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ACC: acide carboxyl 1-aminocyclopropane
AlA : acide indolylacétique

AIB: acide indolylbutyrique

AGs: acide gibbérellique

ANA: acide naphtylacétique

AAQ: activité auxine-oxydasique

AP: activité peroxydasique

APS: activité peroxydasique spécifique
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CCP: cytochrome c-peroxydase

DCP: 2,4 dichlorophénol

EFE: enzyme formant I'éthyléne
H20»: peroxyde d’hydrogeéne

HRP: “horseradish peroxidase” (peroxydase de raifort)

2IP: 6 (y~y-dimethylallyl amino)-purine ou N6 [2-isopentenyl] adénine

Kin: kinétine

MF: masse de mati¢re fraiche

MS: masse de matiere seche

PAL.: phénylalanine ammonia-lyase
pl: point isoélectrique

PVP: polyvinylpyrrolidone
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INTRODUCTION

Depuis plusieurs années, 1’'une des préoccupations majeures, de notre laboratoire,

“est la connaissance des modalités de la différenciation organogene de tissus végétaux

cultivés in vitro. Etant donné que ses différents types de tissus possédent de

remarquables propriétés organogénes, le matériel choisi est Cichorium intybus L. ou

chicorée de Bruxelles. Nous le considérons comme un modéle adéquat pour I’étude
fondamentale de la différenciation.

Beaucoup de travaux peuvent attester de la capacité des tissus de Cichorium
intybus a produire soit des bourgeons (LEFEBVRE, 1979) soit des racines VASSEUR et
al., 1986) ou du cals (VASSEUR et SENE, 1984) in vitro, mais beaucoup plus rares
sont ceux qui ont étudié les variations de marqueurs biochimiques au cours de cette
différenciation.

L’étude des profils peroxydasiques et isoperoxydasiques nous a paru constituer la
meilleure approche biochimique & entreprendre pour ce travail. En effet, par leur
intervention dans le catabolisme auxinique (GASPAR et al., 1982), elles sont capables de
modifier I’équilibre hormonal auxine/cytokinine qui contrdle le processus d’organogenése
(SKOOG et MILLER, 1957).

A partir de ces considérations, nous avons envisagé notre programme de recherche
de la maniére suivante:

Aprés que LEGRAND (1987) ait montré une corrélation entre activité
peroxydasique et capacité de bourgeonnement des tissus de Cichorium intybus , il nous a
paru judicieux d’élargir le domaine de recherche en analysant les variations de 1’activité
peroxydasique et des profils isoperoxydasiques non seulement au cours de la caulogenése
mais aussi au cours de la rhizogenése et de la callogenese.

- Dans un premier ter.'ps, notre but était de mesurer I’activité auxine-oxydasique
d’extraits bruts obtenus 2 partir d’explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés
dans des conditions influengant le bourgeonnement et de la comparer a 1’activité
peroxydasique dosée dans les mémes extraits. Cette comparaison devait nous permettre
de conclure a I’intervention ou non du catabolisme auxinique dans les capacités de
bourgeonnement des tissus que nous utilisons.



- Ensuite, nous avons voulu savoir si les profils cinétiques d’activités
peroxydasiques et isoperoxydasiques présentaient des variations au cours de la
rhizogenése, caulogenése et callogenese. Ce résultat pouvant aboutir & la conclusion
d’une intervention spécifique de telles variations suivant le type d’organe néoformé.

- Pour mieux cerner le probléme, et sachant que le processus de différenciation est
sous la dépendance du rapport auxine/cytokinine, nous avons voulu savoir quel serait
I’effet de certains régulateurs de croissance sur le devenir de la morphogenése ainsi que
sur P’activité peroxydasique et les profils isoperoxydasiques.

- Enfin, nous avons cherché a trouver les facteurs physico-chimiques capables
d’induire I’enracinement des bourgeons qui est une phase obligatoire pour la
multiplication végétative des plantes produites in vitro.

Un premier chapitre de ce mémoire présente une étude bibliographique destinée a
préciser les principales propriétés physico-chimiques et physiologiques des peroxydases.

Un deuxiéme chapitre est consacré 2 la présentation du matériel végétal et des
méthodes expérimentales utilisées.

Nous abordons ensuite I’analyse des résultats trouvés concernant les variations
des activités peroxydasique et auxine-oxydasique en relation avec la morphogenése.

