontrent la nécessité d’adapter le 

temps de vernalisation en fonction du matériel utilisé. Ensuite, les plantes non transformées étaient 

peut-être trop jeunes et n’ont pas eu le temps d’accumuler les réserves nécessaires à la vernalisation. 

Une étude réalisée par Gianquinto [1997] a montré que des chicorées âgées de 30 ou 50 jours étaient 

capables de monter en fleurs après vernalisation, même si les chicorées les plus âgées étaient plus 

nombreuses à fleurir, toutefois Demeulemeester et De Proft [1999] ont démontré que des chicorées 

âgées de moins de 100 jours n’étaient pas capables de monter en fleurs même après une étape de 

vernalisation. Enfin, la dernière hypothèse est que nos plantes ont subi une dévernalisation à la suite 

de problèmes de dérégulation de la température et de la lumière dans les chambres froides où les 

plantes étaient stockées. En effet, il a été démontré que la chaleur pouvait diminuer voire effacer les 

effets de vernalisation [Gianquinto et Pimpini, 1995 ; Dielen et al., 2005 ; Mathieu et al., 2020]. 

 i née
 lantes o tenues après 
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 ro l alléli ue  utants o tenus (   utants a endus (  

   1

Mutant bi allélique 0 25

Mutant mono allélique 100 50

Sauvage 0 25

  10 9

Mutant bi allélique 44,4 25

Mutant mono allélique 55,6 50

Sauvage 0 25

  1  

Mutant bi allélique 100 100

Mutant mono allélique 0 0

Sauvage 0 0
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 Une nouvelle expérience de croisements et autofécondations a été réalisée lors de l’été 2022 

avec un nombre de plantes plus important et avec des chicorées non transformées dont le temps de 

vernalisation a été allongé à 3 mois. Les graines récoltées à la suite de cette expérience n’ont toutefois 

pas encore été analysées. 

 

8.2.3. Génération de chevelus racinaires édités par CRISPR/Cas9 chez la composante 

ChicBitter003. 

 Les premiers travaux réalisés sur la chicorée ChicBitter002 ont montré que la transformation 

médiée par R. rhizogenes permettait d’obtenir rapidement des chevelus racinaires avec un taux 

d’efficacité de mutation par CRISPR/Cas9 de 26%, capables de régénérer spontanément des plantes 

entières. Afin de vérifier si des résultats similaires pouvaient être obtenus sur d’autres génotypes de 

chicorée, le transfert de cette méthode de transformation a été effectué sur du matériel végétal 

présentant un intérêt pour les sélectionneurs. La composante ChicBitter003 a été choisie car elle est 

une composante commune à 2 variétés différentes et présente donc plus d’intérêt pour les 

sélectionneurs que les autres composantes.  

 

 A la suite de l’action du système d’édition CRISPR/Cas9, des mutants pour les gènes GAS-S, 

GAO ont ainsi été obtenus, mais aussi des mutants pour le gène GAS-L, ce qui n’avait pas été le cas lors 

de l’édition de la chicorée ChicBitter002. Sur les cinquante lignées générées à la suite de la 

transformation avec le plasmide binaire pYLCRISPR-GASshort, seules 23 lignées avaient intégré le 

plasmide et l’ADN-  dans leur génome. L’analyse par séquençage Sanger a révélé que sur les 23 lignées 

transformées, 3 lignées sont mutées pour au moins une copie du gène GAS-S et 1 lignée est mutante 

bi-allélique sur 3 copies du gène GAS-S (Tableau 2.4, Figure 2.6). Parmi les 3 lignées mutées sur une 

seule copie du gène GAS-S, l’une est mono-allélique et les deux autres sont bi-alléliques, provoquant 

un knock-out de la copie. L’analyse des cinquante lignées générées après transformation avec le 

plasmide binaire pYLCRISPR-GASlong a mis en évidence que 21 lignées avaient intégré le plasmide et 

l’ADN-T dans leur génome. Le séquençage Sanger a révélé que sur ces 21 lignées transformées, seules 

3 sont mutantes dont l’une est bi-allélique et génère un knock-out du gène, et les deux autres sont 

mono-alléliques (Tableau 2.4, Figure 2.7). Concernant les lignées transformées avec le plasmide 

binaire pYLCRISPR-GAO, sur les cinquante lignées générées, seules 23 avaient intégré le plasmide et 

l’ADN-  dans leur génome. L’analyse par séquençage Sanger a révélé que sur ces 23 lignées, 5 lignées 

sont mutées dont 2 étant des mutants bi-alléliques (Tableau 2.4, Figure 2.8). L’ensemble de ces 

résultats montre que la fréquence de mutation de ChicBitter003 (17,9%) est moins élevée que pour la 
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chicorée ChicBitter002 (26%) malgré une fréquence de knock-out plus haute (10,4% vs. 9,6%) (Tableau 

2.4).  

 

Figure 2.6. Séquences des copies du gène GAS-S de lignées de chevelus racinaires de ChicBitter003 

mutées. Les séquences cibles sont en bleu et les motifs PAM sont soulignés. Les mutations sont en rouge et les 

changements dans la séquence sont indiqués à droite de chaque séquence. CR.x.x : Chevelus racinaires x, allèle x ; WT : 

sauvage ; Target 1 : 1ère cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : insertion ; - : délétion.  

 

 

Figure 2.7. Séquences du gène GAS-L de lignées de chevelus racinaires de ChicBitter003 mutées. Les 

séquences cibles sont en bleu et les motifs PAM sont soulignés. Les mutations sont en rouge et les changements dans la 

séquence sont indiqués à droite de chaque séquence. CR.x.x : Chevelus racinaires x, allèle x ; WT : sauvage ; Target 1 : 1ère 

cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : insertion ; - : délétion.  
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Figure 2.8. Séquences du gène GAO de lignées de chevelus racinaires de ChicBitter003 mutées. Les 

séquences cibles sont en bleu et les motifs PAM sont soulignés. Les mutations sont en rouge et les changements dans la 

séquence sont indiqués à droite de chaque séquence. CR.x.x : Chevelus racinaires x, allèle x ; WT : sauvage ; Target 1 : 1ère 

cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : insertion ; - : délétion.  

 

Tableau 2.4. Aperçu des événements de mutation induits par CRISPR/Cas9 dans la composante 

ChicBitter003 transformée avec R. rhizogenes.  

Gènes GAS-S GAS-L GAO Control 

Nombre de lignées générées 50 50 50 6 

Nombre de lignées 

contenant le plasmide 

binaire 

Total 23 21 23 6 

WT 19 17 18 6 

1 copie mutée (KO) 3 (2) 3 (1) 5 (2) 0 

2 copies mutées (KO) 0 (0) nc nc nc 

3 copies mutées (KO) 1 (1) nc nc nc 

4 copies mutées (KO) 0 (0) nc nc nc 

Fréquence de mutation  17,4% 14,3% 21,7% 0.0% 

Fréquence de KO de gène  13% 4,8% 8,7% 0.0% 

WT : lignée non mutée ; KO: Knock-Out dû à la présence d’un codon stop prématuré ; nc: non concerné. La fréquence de 

mutation a été calculée en divisant la somme des lignées mutantes par le nombre total de lignées contenant le vecteur 

binaire. La fréquence de KO de gène a été calculée en divisant la somme des lignées mutées (KO) par le nombre total de 

lignées content le vecteur binaire.  

 

 L’action du système CRISPR/Cas9 sur les séquences cibles des gènes GAS et GAO confirme que 

la définition de nouvelles cibles n’est pas nécessaire pour cette composante malgré la présence de 

variabilité sur au moins une des séquences cibles du gène GAO.  

 

 Une régénération spontanée de plantes était attendue sur ces lignées de chevelus racinaires, 

avec comme objectif d’analyser leur contenu en S Ls et comparer avec les résultats obtenus pour la 

chicorée ChicBitter002. Toutefois, seulement 4 ou 5 plantes ont pu être régénérées, à partir des 
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chevelus racinaires, souvent provenant de lignées ne présentant pas de mutation. De nombreux 

facteurs rentrent en compte dans l’efficacité de transformation par R. rhizogenes. Cette efficacité peut 

varier en fonction du tissu infecté, de l’espèce végétale mais aussi de la souche bactérienne [Giri et al., 

2001 ; Chandran et Potty, 2008 ; Md Setamam et al., 2014]. On peut aussi présumer que la composante 

ChicBitter003 est moins susceptible de produire des plantes à partir des lignées de chevelus racinaires, 

ce qui est un frein quant à la confirmation de l’effet des mutations sur la production des S Ls dans les 

plantes. La régénération de plantes à partir de chevelus racinaires semble donc génotype-dépendante 

chez la chicorée. 

 

 L’utilisation de la transformation médiée par R. rhizogenes pour réaliser de l’édition par 

CRISPR/Cas9 présentait des avantages attirants tels que l'obtention rapide de matériel, la capacité de 

la chicorée à régénérer spontanément des plantes, mais aussi le fait que la technique était 

opérationnelle au sein du laboratoire. Lors des travaux sur la chicorée ChicBitter002, cette technique 

s'est avérée être un avantage dans le but d’établir la preuve de concept que les mutations des gènes 

impliqués dans la voie de biosynthèse provoquaient une réduction de la production des 

STLs. Néanmoins, lors du transfert de la méthode sur la composante ChicBitter003, l'aspect génotype-

dépendant de la régénération s’est avérée être un obstacle. De plus, toutes les plantes régénérées 

comportaient un ou des ADN-T bactériens, ce qui provoque un changement de phénotype biaisant les 

données d’analyse métabolique. En effet, une augmentation de la production de métabolites pour les 

plantes régénérées a pu être observée et a été rapportée dans l’article présenté en première partie de 

ce chapitre. Malgré l’intérêt qu’apporte la rapidité de cette méthode, les difficultés pour l'obtention 

de plantes utilisables en sélection sont trop importantes et le passage à une méthode de transfection 

de protoplastes a donc été envisagée. Ce procédé à l’avantage de permettre la régénération de plus 

de plantes, sans ADN-T, et bien que plusieurs mois soient nécessaires pour l’obtention de matériel 

analysable et que le screening rapide des mutants ne soit pas possible, elle semble plus adaptée à 

d’éventuelles applications. Le choix de réaliser l'édition par CRISPR/Cas9 en utilisant la méthode de 

transfection des protoplastes a donc été fait pour les composantes de chicorées.  
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CHAPITRE 3 : Edition par CRISPR/Cas9 des 

gènes impliqués dans la synthèse des STL, 

via une transformation de protoplastes 

médiée par PEG.  
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1. Introduction. 

 

 Dans le chapitre précédent, nous avons établi la preuve de concept que la mutation simultanée 

des copies GAS-S1 et GAS-S2 du gène GAS ou celle du gène GAO, conduit à une diminution significative 

du contenu en STLs des racines de chicorée. Cette réduction a été mise en évidence lorsque les copies 

GAS-S1 et GAS-S2 présentent des mutations sur leurs deux allèles ou lorsque le gène GAO est muté de 

façon bi-allélique. La corrélation du contenu en S Ls avec la perception de l’amertume permet de 

confirmer que ces mutations provoquent une réduction de la quantité de STLs à des seuils 

suffisamment bas pour ne plus percevoir l’amertume. Cette réduction est d’autant plus marquée dans 

le cas de la double mutation des gènes GAS-S1 et GAS-S2. Afin de réduire la quantité en STLs de 

génotypes plus adaptés à la sélection variétale, dans un but de produire des variétés de chicorée moins 

amères, la méthode d’édition CRISPR/Cas9 a été transférée aux composantes de chicorée 

ChicBitter003 à ChicBitter007. La méthode de transformation médiée par R. rhizogenes utilisée 

précédemment pour établir la preuve de concept, présente l’avantage d’avoir un taux d’efficacité de 

mutation élevé et permet d’obtenir des plantes rapidement. Cependant les plantes régénérées 

présentent des modifications phénotypiques importantes qui sont dues à l’insertion de l’ADN-T 

bactérien. Un nanisme est observé chez les plantes régénérées ainsi que le développement de chevelus 

racinaires réduisant la tubérisation de la racine de la chicorée. De plus, la comparaison du contenu en 

STLs entre les chicorées sauvages et les chicorées issues de chevelus racinaires montre que ces 

dernières accumulent plus de métabolites spécialisés. En raison de ces inconvénients, l’édition par 

CRISPR/Cas9 sur les composantes de chicorée ChicBitter003 à ChicBitter007 a été réalisée avec une 

autre méthode de transformation : la transfection de protoplastes. Cette méthode est plus longue 

(Figure 3.1) mais l’expression des gènes transfectés est transitoire et cela présente l’avantage de 

générer des plantes dont les modifications du phénotype ne seront dues qu’à la présence de mutations 

provoquées par CRISPR/Cas9. 

 

 Les protoplastes sont des cellules végétales sans paroi. Ils peuvent être isolés à partir de 

nombreuses espèces de plantes mais l’obtention de protoplastes viables en quantité suffisante dépend 

de multiples paramètres tels que le tissu à partir duquel les protoplastes sont isolés (feuilles, 

cotylédons, cals, etc..), l’âge de ce tissu, ou la solution de digestion enzymatique, notamment les 

concentrations d’enzymes utilisées pour digérer la paroi [Binding et al., 1980 ; Sinha et al., 2003 ; Davey 

et al., 2010]. Par ailleurs les protoplastes n’ayant pas de paroi, ils sont sensibles aux changements 

osmotiques et aux chocs mécaniques, ce qui peut être une source de diminution de leur viabilité. Ces 

cellules végétales constituent un matériel privilégié pour le transfert direct de gènes puisque, sans 
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paroi, une perméabilisation temporaire de la membrane permet une intégration d’ADN. Cette capacité 

a permis le développement de systèmes d’expression transitoire pouvant être délivrés dans les 

protoplastes par transfection, via l’utilisation de plasmides ou, plus récemment, de complexes 

ribonucléoprotéiques (RNP). Deux méthodes peuvent être utilisées pour ce transfert : par l’utilisation 

du PEG, ou par électroporation. Ainsi, depuis le développement des outils d’édition par CRISPR/Cas9, 

on compte de plus en plus d’articles utilisant la transfection de protoplastes pour réaliser l’édition de 

génome, de manière à générer des plantes mutantes sans transgène [Woo et al., 2015 ; Andersson et 

al., 2017 ; Andersson et al., 2018 ; Lin et al., 2018 ; De Bruyn et al., 2020 ; Cankar et al., 2021 ; Hsu et 

al., 2021]. Le succès d’une édition de génome, par la méthode de transfection de protoplastes, dépend 

de plusieurs paramètres tels que la densité de protoplastes, la taille du système d’expression 

(plasmide, complexe RNP), les quantités de plasmide ou complexe RNP utilisées, ou des paramètres 

physico-chimiques de la méthode de perméabilisation [Hall et al., 1996 ; Niedz et al., 2003 ; Davey et 

al., 2005 ; Woo et al., 2015 ; Andersson et al., 2017 ; Andersson et al., 2018 ; Lin et al., 2018 ; De Bruyn 

et al., 2020 ; Cankar et al., 2021 ; Hsu et al., 2021].  

 

Figure 3.1. Processus de régénération de chicorée à partir de protoplastes.  

   

 Le dernier obstacle à la réussite d’une transfection de protoplastes, et sans doute le plus 

important, consiste à maitriser la régénération de ce matériel végétal. Cette étape est aussi 

dépendante de plusieurs paramètres et nécessite du temps pour déterminer des conditions adaptées 

au matériel étudié. En effet, les besoins nutritionnels des protoplastes diffèrent d’une espèce végétale 

à une autre, et même si la plupart des milieux de régénération sont basés sur les formulations de 

Murashige et Skoog [1962] ou de Gamborg [1968], l’obtention de milieux de régénération optimaux 

nécessite une détermination empirique [Binding et al., 1980 ; Rambaud et al., 1990 ; Davey et al., 

2005]. Les nombreux travaux sur les protoplastes, cités ci-dessus, illustrent bien la diversité des 

1 jour 6   semaines 3 4 mois 5 6 mois   mois

 emps après transfec on
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protocoles existant, parfois pour une même espèce, et les nombreux paramètres à prendre en compte 

lors de la mise en place d’une culture et d’une transfection de protoplastes.   

 

 Chez la chicorée, l’isolement des premiers protoplastes date de 1980 [Binding et al., 1980] 

mais un arrêt de l’activité mitotique provoquait rapidement la mort des cellules. Ces travaux ont donné 

lieu au développement de méthodes pour augmenter la viabilité des protoplastes de chicorée mais 

aussi, améliorer la régénération des plantes à partir du mésophylle de chicorée [Crépy et al., 1982 ; 

Saksi, 1985 ; Rambaud et al., 1990]. Ces méthodes sont maintenant maitrisées au sein du laboratoire 

et ont permis la mise au point de l’édition par CRISPR/Cas9 via la transfection de protoplastes par 

Bernard et al. [2019]. 