Le dernier chapitre comporte une discussion générale de I’ensemble des résultats
par rapport a ceux trouvés par nos prédécesseurs.
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Chapitre 1 : HISTORIQUE

I- PRESENTATION DE LA PEROXYDASE

Les peroxydases sont des enzymes qui catalysent 1’oxydation de nombreux
donneurs d’électrons (substrats réducteurs) par le peroxyde d’hydrogéne (substrat
oxydant). Elles sont répertoriées, selon la nomenclature internationale, comme E.C.
1.11. 1. 7 (H202 oxydoréductase). Ces enzymes largement présentes chez les végétaux
(GASPAR et al., 1982) sont parmi les plus étudiées depuis le début de 1’enzymologie.
Depuis, de multiples travaux ont été publiés et continuent 3 mériter ’attention de
nombreuses équipes.

Ce sont des hémoprotéines de poids moléculaire variant entre 30000 et 45000
daltons. I s’agit d’apoenzymes (glycoprotéines) associées 4 une protoporphyrine
ferrique: protohématine IX (fig. 1). Celle-ci est un composé héminique qui complexe un
atome de fer d’état d’oxydation +3 de ’enzyme 2 I’état natif appelée ferriperoxydase.
Chez la peroxydase de raifort, enzyme la plus étudiée, le fer posséde six positions de
coordination, les quatre premieres sont occupées par 1’azote de la protoporphyrine, la
cinqui¢me par la glycoprotéine; la sixieme est vide (DUNFORD, 1993).

CH:

P4

CH CHy

‘s CH

HyC cn? 2
HyC CH3 |

Cﬂz C"‘lz

C{iz Cﬂz

Figure 1: Structure de la protohématine IX
Les peroxydases sont généralement présentées sous différentes isoenzymes ou
isoformes: les isoperoxydases. Si les isoenzymes sont codées par plusieurs geénes, les
isoformes sont synthétisées par le méme geéne et peuvent subir, dans ce cas, des
modifications pré- ou post-tradictionnelles. Grace aux techniques d’électrophorese, de
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chromatographie échangeuse d’ions et d’éléctrofocalisation, ces isoperoxydases ont pu
étre séparées en deux groupes: les isoperoxydases basiques ou cationiques et les
isoperoxydases acides ou anioniques. Les termes anioniques et cationiques sont liés aux
mouvements des isoenzymes respectivement vers I’anode et la cathode au cours de leur
séparation par un champ électrique et le nombre d’isoperoxydases dépend largement de la
technique de séparation et de révélation utilisée.

TAKIO et al. (1980), en comparant la séquence compléte des acides aminés de la
cytochrome c-peroxydase de la levure (CCP) a celle de I’isoenzyme C de la peroxydase
de Raifort (HRP C) (fig. 2) et la peroxydase du navet (TP 7), fiit le premier 2 signaler
I’homologie qui existe entre ces peroxydases végétales et la cytochrome c-peroxydase de
la levure dont la structure cristalline a été établie par FINZEL et al. (1984). Depuis, les
études concernant la structure tertiaire des peroxydases végétales ainsi que le mécanisme
de leur réaction ont beaucoup intéressé les chercheurs. Ainsi, 1’isoenzyme Esde la
peroxydase de Raifort (HRP Ejs) est la premiére peroxydase végétale dont la structure
tertiaire a été vraiment définie par MORITA et al. (1991). De poids moléculaire de 36000
daltons, cette isoenzyme contient 306 acides aminés, 2 glucosamines, 8 chaines
glycosidiques, une protohématine et deux ions calcium. -

Figure 2: Vue schématique de la peroxydase C de raifort (HRP C). Une
molécule globulaire avec un canal (une fissure) conduisant au site héminique
(avec fer) qui peut étre stabilisée par les ions calcium (Ca2*). Les huits chaines
glycosylées sont dispersées sur la surface (d’aprés VAN HUYSTEE, 1990).
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Par ailleurs, les structures chimiques d’HRP Es et du CCP montrent la méme
configuration, ce qui a permis de les classer dans une méme super famille qui contient
également les peroxydases des champignons (HENRISSAT et al., 1990; TIEN et TU,
1987; WELINDER, 1991) et des bactéries (WELINDER et NORSKOV-LAURITZEN,
1986; FUITYAMA et al., 1990; WELINDER, 1991).