 

 Afin de réaliser l’édition par CRISPR/Cas9 de matériel d’intérêt agronomique, via des 

protoplastes, une première étape a été de vérifier que les différentes composantes de chicorée 

ChicBitter003 à ChicBitter00  n’étaient pas récalcitrantes à la culture de protoplastes et qu’elles 

étaient capables de régénérer des plantes. Cette étape de vérification fera l’objet d’une première 

partie des résultats de ce chapitre. Ensuite, une optimisation du protocole de transfection a été 

réalisée. Cette optimisation avait pour but d’augmenter le taux de transfection des protoplastes, 

permettant ainsi à une plus grande quantité de plasmide d’être introduit. Ces expériences ont été 

complétées par les informations contenues dans la publication de De Bruyn et al. [2020] qui ont réalisé 

une édition par CRISPR/Cas9 médiée par transfection de protoplastes de chicorée et dont les taux de 

transfection variaient de 20% à 26%. Cette optimisation de protocole fera l’objet d’une seconde partie 

des résultats présentés dans ce chapitre. Finalement, une transfection des différentes composantes 

de chicorée a été entreprise avec le système d’édition par CRISPR/Cas9. Des mutants édités ont ainsi 

été générés pour au moins 2 composantes : ChicBitter003 et ChicBitter006. La caractérisation des 

séquences éditées a été entreprise mais il n'est pas encore possible d’analyser leur contenu 

métabolique afin de valider l’effet des mutations.  

 

2. Matériel et Méthodes. 

 

2.1. Matériel végétal. 

 Les graines de la chicorée ChicBitter001 et de 5 composantes de variétés de chicorée nommées 

ChicBitter003, Chicbitter004, Chicbitter005, Chicbitter006 et ChicBitter00 , fournies par l’entreprise 

Florimond-Desprez, ont été utilisées pour l’ensemble des expériences de transfection de protoplastes. 

La chicorée ChicBitter001 a été utilisée comme témoin positif puisque c’est un génotype qui présente 
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des bons taux de régénération et qui a été utilisé pour la mise au point du protocole de transfection 

des protoplastes par Bernard et al. (2019). Une évaluation de la capacité des protoplastes à régénérer 

des cals a d’abord été réalisée avec les 5 composantes de chicorée, Chicbitter003 à Chicbitter007. 

L’édition par CRISPR/Cas9 des gènes impliqués dans la biosynthèse des S Ls a ensuite été effectuée 

sur les composantes ChicBitter003, Chibitter004 et ChicBitter006. Pour toutes ces expérimentations, 

de jeunes plantes in vitro, obtenues par semis aseptiques, sont utilisées. Les akènes sont stérilisés, 

semés et cultivés sur milieu S20 comme décrit précédemment [Rambaud et al., 1990]. 

 

2.2. Matériel génétique. 

 Le plasmide GFP a été utilisé pour transfecter les protoplastes de la chicorée ChicBitter001 et 

les protoplastes des composantes ChicBitter003, ChicBitter004 et Chicbitter006. L’expression de ce 

plasmide a permis de visualiser une fluorescence verte au microscope afin d’estimer le taux d’efficacité 

de transfection. Les plasmides pYLCRISPR-GASshort, pYLCRISPR-GASlong et pYLCRISPR-GAO ont été 

utilisés pour transfecter les protoplastes de ChicBitter003, ChicBitter004 et ChicBitter006 afin d’éditer 

par CRISPR/Cas9 les gènes GAS-S, GAS-L et GAO. La construction de ces plasmides a déjà été décrite 

dans le chapitre 2. 

 

2.3. Isolement et culture des protoplastes des 5 composantes de chicorée.  

 L’épiderme inférieur des feuilles de 24 vitroplants des composantes ChicBitter003 à 

Chicbitter007, âgés de 12 jours et issus de semis aseptiques, est retiré manuellement. Pour chaque 

composante, les feuilles sans épiderme sont incubées dans une solution de digestion enzymatique 

consistant en 10 mL de solution de lavage [Rambaud et Vasseur, 2001] additionnée de 10 mg/mL de 

cellulase Onozuka R-10 (Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays-Bas) et 5 mg/mL de macérozyme R-10 

(Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays-Bas), durant une nuit à l’obscurité et à température ambiante. Les 

protoplastes sont ensuite filtrés à travers un tamis en inox (Ø maille 80 µm), centrifugés à 200 g 

pendant 10 min et rincés 3 fois avec la solution de lavage [Rambaud et Vasseur, 2001]. Le 

dénombrement des protoplastes est effectué sur cellule de Nageotte et les protoplastes sont re-

suspendus dans du milieu MC1 [Rambaud et Vasseur, 2001] de façon à obtenir 2.104 protoplastes/mL 

puis mis en culture dans des boîtes de Petri (Ø 55 mm) à 30°C et à l’obscurité. Après   jours, les 

protoplastes sont déposés, en goutte à goutte, sur des boites de Petri (Ø 90 mm) contenant du milieu 

MC2 solide [Rambaud et Vasseur, 2001], à raison de 1 mL de culture de protoplastes par boîte puis 

cultivés sous un cycle de 16h de lumière à 21 °C et 8h d’obscurité à 18 °C. Le taux d’efficacité de 

régénération de cals est estimé par le rapport entre le nombre de cals régénérés et le nombre de 

protoplastes mis en culture. 
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2.4. Transfection du plasmide GFP dans les protoplastes de ChicBitter001. 

 L’isolement des protoplastes de la chicorée Chicbitter001 a été réalisé comme décrit dans le 

paragraphe 2.3 ci-dessus. La transfection est réalisée selon le protocole publié par Bernard et al. [2019] 

avec quelques modifications. Lors du dénombrement des protoplastes sur cellule de Nageotte, les 

protoplastes sont incubés sur glace pendant 30 min puis centrifugés à 200 g pendant 5 min. La re-

suspension des protoplastes est effectuée dans du milieu MMG (100 mM MgCl2, 4 mM MES pH 5,7, 

0,4 M mannitol) de façon à obtenir 4.105, 6.105 ou 8.105 protoplastes/mL. La transfection des 

protoplastes est réalisée par ajout de 10, 30 ou 50 µg de plasmide GFP dans une solution de 300 µL de 

protoplastes et 330 µL de PEG4000 (30%, m/v). La solution de transfection est mélangée doucement 

par tapotement puis incubée à température ambiante pendant 15 min. L’arrêt du processus de 

transfection est réalisé par ajout progressif de 10 mL de solution de lavage puis centrifugation à 200 g 

pendant 5 min afin de retirer le surnageant. Les protoplastes transfectés sont re-suspendus dans 10 

mL de milieu MC1 [Rambaud et Vasseur, 2001] et mis en culture comme décrit dans le paragraphe 2.3 

ci-dessus.  

 

2.5. Transfection des protoplastes des composantes de chicorées.  

 L’isolement et la transfection des protoplastes ont été réalisés selon le protocole publié par 

De Bruyn et al. [2020] avec quelques modifications. L’épiderme inférieur des feuilles de 36 vitroplants 

des composantes ChicBitter003, ChicBitter004 et Chicbitter006, âgés de 12 jours et issus de semis 

aseptiques, est retiré manuellement. Pour chaque composante, les feuilles sans épiderme sont 

incubées dans une solution de pré-plasmolyse P0 [Deryckere et al., 2012] pendant 1h à température 

ambiante, puis transférées dans une solution de digestion enzymatique consistant en 10 mL de 

solution P0 additionnée de 5 mg/mL de cellulase Onozuka R-10 (Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays-

Bas) et 1 mg/mL de macérozyme R-10 (Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays-Bas). La digestion est 

réalisée à l’obscurité pendant 16h, à température ambiante et sous agitation (25 rpm). Les 

protoplastes sont ensuite filtrés à travers un tamis en inox (Ø maille 80 µm), rincés 2 fois avec la 

solution MC2 [Rambaud et Vasseur, 2001] après centrifugation à 100 g pendant 10 min. Le 

dénombrement des protoplastes est effectué sur cellule de Nageotte et les protoplastes sont re-

suspendus dans une solution MMG (100 mM MgCl2, 4 mM MES pH 5,7, 0,4 M mannitol) de façon à 

obtenir 5.105 protoplastes/mL. La transfection des protoplastes est réalisée par ajout de 10 µg de 

plasmide (pYLCRISPR-GASshort ou pYLCRISPR-GASlong ou pYLCRISPR-GAO) ou 10 µg de plasmide GFP, 

à une solution de 100 µL de protoplastes et 120 µL de PEG4000 (40% m/v, 0,4 M mannitol, 0,1 M 

Ca(NO3)2.4H2O pH 6). La solution de transfection est mélangée doucement par tapotement puis 
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incubée 10 min à l’obscurité à température ambiante. L’arrêt du processus de transfection est réalisé 

par ajout de 600 µL de milieu W5 [De Bruyn et al., 2020] suivi d’une centrifugation pendant 10 min à 

80 g afin de retirer le surnageant. Les protoplastes transfectés sont re-suspendus dans 600 µL de milieu 

MC2, dénombrés de nouveau sur cellule de Nageotte et mis en culture à 30°C, à l’obscurité dans le 

milieu MC1 à raison de 2.104 protoplastes / mL. La prolifération des cals et la régénération des plantes 

ont été réalisées comme décrit précédemment [Rambaud et Vasseur, 2001]. 

  

2.6. Génotypage des plantes éditées et séquençage des mutants.  

 Les ADN des plantes éditées et régénérées à partir des protoplastes de Chicbitter003 et 

ChicBitter006 sont extraits via le kit NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) selon le 

protocole du fabricant. Les potentielles mutations sont détectées par génotypage suite à 

l’amplification des régions cibles des gènes GAS-S, GAS-L ou GAO, par des paires d’amorces marquées 

(S1, S2, S3, S5, GAO et LF, Tableau 3.1). L’amplification par PCR est réalisée dans un volume de 15 µL 

(1X de tampon PCR avec 2 mM MgCl2, 100 µM de chaque dNTP, 0,2 mg/mL BSA, 133 nM de chaque 

amorce, 0,3 U de  aq polymérase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) et 2 ng d’ADN) et selon 

une procédure TouchDown : 5 min de dénaturation à 94 °C suivi de (a) 5 cycles de 30 sec à 94 °C, 30 

sec à 60 °C (-1 °C par cycle), 30 sec à 72°C, et (b) 35 cycles de 30 sec à 94 C, 30 sec à 55 °C, 30 sec à 72 

°C, puis 1 cycle d’élongation de 10 min à  2 °C. Les produits PCR sont analysés sur un séquenceur 

capillaire 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Les données de génotypage sont 

collectées et analysées par le logiciel GeneMapper Software v3.5. Les séquences de gènes sont 

obtenues par séquençage Sanger en utilisant les mêmes amorces que pour le génotypage (GATC 

service, Eurofins Genomics, Ebersberg, Allemagne). 

 

Tableau 3.1. Liste des amorces utilisées pour le génotypage et le séquençage.  
Nom Sens  é uence  ’- ’ 

S1 
Forward AGAATCTATTAATCGGCTTT 

Reverse [HEX] TAAGGATCATCGCTTAATTA 

S2 
Forward [HEX] CCCAGAATCTATTAATTGGT 

Reverse AAGTTAGGTTATTTCCGTTG 

S3 
Forward [6-FAM] AATGATTACTCCGGTTTAGT 

Reverse TTCCGATTTCTTAATACTGA 

S5 
Forward [6-FAM] GTTCTCGTGCATTATACTTG 

Reverse ACCTTCCCCTATGTATGTAT 

GAO 
Forward [HEX] TCACTACTTCCATTGCTCT 

Reverse ACTCTCTTTGATCCTTGATT 

LF 
Forward [6-FAM] CAGAAGTCTCACAAGTCCT 

Reverse CTTGCATCATTCCTACTATC 
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3. Résultats 

 

3.1. Efficacité de callogénèse des 5 composantes de chicorées. 

 Le principal objectif de ce chapitre est de réaliser l’édition par CRISPR/Cas9 dans les 

protoplastes des différentes composantes de chicorée ChicBitter003 à ChicBitter007. Ainsi, il est 

important de vérifier la capacité de régénération de ces composantes avant la réalisation de travaux 

supplémentaires. Pour cela, des cultures de protoplastes issues des composantes ChicBitter003 à 

ChicBitter007 et de la chicorée ChicBitter001 ont été réalisées et comparées. Ces comparaisons sont 

effectuées en prenant en compte l’efficacité de callogénèse, c’est-à-dire, le nombre de cals formés en 

fonction du nombre de protoplastes mis en culture. En effet, lors de la régénération de plantes à partir 

de protoplastes, l’induction de cals constitue une étape limitante. La réussite de cette étape est 

nécessaire pour l’obtention de bourgeons chez la chicorée. Le tableau 3.2 montre, d’une part, que la 

composante ChicBitter004 présente une efficacité de callogénèse quasi-similaire à la chicorée 

ChicBitter001, et d’autres part, que les composantes ChicBitter003 et Chicbitter006 sont celles qui 

présentent l’efficacité la plus élevée avec des taux de 2,6% et 1,9% respectivement. Ces 3 composantes 

ont donc été utilisées pour la réalisation de l’édition par CRISPR/Cas9.  

 

Tableau 3.2 : Représentation de l’efficacité de callo énèse des protoplastes en fonction de 

différentes chicorées.  

Matériel Nombre de cals  Efficacité de callogénèse 

ChicBitter001 193 0,9% 

ChicBitter003 529 2,6% 

ChicBitter004 177 0,8% 

ChicBitter005 44 0,2% 

Chicbitter006 395 1,9% 

ChicBitter007 13 0,06% 

L’efficacité de callogénèse est calculée par le nombre de cals formés divisé par le nombre de protoplastes mis en culture 

(2.104 protoplastes par boîte de Petri) 

 

3.2. Optimisation de la transfection de protoplastes. 

 Une optimisation du protocole de transfection a été réalisée en vue d’améliorer le protocole 

mis en place au sein du laboratoire par Bernard et al. [2019]. Cette optimisation a été réalisée sur des 
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protoplastes de la chicorée ChicBitter001. L’évaluation de l’efficacité de transfection a été possible 

grâce à l’expression du gène de la GFP introduit dans les protoplastes (Figure 3.2).  

 

 

Figure 3.2. Visualisation de protoplastes sous microscope à fluorescence. A) Protoplastes observés en 

lumière visible. B) Protoplastes émettant une fluorescence après transfection avec le plasmide GFP (λ d'émission max = 504 

nm).  

 

 Le 1er paramètre étudié est la concentration de protoplastes utilisée pendant la transfection. 

Dans le protocole mis en place au sein du laboratoire, la concentration préconisée était de 6.105 

protoplastes/mL. Une analyse de l’effet d’une concentration plus haute (8.105 protoplastes/mL) ou 

plus basse (4.105 protoplastes/mL) a été effectuée et les résultats sont reportés Figure 3.3, Cadre A. 

Bien qu’aucune différence significative ne soit observable, l’efficacité de transfection semble plus 

élevée pour les concentrations de 6.105 et 8.105 protoplastes /mL (Figure 3.3, Cadre A). La suite de 

l’optimisation s’est donc effectuée avec ces deux concentrations.  

 Le 2ème paramètre étudié est la quantité de plasmide utilisée pour la transfection. Le protocole 

mis en place au sein du laboratoire préconise une quantité de 30 µg de plasmide, ajoutée à une 

solution de 300 µL de protoplastes et 330 µL de PEG (30%). L’analyse de l’effet d’une quantité plus 

basse (10 µg) ou plus haute (50 µg) de plasmide a été effectuée pour une concentration de 

protoplastes de 8.105 protoplastes/mL (Figure 3.3, Cadre B) et de 6.105 protoplastes/mL (Figure 3.3, 

Cadre C). Le pourcentage de transfection avoisinant les 7 ± 5% pour les deux tests réalisés, on considère 

que la quantité de plasmide n’influence pas l’efficacité de transfection. Pour la suite des 

expérimentations, la quantité de 10 µg de plasmide a été utilisée dans l’optique de diminuer les coûts 

et le temps de production de ces plasmides.  

 

 Suite à de premiers essais infructueux pour l’augmentation significative de l’efficacité de 

transfection, un article concernant la transfection de protoplastes de chicorée pour l’édition de gènes 

du métabolisme des STLs a été publié par une équipe concurrente belge [De Bruyn et al. 2020]. Dans 

cette étude, le taux de transfection des protoplastes était compris entre 20 et 26%. En comparant le 

protocole mis au point par Bernard et al. [2019] et le protocole proposé par De Bruyn et al. [2020], 

A B
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utilisant chacun 2 concentrations différentes de PEG (30 et 40% respectivement), le taux de 

transfection est amélioré avec le protocole de De Bruyn et al. [2020] (Figure 3.3, Cadre D). Le protocole 

de transfection adapté de De Bruyn et al. [2020] a donc été utilisé pour la suite de nos travaux.  