Les différentes étapes de biosynthése d’une peroxydase ont été signalées par
GASPAR et al., 1982; VAN HUYSTEE, 1986. Aucune conclusion définitive n’a été
apportée par les travaux concernant la synthése de la peroxydase au niveau
transcriptionnel, étant donné que la durée de vie de I’ARN messager peut €tre trés
variable (de 1 heures 30 minutes a quelques jours).

Au cours de sa progression vers l’espace intracellulaire la syntheése de la
peroxydase pourrait se faire de la maniére suivante (fig. 3):

noy

peroxydase

JJJ\ f

e o,

%_

'\

Figure 3: Migration des peroxydases depuis leur site de synthése jus.ju'a 'espace

paroi

intercellulaire. R. E. = réticulum endoplasmique, G. = appareil de Golgi,
V. G. = vésicule golgienne
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La transcription se fait au niveau du nucléoplasme (stade I) puis I’ARNm se dirige
vers le réticulum endoplasmique rugueux pour la traduction (stade II). A ce niveau
I’héme et le calcium peuvent étre ajoutés aux peptides en formation et la glycosylation
peut étre initi€e au niveau du stade III. La glycolysation se fait dans 1’appareil de Golgi
(stade IV). La peroxydase mature est relichée dans 1’espace apoplastique par les
vésicules de sécrétion (STAEHELIN et CHAPMAN, 1987) avant la distribution dans la
paroi cellulaire et/ou I’espace intercellulaire.

Plusieurs connections existent entre le réticulum endoplasmique et I’appareil de
Golgi, toutefois, on peut également observer un transport direct entre les deux systémes
membranaires sans migration des vésicules (PENEL et al.,, 1984). Les vésicules
golgiennes sont partiellement différenci€es avant leur fusion avec le plasmalemme. Par
cette voie, les produits de sécrétion enfermés dans les vésicules ou li€s a leur membrane
sont transportés vers 1’extérieur de la cellule.

II- REACTION DE PEROXYDATION

La peroxydase native ou ferriperoxydase (Fe3+p) a besoin d’une part d’un substrat
(substrat oxydant), généralement un peroxyde qui en présence de I’enzyme native
entraine la formation du composé I (MORISHIMA et al., 1984; PAUL et al., 1986),
d’autre part, un donneur d’électrons (substrat réducteur): un phénol serait nécessaire pour
la réaction de peroxydation.

Par étude spectrométrique, il a été démontré que ce sont les modifications du
niveau d’oxydation du fer qui interviennent dans la réaction. En réagissant avec les
peroxydes, les peroxydases entrainent la formation de composés différents.

La réaction globale (DUNFORD, 1986) est représentée dans le schéma suivant:

1) Fe3+p + ROOH Fe3*p +ROH
(ferriperoxydase) (substrat oxydant=H203) (composé I) (H20)

2) FeS+p + phénol Fe4+p + Radical
(composé I) (substrat réducteur) (composé IT) (phénol oxydé)

3) Fet+p + Radical Fe3+p + produit

Fe3+p + ROOH Fe3+p + produit + ROH
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Figure 4a: Mécanisme de formation du composé I (d’aprées DUNFORD, 1990).

B symbolise un résidu amino-acide basique proximal, les fleches blanches
représentent le flux d’électrons. La derniére étape, qui n’est pas représentée ici,
est la rupture de la liaison O—O (qui est facilité par les charges positives sur les
groupements distaux et la charge négative de I’histidine proximale), qui conduit a
la formation de la liaison Fe=O et la libération d’'une molécule d’eau.
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Le peroxyde d’hydrogene réagit rapidement et de fagon stoechiométrique avec la
ferriperoxydase pour former un complexe enzyme substrat dont la décomposition
engendre la formation du composé I et de I’eau. '

Le degré d’oxydation du fer dans le composé I formé est +4, la porphyrine se
présente sous la forme d’un radical cationique (DOLPHIN et al., 1971) et la liaison fer
oxygéne a une structure Fe4+=0 (ROBERTS et HOFFMAN, 1981). La réaction de
peroxydation peut donc s’écrire comme suit (DUNFORD, 1987):

Porphyrine—Fe3+ +H202 Porphyrine+—Fe4*+=() + H20

Le mécanisme catalytique de formation du composé I est schématisé dans la figure
4 a (DUNFORD, 1990).