 

 Les composantes ChicBitter003, ChicBitter004 et ChicBitter006 étant les composantes de 

chicorée avec le meilleur taux de callogénèse, des transfections avec le plasmide GFP, et suivant le 

protocole de De Bruyn et al. [2020], ont été réalisées sur les protoplastes de ces composantes afin de 

vérifier leur capacité à être transfectées (Figure 3.4). Au total, 3 expériences de transfection distinctes 

ont été réalisées pour chacune des composantes. Ces transfections de plasmide GFP ont eu lieu en 

parallèle de la transfection des plasmides permettant l’édition par CRISPR/Cas9, et dont les résultats 

seront présentés dans les paragraphes suivants. Le taux de transfection obtenu pour les protoplastes 

des différentes composantes est compris entre 7 et 20 % pour ChicBitter003 et ChicBitter006 et, est 

de 24 ± 2% pour la composante ChicBitter004 (Figure 3.4). La différence observée entre les différentes 

composantes pourrait être due à 2 éléments : le manipulateur qui a effectué les expériences de 

transfection et le nombre de transfections totales effectuées lors de chacune des expérimentations. 

Dans l’ensemble, les résultats permettent de confirmer que les 3 composantes choisies sont capables 

d’être transfectées avec une efficacité semblable, voire supérieure, à ChicBitter001.  

 

Figure 3.3.  endement des essais d’optimisation de transfection de protoplastes issus de la 

composante Chicbitter001.  Le taux de transfection est estimé sur 3 expériences distinctes pour chacun des paramètres 

testés. Ce taux correspond au dénombrement des protoplastes ayant intégré le plasmide GFP sur le nombre de protoplastes 

total. A) Effet de la densité de protoplastes (en protoplastes / mL) sur la transfection ; B) effet de la concentration de plasmide 
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pour une transfection à 8.105 p/mL ; C) effet de la concentration de plasmide pour une transfection à 6.105 p/mL ; D) 

Comparaison des protocoles de De Bruyn et al. [2020] et de Bernard et al. [2019]. 

   

 

Figure 3.4. Efficacité de transfection dans les différentes composantes de chicorée. Le taux de 

transfection est estimé sur 3 expériences distinctes pour chacune des composantes testées. Ce taux correspond au 

dénombrement des protoplastes ayant intégré le plasmide GFP sur le nombre de protoplastes total. 

 

3.3. Edition des gènes GAS et GAO par transfection de protoplastes issus de 

ChicBitter003. 

 Les travaux d’édition par CRISPR/Cas9 sur des protoplastes ont débuté sur la composante 

ChicBitter003 puisqu’elle présente le taux d’efficacité de callogénèse le plus élevé et donc permettra 

de régénérer plus de bourgeons.  

 

 Pour les protoplastes transfectés avec le plasmide pYLCRISPR-GASshort, ciblant les différentes 

copies du gène GAS-S, 86 plantes ont été régénérées et analysées. Le génotypage a identifié 27 plantes 

potentiellement mutantes mais l’analyse par séquençage Sanger n’a permis de confirmer que 5 plantes 

mutantes, représentant une efficacité de mutation de 5,8% (Tableau 3.3). L’analyse des séquences des 

5 plantes mutées a permis d’identifier : 1 plante mutée uniquement sur la copie GAS-S1, 1 plante 

mutée uniquement sur la copie GAS-S2, 2 plantes mutées à la fois sur la copie GAS-S1 et GAS-S2 et 1 

plante mutée simultanément sur les copies GAS-S1, GAS-S2 et GAS-S5 (Tableau 3.3, Figure 3.5). La 

plante présentant une mutation uniquement sur la copie GAS-S1 (GAS_P3) est bi-allélique 

hétérozygote (Figure 3.5), signifiant que ces deux allèles sont mutés de façon différente. La plante 

mutée uniquement sur la copie GAS-S2 (GAS-S_P5) est mono-allélique (Figure 3.5), signifiant qu’un 

seul allèle est muté. Cette plante GAS-S_P5 présente une délétion de 9 nucléotides, or, des délétions 

ou ajouts de 3 nucléotides, ou d’un multiple de 3, ne provoquent pas de changement de cadre de 

lecture. La protéine formée à partir de l’expression de cette copie ne sera donc pas tronquée et 

pourrait continuer à exercer sa fonction. Cette plante aurait donc un phénotype de plante non éditée. 

Parmi les 2 plantes mutées simultanément sur les copies GAS-S1 et GAS-S2, l’une (GAS-S_P1) est bi-

allélique hétérozygote pour la copie GAS-S1 et bi-allélique homozygote pour la copie GAS-S2 (Figure 
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3.5), l’autre (GAS-S_P4) est mono-allélique pour la copie GAS-S1 et bi-allélique homozygote pour la 

copie GAS-S2 (Figure 3.5). La plante GAS-S_P2 est mutante bi-allélique pour chacune des copies GAS-

S1, GAS-S2 et GAS-S5. Cependant pour la copie GAS-S5, l’un de ses allèles présente une délétion de 9 

nucléotides (Figure 3.5), signifiant que seul l’un des allèles de cette copie présentera un décalage de 

lecture.  

 

 Pour les protoplastes transfectés avec le plasmide pYLCRISPR-GASlong, ciblant la forme longue 

du gène GAS, 159 plantes ont été régénérées et analysées. Le génotypage a identifié 11 plantes 

potentiellement mutantes dont seulement 4 ont été confirmées par séquençage Sanger, ce qui 

représente une efficacité de mutation de 2,5% (Tableau 3.3). L’analyse des séquences a permis 

d’identifier que 3 plantes étaient mutantes mono-alléliques (GAS-L_P1, GAS-L_P2 et GAS-L_P3) et 1 

plante était mutante bi-allélique hétérozygote (GAS-L_P4) (Figure 3.6). L’analyse a aussi montré que 

chacune des mutations sont capables de provoquer un décalage du cadre de lecture. 

 

 

Figure 3.5. Séquences des copies du gène GAS-S des plantes mutées et régénérées des protoplastes 

de la composante ChicBitter003.  Les séquences cibles sont en bleu et les motifs PAM sont soulignés. Les mutations 

sont en rouge et les changements dans la séquence sont indiqués à droite de chaque séquence. GAS-S_Px.x : Plante x, allèle 

x ; WT : sauvage ; Target 1 : 1ère cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : insertion ; - : délétion 
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Figure 3.6. Séquences du gène GAS-L des plantes mutées et régénérées de protoplastes de la 

composante ChicBitter003.  Les séquences cibles sont en bleu et les motifs PAM sont soulignés. Les mutations sont en 

rouge et les changements dans la séquence sont indiqués à droite de chaque séquence. GAS-L_Px.x : Plante x, allèle x ; WT : 

sauvage ; Target 1 : 1ère cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : insertion ; - : délétion. 

 

 Pour les protoplastes transfectés avec le plasmide pYLCRISPR-GAO, ciblant le gène GAO, 144 

plantes ont été régénérées et analysées. Le génotypage a identifié 41 plantes potentiellement 

mutantes et le séquençage Sanger a permis d’en confirmer 1 , représentant une efficacité de mutation 

de 11,8% (Tableau 3.3). Parmi les 17 plantes séquencées, 2 plantes ont montré une édition du gène 

GAO résultant en une délétion de 3 nucléotides ou d’un multiple de 3. Ce type de délétion ne 

provoquant pas de changement de cadre de lecture, la protéine GAO formée ne sera pas tronquée et 

continuera, sans doute, à exercer sa fonction. Pour cette raison, on peut considérer que ces deux 

plantes auront un phénotype de plante non éditée. L’analyse des séquences des 15 plantes restantes 

a montré que 4 plantes (GAO_P3, GAO_P12, GAO_P14 et GAO_P15) sont des mutants mono-alléliques 

(Figure 3.7) et que les 11 autres sont des mutants bi-alléliques, dont 2 plantes mutantes sont bi-

alléliques homozygotes : les plantes GAO_P5 et GAO_P6 (Figure 3.7). 

 

Tableau 3.3. Aperçu des événements de mutation induits par CRISPR/Cas9 dans les protoplastes de 

la composante ChicBitter003.  

L’efficacité de mutation est calculée par la division du nombre de plantes mutantes par le nombre de plantes régénérées. 

 

Gènes ciblés GAS-S GAS-L GAO Total 

Nombre de plantes régénérées 86 159 144 389 

Nombre de plantes génotypées 86 159 144 389 

Plantes potentiellement mutantes 27 11 41 72 

Nombre de plantes mutantes identifiées par Sanger 5 4 17 26 

Efficacité de mutation 5,8% 2,5% 11,8% 6,7% 
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Figure 3.7. Séquences du gène GAO des plantes mutées et régénérées de protoplastes de la 

composante ChicBitter003.  Les séquences cibles sont en bleu et les motifs PAM sont soulignés. Les mutations sont en 

rouge et les changements dans la séquence sont indiqués à droite de chaque séquence. GAO_Px.x : Plante x, allèle x ; WT : 

sauvage ; Target 1 : 1ère cible ; Target 2 : 2ème cible ; + : insertion ; - : délétion. 

 

3.4. Edition des gènes GAS et GAO par transfection de protoplastes issus de 

ChicBitter004 et ChicBitter006. 