La réduction du composé I par un électron et un proton donne le composé II.
MAKINO et al. (1986) et DAWSON (1988) ont montré que ce composé possede
également une structure Fe=0. Le composé II est ensuite réduit par un €lectron et un
proton pour régénérer la ferriperoxydase (réaction 3).

La figure 4 b schématise la succession des réactions 1 2 3 (DAWSON, 1988).

N N o
ferriperoxydase N \ ) N// H,0, H’ZO N-"—;N composé 1
' N\ N > \Felv .\
Felll _Fe,
| |
NHiS NHIS
AH- AH2
+H,0
e AH N-o— AHe
\ P
//Fei"
N :N
Nﬂis
composé I1.

Figure 4 b: Représentation schématique du cycle catalytique de la peroxydase de
rai ‘ort (d’aprés DAWSON, 1988).
La protoporphyrine IX est représentée sous forme d’un parallélogramme aux
angles duquel se trouvent les quatres atomes d’azote qui occupent quatre des
positions de coordination du fer, la cinqui¢éme est occupée par I’azote de
I’histidine proximale (NHis).
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Généralement, les composé I et II se forment, par oxydation, en présence d’une
faible quantité d’H»O», alors qu’en présence d’un excés de peroxyde, la réaction entre le
composé II et ’'HpO2 entrainerait la formation du composé III (KELIN et HARTREE,
1951; GEORGE, 1953). Les deux premiers composés sont considérés comme des
enzymes intermédiaires obligatoires pour la régénération de I’enzyme native qui est la
ferriperoxydase. La transformation de la peroxydase passe donc par plusieurs niveaux
d’oxydations et de réductions, ce qui explique la présence de plusieurs composés.

Au cours de I’oxydation de I’acide indolyl acétique, la peroxydase peut présenter
d’autres états d’oxydation. En effet, la ferriperoxydase est réduite pour donner
I’oxyferriperoxydase qui est le composé III. Ce demier semble étre une forme
hétéromérique entre les complexes ferroperoxydase-oxygene et ferriperoxydase-
anionsuperoxyde. En présence de donneurs ou d’accepteurs d’électrons, le composé III
disparait pour régénérer la ferriperoxydase:

Fe2+p0; > Fe3+p + HyO3
(composé III)
ou
Fe3+p Op- —» Fe3+p+ Oy
(composé IIT)

III. COMPARTIMENTATION

3.1. Choix du donneur d’électrons au cours des études
cytologiques et biochimiques

Les peroxydases étant capables d’oxyder, in vitro, un grand nombre de
donneurs d’électrons, le choix de ces derniers pour les études cytologiques et
biochimiques interfere sur les résultats obtenus.

En cytologie, par exemple, la prés'ence d’autres protéines héminiques
(catalase, phénol-oxydase, cytochrome c) peut conduire a 1’oxydation des donneurs
d’électrons. Les plus couramment utilisés sont la diaminobenzidine,
paraphenylenediamine pyrocatechol, la tetramethylbenzidine IMBERT ” et al., 1984).
Plus récemment, la syringaldazine permet de mettre en évidence une syringaldazine
peroxydase, notamment au niveau des parois cellulaires qui se lignifient. Cette
syringaldazine peroxydase acceptant par ailleurs comme co-substrat le syringol, I’acide
ferulique et synapique ( GOLDBERG et al., 1991).
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Par ailleurs, il semble bien que 1’affinité pour le donneur d’électrons peut
varier selon le tissu considéré ou le stade de développement (FERRER et al., 1990).

Ces différences se traduisent aussi au cours des études biochimiques et
notamment lors de la révélation des gels d’éléctophorese. Le nombre d’isoperoxydases
étant dépendant, d’une part de la technique utilisée: gel d’amidon, de polyacrylamide et
d’isofocalisation et d’autre part du co-substrat retenu comme révélateur de 1’expression
des isoperoxydases. Ce qui laisse supposer qu’in vivo, certaines isoperoxydases
pourraient avoir des fonctions bien définies et spécifiques, par exemple les cationiques
interviennent dans le catabolisme auxinique (HAZELL et MURRAY, 1982) et les
anioniques dans la biosynthése de la lignine (BOYER et al., 1983; GASPAR, 1986),
alors qu’in vitro, elles perdent cette spécificité (GRISON et PILET, 1985; ROS
BARCELO et al., 1987; PANG et al., 1989; FORCHETTI et TIGIER, 1990).