 Les travaux d’édition par CRISPR/Cas9 ont continué sur des protoplastes de la composante 

ChicBitter006. La récente régénération de ces plantes a permis de commencer la recherche de 

mutations par génotypage mais encore peu de plantes ont été régénérées et analysées (Tableau 3.4). 
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 Sur les 10 plantes régénérées et analysées et ayant été transfectées avec le plasmide ciblant 

le gène GAO, le génotypage n’a permis d’identifier qu’une seule plante potentiellement mutante. Le 

même nombre de mutants potentiels est retrouvé lors du génotypage des 22 plantes régénérées et 

ayant reçu le plasmide ciblant le gène GAS-L. Pour la transfection ciblant les copies du gène GAS-S, il 

semblerait que 12 des 13 plantes analysées soient potentiellement mutantes. Néanmoins, ces résultats 

n’ayant pas encore été confirmés par séquençage Sanger, aucune conclusion ne peut être émise pour 

le moment.  

 

 Tableau 3.4. Aperçu des événements de mutation induits par CRISPR/Cas9 dans les protoplastes de 

la composante ChicBitter006.  
Gènes ciblés GAS-S GAS-L GAO Total 

Nombre de plantes régénérées 13 2 10 45 

Nombre de plantes génotypées 13 22 10 45 

Plantes potentiellement mutantes 12 1 1 14 

 

 Enfin, des travaux d’édition par CRISPR/Cas9 sur des protoplastes issus de la composante 

ChicBitter004 ont aussi été entrepris mais très peu de résultats ont été obtenus puisque seuls des cals 

ont pu être régénérés pour le moment.  

 

4. Discussion 

 L’utilisation de la transfection de protoplastes pour l’édition du génome par CRISPR/Cas9 

apparaît à l’heure actuelle comme une technologie de choix pour régénérer des plantes mutantes sans 

transgène. Afin de mettre en place cette technologie, de nombreux paramètres sont à prendre en 

compte, pour l’isolement, la transfection et la culture de protoplastes. Au sein de notre laboratoire, 

les méthodes de culture et de régénération de protoplaste sont complétement maîtrisées, mais la 

méthode de transfection pour l’édition par CRISPR/Cas9 mise au point présentait une efficacité 

relative.  

 

 Pour augmenter l’efficacité de mutation par CRISPR/Cas9, des essais ont été entrepris dans le 

but de permettre l’introduction d’un plus grand nombre de plasmides dans les protoplastes. 

L’adoption du protocole de transfection publié par De Bruyn et al. [2020] a permis une augmentation 

significative du taux de transfection des protoplastes. Cette amélioration pourrait être due aux 

changements de plusieurs paramètres tels que la réalisation d’une pré-plasmolyse avant traitement 

enzymatique, la concentration d’enzyme utilisée, la densité de protoplastes à transfecter, ou la 
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concentration de PEG utilisée à un pH ajusté, mais c’est probablement l’ensemble de ces facteurs qui 

a permis cette amélioration. En utilisant le protocole publié par De Bruyn et al. [2020], des 

transfections ont aussi été réalisées avec les protoplastes des composantes ChicBitter003, 

ChicBitter004 et ChicBitter006, en raison de leurs taux de régénération de cals plus élevés. Le taux de 

transfection des protoplastes des différentes composantes est compris entre 7 et 20 % pour 

ChicBitter003 et ChicBitter006 et, est de 24 ± 2% pour la composante ChicBitter004. L’étude sur 

laquelle s’appuie le protocole de transfection de protoplastes utilisé pour le projet rapportant un taux 

de transfection entre 20 % et 26 % [De Bruyn et al., 2020], on peut estimer que l’adaptation de ce 

protocole est réussie malgré quelques variations. Lors de l’application de ce protocole sur les 

protoplastes de composante, il a été observé que plus le nombre de transfections réalisées lors d’une 

expérience était important, moins le taux de transformation avec le plasmide GFP était élevé. Il est 

possible de supposer que le temps de contact avec les différentes solutions telles que la solution de 

PEG influencera la qualité de la transfection ou la viabilité des protoplastes, diminuant ainsi le taux de 

transfection. Cela pourrait expliquer les différences de taux observées entre les différentes 

composantes. 

 

 Comme prédit par l’analyse de variabilité des séquences cibles entre les différentes 

composantes de chicorées utilisées pour l’édition par CRISPR/Cas9 et décrite dans le chapitre 1, les 

premiers résultats du séquençage Sanger ont permis de confirmer que les plasmides utilisés pour 

l’édition par CRISPR/Cas9 sont efficaces. Des plantes éditées ont ainsi été générées mais le nombre 

définitif n’a pas encore pu être estimé puisque de nombreuses plantes restent encore à analyser.  

L’édition par CRISPR/Cas9 réalisée dans les protoplastes de ChicBitter003 a permis l’obtention d’un 

taux d’efficacité de mutation total de 6,7%, ce qui est éloigné de celui obtenu par De Bruyn et al. [2020] 

(30,23% pour l’ensemble des gènes GAS-S et GAO). Ces différences entre nos données et les données 

de De Bruyn et al. [2020] peuvent être dues aux cibles définies pour l’édition par CRISPR/Cas9, qui 

présentent plus ou moins d’efficacité, ou aux différents vecteurs d’expression utilisés. En effet, les 

plasmides utilisés dans nos travaux ne sont pas de la même taille que ceux utilisés par De Bruyn et al. 

[2020]. Dans une autre étude, publiée par Cankar et al. [2021], une édition par CRISPR/Cas9 des gènes 

GAS-S et GAS-L a été réalisée dans des protoplastes de chicorée. Cependant, seules les plantes éditées 

sont présentées dans cet article et aucune donnée sur le nombre de plantes total régénérées ou sur le 

taux d’efficacité de mutation n’est mentionnée. Ce manque d’information ne permet donc pas de 

comparer avec nos résultats. 

 

 Des limites à la méthode de transformation médiée par R. rhizogenes ont pu être mises en 

évidence telles que le faible nombre de mutants régénérées à partir de chevelus racinaires, l’aspect 



138 
 

génotype-dépendant observé pour la composante ChicBitter003 mais aussi des changements 

phénotypiques dus à l’insertion des ADN-  dans les plantes. L’utilisation de la transfection de 

protoplastes permet de contourner ces difficultés par l’obtention de nombreux vitroplants, facilement 

multipliables in vitro, que l’on pourra cultiver en serre S2 afin d’analyser leur contenu en S Ls. Les 

plantes générées sont aussi exemptes de transgène même si quelques études ont montré que des 

fragments plasmidiques pouvait être retrouvés dans le génome [Bernard et al., 2019 ; De Bruyn et al., 

2020 ; Cankar et al., 2021]. La détection de ces fragments interroge sur l’insertion de parties de gènes 

issues du plasmide ou sur l’insertion du plasmide entier. Dans le second cas, cela pourrait signifier la 

présence du gène cas9 dans le génome des plantes régénérées qui pourrait, potentiellement, 

continuer à être exprimé et exercer son action. Dans le cadre des travaux présentés dans ce chapitre, 

la vérification de la présence de fragments du gène cas9 est prévue. L’insertion d’autres gènes, 

présents sur le plasmide utilisé pour la transfection, sera aussi recherchée afin de déterminer si le 

plasmide entier s’est intégré dans le génome de nos plantes. Pour pallier l’insertion de ces fragments 

plasmidiques, il serait intéressant d’utiliser des complexes ribonucléoprotéiques, consistant en un 

assemblage de sgRNA et de protéine Cas9, pour la transfection de protoplastes médiée par PEG.  

 

 Les travaux réalisés dans ce chapitre ont permis de montrer que les plasmides utilisés pour 

l’édition par CRISPR/Cas9 sont aussi bien utilisables lors d’une transformation médiée par R. rhizogenes 

que lors d’une transfection de protoplastes médiée par PEG, et permettent la génération de plantes 

éditées. Les travaux réalisés sur les protoplastes sont encore en cours puisque de nombreuses plantes 

n’ont pas encore été séquencées. Néanmoins, il a été possible d’obtenir de nombreux mutants 

différents tels que des mutants pour le gène GAS-L, ce qui n’avait pas été possible pour la chicorée 

ChicBitter002, ainsi que des double et triple mutants. Cela va permettre de compléter la première 

étude utilisant la transformation par R. rhizogenes en confirmant ou en infirmant les résultats. Ces 

travaux vont aussi permettre d’apporter des informations supplémentaires sur l’implication des 

différents gènes ou copies de gènes dans la production de STLs et permettront peut-être de répondre 

à de nombreuses questions telles que : la copie GAS-S5 est-elle exprimée ? les copies GAS-S1 et GAS-

S2 sont-ils les seuls gènes importants pour la production de STLs ? quels sont les rôles de la copie GAS-

S3 et du gène GAS-L ? La réponse à ces questions et l’amélioration de la connaissance du métabolisme 

des S Ls sont d’un grand intérêt pour les sélectionneurs puisqu’ils pourront se focaliser sur certains 

gènes plutôt que sur d’autres pour la sélection assistée par marqueurs, dans le but de créer des 

variétés de chicorée moins amères.  

 

 Les 5 composantes Chicbitter003 à ChicBitter00  ont pour but d’être inter-croisées afin de 

former 2 variétés différentes. En général, une variété est obtenue en mélangeant 3 composantes donc 
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la mutation d’une ou deux composantes par variété permettrait de diminuer significativement le 

contenu en STLs de la variété. Il apparaît alors logique de commencer à muter les composantes les plus 

riches en STLs. Dans le chapitre 1, le contenu en STLs total des différentes composantes avait été 

évalué dans des racines âgées de 3 mois (Figure 1.10). Les résultats ont montré que la composante 

ChicBitter00  est la plus riche en S Ls mais c’est aussi celle qui présente le plus mauvais taux de 

régénération de cals (Tableau 3.2). Les composantes ChicBitter003, ChicBitter004 et ChicBitter006 

utilisées pour l’édition par CRISPR/Cas9 dans ce chapitre présentent des bons taux de régénération 

(Tableau 3.2), un contenu moyen en STLs par rapport aux deux autres composantes, (Figure 1.10) et 

sont impliquées dans la génération des 2 variétés de chicorée. Ils constituent donc de bons matériels 

à éditer et à analyser pour les sélectionneurs.  
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 La chicorée est une plante dont les premières utilisations remontent à l’Egypte Antique. On la 

retrouve utilisée autant dans l’alimentation que dans les pharmacopées de nombreuses civilisations 

où elle a pu servir pour le traitement empirique de plaies, de problèmes digestifs ou encore du diabète. 

Les études pharmacologiques réalisées ont permis de confirmer certaines activités biologiques de la 

plante grâce à la présence de composés actifs tels que les composés phénoliques, les composés 

terpéniques ou encore l’inuline. La chicorée industrielle (Cichorium intybus var. sativum) est une plante 

emblématique de la région Hauts-de-France dont la racine est principalement cultivée pour la 

production de substitut de café mais de nouveaux marchés s’intéressent à cette plante pour une 

utilisation en tant qu’ingrédient fonctionnel.  uelques études ont d’ailleurs permis de montrer le 

développement de produits dérivés alimentaires contenant de la chicorée comme des biscuits, des 

gâteaux, du pain ou encore des yaourts dans lesquels une amélioration du produit et de sa valeur 

nutritionnelle pouvaient être observée [Bossard et al., 2005 ; Massoud et al., 2009 ; Ferreira et al., 

2016 ; Jeong et al., 2017 ; Kumar et al., 2017 ; Abo Taled et al., 2017 ; Volvoka et al., 2019 ; Zeny et al, 

2019 ; Ivanišová et al., 2020 ; Bokic et al., 2022 ; Twarogoswka et al., 2022]. Toutefois, cette plante 

possède une amertume pouvant provoquer un rejet pour de nombreuses personnes et une 

dépréciation des produits. Afin de pouvoir développer de nouveaux produits utilisant la chicorée en 

tant qu’ingrédient fonctionnel, il est nécessaire d’en diminuer l’amertume. Cette saveur est 

principalement due à la présence de lactones sesquiterpéniques (STLs), des métabolites spécialisés 

produits dans la chicorée, et dont les principaux mentionnés sont la lactucine, la lactucopicrine, la 8-

déoxylactucine et leurs dérivés dihydro-. L’implication de ces composés dans l’amertume a été 

démontrée dès 1990 par l’équipe de de Price et al. qui a estimé la molécule la plus amère comme étant 

un glycoside de la lactucine. Cela a été remis en question la même année par l’équipe de Van Beek et 

al. qui a défini que la dihydro-lactucoprine et la lactucopicrine étaient les molécules contributrices à 

l’amertume. La voie de biosynthèse de ces molécules est partiellement élucidée mais elles dérivent 

toutes du farnésyl pyrophosphate par une série de cyclisations et de réarrangements réalisés par la 

germacrène A synthase (GAS), appartenant à la famille des sesquiterpènes synthases, la germacrène 

A oxydase (GAO), la costunolide synthase (COS) et la kauiniolide synthase (KLS), appartenant à la 

famille des cytochromes P450 [de Kraker et al., 1998 ; de Kraker et al., 2000 ; de Kraker et al., 2001 ; 

Cankar et al., 2022].  

 

 L’obtention de chicorées moins amères et donc ne produisant peu ou plus de STLs pourrait 

être abordée par des approches de sélection variétale classique. Toutefois, ces techniques de sélection 

sont longues et fastidieuses, surtout chez la chicorée qui est une espèce pour laquelle la création 

variétale passe par l’inter-croisement de plusieurs composantes. L’idée d’inhiber la voie de synthèse 

des enzymes clés et ainsi de réduire la production des STLs par mutagénèse ciblée paraissait être une 
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méthode permettant un gain de temps considérable. Ce postulat a été à l’origine des travaux de ma 

thèse dont les objectifs étaient d’améliorer la compréhension de la voie de biosynthèse conduisant à 

la production des STLs, de réaliser une preuve de concept que l’inhibition des gènes de la voie de 

biosynthèse des STLs conduisait à une diminution de la production de ces molécules et d’appliquer 

l’édition par CRISPR/Cas9 sur du matériel adapté à la sélection et permettre la production de chicorées 

dont l’amertume a été modulée. 

 

 Mes travaux ont démarré par l’analyse du génome de la chicorée afin de caractériser les 

principaux gènes décrits dans la littérature comme impliqués dans la voie de biosynthèse des STLs. 

Cette analyse a permis la caractérisation de 10 gènes impliqués dans la biosynthèse des STLs et a 

confirmé la présence d’un seul gène GAO [Nguyen et al., 2010], d’un seul gène correspondant à la 

forme longue du gène GAS (GAS-L) [Bouwmeester et al., 2002 ; Bogdanovic et al., 2019a] mais aussi de 

plusieurs copies existantes pour la forme courte du gène GAS (GAS-S). Seules quatre copies du gène 

GAS-S avaient été identifiées jusqu’à maintenant, et notre analyse a permis de mettre en évidence une 

cinquième copie nommée GAS-S5. De plus, plusieurs copies du gène COS ont été caractérisées via 

notre analyse, ce qui n’avait jamais été mentionné précédemment. Le report de ces gènes sur le 

génome de la chicorée ChicBitter002 a permis l’obtention des séquences et la définition des cibles qui 

ont servi pour l’édition par CRISPR/Cas9.   

 

 D’un point de vue expérimental, la chicorée est une plante « docile » ayant la capacité d’être 

cultivée in vitro, et de régénérer des plantes entières à partir de divers tissus, cultures cellulaires, 

protoplastes et chevelus racinaires [Crépy et al., 1982 ; Sun et al., 1991]. C’est le cas notamment de la 

chicorée ChicBitter002 qui est un clone, capable d’autofécondation et que l’on peut facilement 

multiplier in vitro. Pour ces raisons, l’établissement de la preuve de concept que l’inhibition des gènes 

impliqués dans la voie de biosynthèse des S Ls provoque une diminution de l’amertume, a été réalisé 

sur ce génotype. En utilisant la méthode d’édition par CRISPR/Cas9 utilisant la transformation médiée 

par R. rhizogenes mise en place et maitrisée au sein du laboratoire [Bernard et al., 2019], les gènes 

GAS-S et GAO de la chicorée ChicBitter002 ont été édités. Cette édition a permis l’obtention de 

plusieurs événements de mutation, avec une efficacité de mutation globale de 26%. L’analyse du 

contenu en STLs des plantes régénérées à partir des lignées de chevelus racinaires mutées a pu être 

réalisée soit à partir du latex des feuilles soit à partir des racines. L’analyse du latex des feuilles 

présente l’intérêt de pouvoir s’effectuer dans les 2 mois après la sortie en serre des plantes régénérées 

(contre 3 mois minimum pour l’analyse de la racine) et ne nécessite pas le sacrifice de la plante, 

permettant de la conserver dans l’optique de réaliser de nouvelles analyses. Cependant, cette 

technique est difficile à standardiser et ne permet pas d’obtenir des molécules extraites stables. C’est 
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donc grâce à l’analyse du contenu en STLs des racines de chicorées éditées et régénérées à partir de 

chevelus racinaires que les données préliminaires obtenues avec le latex ont été confirmées. Les 

résultats ont mis en évidence une réduction de la production de STLs chez 2 lignées de chevelus 

racinaires : la lignée HR12, mutante bi-allélique pour les copies GAS-S1 et GAS-S2, et la lignée HR18, 

mutante bi-allélique pour le gène GAO. La lignée HR12 a montré une réduction d’environ 90% de son 

contenu total en STLs, tandis que la lignée HR18, mutante bi-allélique pour le gène GAO, n’a montré 

qu’une diminution de 60,2% son contenu en STLs. Cette réduction, moins importante suggère que 

d’autres gènes seraient capables de prendre le relai lors de l’inhibition du gène GAO. Ces résultats 

montrent que les mutations bi-alléliques sont nécessaires pour impacter la production de STLs et que 

les copies GAS-S1 et GAS-S2 semblent jouer un rôle primordial dans la conversion du germacrène A en 

germacrène A oxydase. Cependant, le nombre de plantes issues de chevelus racinaires présentant des 

profils de mutations bi-alléliques étant faible, ces résultats n’ont pas pu être confirmés sur d’autres 

lignées mutantes. En effet, la transformation par R. rhizogenes implique l’intégration d’ADN-T 

modifiant le phénotype des plantes régénérées, cela a rendu problématique l’analyse du contenu en 

S Ls des plantes régénérées.  out d’abord parce que la difficulté des racines à tubériser n’a pas permis 

l’obtention de beaucoup de matériel pour le dosage des composés, et ensuite parce que de 

nombreuses plantes sont rapidement montées en fleurs, ce qui a provoqué une variation du contenu 

métabolique de la racine de chicorée. Malgré le faible nombre de plantes étudiées, cette étude a 

permis de mettre en place des éléments de compréhension et d’estimer que les copies GAS-S1 et GAS-

S2 sont des bons candidats pour la détection de variants naturels moins riches en STLs. La création de 

mutants édités grâce à la transfection de protoplastes médiée par PEG devrait permettre d’éviter les 

problèmes de modification de phénotype et compléter ces analyses par l’obtention de nombreux 

vitroplants facilement multipliables in vitro.  

 

 L’objectif de créer des variétés moins amères, nous a aussi amené à réaliser des analyses 

sensorielles. La littérature n’est pas suffisamment claire sur l’implication des différentes S Ls dans 

l’amertume. En effet, l’équipe de Price et al. [1990] considère qu’un glycoside de lactucine est la S L 

la plus amère tandis que l’équipe de Van Beek et al. [1990] affirme que ce sont la lactucopicrine et la 

dihydro-lactucopicrine. L’élaboration d’un système cellulaire exprimant les récepteurs à l’amertume 

TAS2R46 a permis de confirmer que la lactucopicrine et la dihydro-lactucopicrine étaient les molécules 

avec le seuil de perception le plus bas, et donc les plus amères [Yanagisawa et Misaka, 2021]. Toutefois, 

les différentes études de caractérisation des STLs de la chicorée ont montré que le contenu en STLs 

pouvait fortement influencer la perception de l’amertume et qu’il variait en fonction de la variété, du 

cultivar, des conditions de culture et de stockage et aussi des conditions climatiques [Ferioli et al., 

2015 ; Graziani et al., 2015 ; Kips, 2017 ; Twarogoswka et al., 2020]. L’analyse sensorielle qui a été 
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entreprise au laboratoire a permis d’établir une corrélation entre la quantité de S Ls dans les racines 

de chicorée et l’amertume, mais n’a pas montré de corrélation directe entre l’amertume et une 

molécule particulière. Les analyses suivantes ont donc été réalisées en prenant en compte la totalité 

des S Ls comme marqueur de l’amertume. Grâce à l’analyse sensorielle, des scores d’amertume 

théoriques ont été attribués à chacune des lignées de chevelu racinaire mutantes. Cela a permis de 

confirmer que la mutation simultanée des copies GAS-S1 et GAS-S2 sur leurs deux allèles ou la 

mutation bi-allélique du gène GAO provoque une diminution de l’amertume.   

 

 En plus de leur rôle dans l’amertume, les S Ls sont aussi connues pour jouer un rôle de défense 

contre les phytopathogènes. Ces effets ont été démontrés pour divers STLs tels que la lettucénine A, 

la déhydrocostuslactone, la 5α-hydroxydéhydrocostuslactone, la déhydrozaluzanine C, la zaluzanine C, 

la costunolide et le parthénolide [Bennet et al., 1994 ; Wedge et al., 2000]. La chicorée est connue pour 

ses activités antibactériennes, antifongiques mais aussi antiparasitaires. Si l’effet antiparasitaire a été 

associé à la présence de STLs dans la chicorée [Peña-Espinoza et al., 2015], cela n’a pas encore été 

démontré contre les bactéries et les champignons pathogènes des plantes. Le fait de diminuer la 

quantité de STLs dans les plantes de chicorée, voire de la réduire complètement, pourrait avoir un 

impact négatif sur les capacités de défense de la plante vis à vis des pathogènes. Des études seront 

nécessaires pour déterminer si les nouvelles variétés moins amères ne présentent pas de problèmes 

de sensibilité aux pathogènes. La chicorée est aussi une plante riche en composés phénoliques, acides 

phénoliques et acides hydroxicinnamiques, connues pour leurs activités antimicrobiennes chez 

l’Homme [Verma et al., 2013 ; Khalaf et al., 2018 ; Bernard et al., 2022]. On peut donc se demander si 

ces composés phénoliques pourraient contrebalancer le déficit en STLs. Les mutants obtenus dans les 

travaux de cette thèse constituent donc un très bon matériel de recherche pour étudier leurs rôles 

dans les plantes. 

 

 Mon travail de thèse (bourse CIFRE) s’est déroulé au sein de l’Equipe Mixte Chic41H (Chicory 

for One Health) en collaboration avec l’entreprise Florimond-Desprez. Il est intégré dans un projet plus 

global : le projet « Amertume ». Lorsque ce projet a débuté en 2019, la Commission Européenne ne 

s’était pas encore prononcée sur la législation concernant CRISPR/Cas. Ce n’est que quelques mois 

après le début du projet que le système d’édition par CRISPR/Cas a été considéré comme une 

technologie générant des OGMs, et que la législation européenne interdisait son utilisation en Europe. 

Au cours de cette thèse, j’ai aussi dû faire face à la concurrence belge et hollandaise dont les travaux 

étaient plus avancés. Ces deux équipes ont déjà publié un ensemble de résultats mais leurs objectifs 

diffèrent un peu. D’un côté, la concurrence hollandaise [Bogdanovic et al, 2019b ; Cankar et al., 2021 ; 

Cankar et al., 2022] cherche à éliminer les S Ls en vue de faciliter l’extraction de l’inuline. D’un autre 
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côté, la concurrence belge souhaite diminuer l’amertume de la chicorée et de ses co-produits mais ils 

s’intéressent à l’endive, la chicorée witloof (C. intybus var. foliosum), qui est consommée pour ces 

feuilles [De Bruyn et al., 2020]. Néanmoins, notre projet présente des particularités par rapport à ceux 

de nos concurrents puisque le choix a été fait de travailler sur deux aspects en parallèle : la génération 

de mutants par CRISPR/Cas9 et la variabilité génétique naturelle. Etant donnée la législation actuelle, 

c’est surtout grâce à la variabilité génétique naturelle que de nouvelles variétés moins amères 

pourront être produites, mais les connaissances obtenues par l’analyse des mutants obtenus par 

édition de gènes pourront contribuer à cette recherche. Le projet « Amertume » a aussi permis 

l’installation d’un pilote farine, au sein de l’entreprise Florimond-Desprez, ce qui permet la confection 

de farines de chicorée pour le développement de nouveaux projets. Actuellement des essais de 

panification sur des farines moins amères sont en cours avec des entreprises de boulangerie 

industrielle et une nouvelle variété moins amère est en cours de création. 

 

 Dans l’ensemble, les travaux de cette thèse ont conduit à la génération de nombreux mutants 

CRISPR/Cas9 selon 2 méthodes de transformation distinctes. Ces mutants constituent un matériel de 

choix pour déterminer les gènes les plus impliqués dans la biosynthèse des STLs et pour comprendre 

le rôle de ces composés dans la plante. Cependant, ces plantes sont actuellement considérées comme 

des OGMs ce qui empêche leur culture en Europe. L’entreprise Florimond-Desprez étant une 

entreprise internationale, elle aura peut-être la possibilité de mener des essais en champs, hors 

Europe, pour évaluer l’impact d’une diminution de la production de STLs sur le fitness de la plante et 

d’utiliser les mutants à des fins plus appliquées. 
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