3.2. Localisation

Griace aux études histologiques, 1’activité peroxydasique a pu étre
localisée. Les peroxydases sont généralement présentes dans tous les tissus des plantes,
mais en général, chaque tissu ou organe posséde une composition isoperoxydasique
propre (SCANDALIOS, 1974). La localisation cellulaire des peroxydases est sujette a
controverses liées aux méthodes d’études utilisées (GASPAR et al., 1982).

Toutefois, en plus de la parois cellulaires, (RIDGE et OSBORNE,
1970; MEUDT et STECHER, 1972; DARIMONT et al., 1973; PARISH, 1975; PENEL
et GREPPIN, 1979; CATESSON (1980); CATESSON et al., 1986; ROS BARCELOT et
al., 1988; HU et al., 1989; PERREY et al., 1989; HENDRIKS et VAN LOON, 1990;
MADER, 1992), I’activité peroxydasique a ¢été également localisée dans vacuoles
(HALL et SIXTON, 1972; PARISH, 1975; GROB et MATILE, 1980; GASPAR et al.,
1982; MADER et WALTER., 1986; SCHLOSS et al., 1987; PERREY et al., 1989). A
I’intérieur de la cellule, les peroxydases se trouvent également dans les dictyosomes
(GASPAR et al., 1982; GRIFFING et FOWKE, 1985) les vésicules golgiennes
(GASPAR et al., 1982; GRIFFING et FOWKE, 1985, CATESSON et al., 1986,
CHIBBAR et VAN RYJYSTEE, 1986; FERRER et al., 1991) et le réticulum
endoplasmique (GASPAR et al., 1982; CATESSON et al., 1986; FERRER et al.,
1991). Les chloroplastes, par contre peuvent contenir d’autres peroxydases qui
utilisent I’acide ascorbique comme donneur d’électrons (NAKANO et ASADA, 1980;
1981; 1987; GILLHAM et DODGE, 1986; CHEN et ASADA, 1989).
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Au cours de I’extraction, les différentes isoperoxydases acides ou basiques
peuvent s’associer, par des forces électrostatiques, 4 des composés cellulaires différents.
En effet, les peroxydases basiques sont généralement localisées dans les vacuoles
(SCHLOSS et al.,, 1987; PERREY et al.,, 1989; MADER, 1992). Toutefois, des
isoperoxydases basiques associées a 1a paroi ont ét€ mise en évidence par SCHLOSS et
al. (1987), HU et al. (1989), McDOUGALL et al (1992). Les peroxydases acides sont
liées 2 1a paroi (MADER et al., 1980; GOLDBERG et al., 1983, IMBERTY et al., 1985;
DE JAEGHER et al., 1985; CATESSON et al., 1986; PERREY et al., 1989,
LAGRIMINI et al., 1990; MOHAN et KOLATTUBUDY, 1990; FERRER et al., 1991;
MADER, 1992).

D’un point de vue technique, les peroxydases ont été classées en différents
groupes suivant leur degré de liaison avec les éléments cellulaires. Ainsi on peut
distinguer:

1- des peroxydases solubles regroupant :

roxyd riétales libres mises en évidence par

(ABELES et LEATHER, 1971; RATHMEL et SEQUEIRA, 1974; CASTILLO et al.,

1984). Elles sont recueillies par infiltration sous vide d’eau ou de solution tamponnées
dans les tissus puis centrifugation des tissus sans broyage préalable.

O les peroxydases protoplasmiques extraites apreés broyage des

tissus dans une solution tamponnée a faible force ionique.

2- les peroxydases liées ioniquement aux membranes et aux
parois qui sont extraites par un tampon de force ionique plus élevée.

3- les peroxydases liées de facon covalente. Celles-ci sont
pariétales (RIDGE et OSBORNE, 1971) et ne sont libérées que par digestion
enzymatique de la paroi.



11
IV- PRINCIPAUX ROLES PHYSIOLOGIQUES

Les peroxydases ont la particularité de catalyser in vitro un grand nombre de
réactions (GASPAR et al.,, 1982). Chaque réaction peroxydasique aurait un role
spécifique dans le maintien ou I’adaptation des structures et des fonctions des cellules
végétales dans leur environnement. Globalement, des travaux récents ont montré
I’implication des peroxydases dans de nombreux niveaux du développement des plantes:
croissance et différenciation, floraison, pollinisation et mécanismes d’adaptation au stress
(GREPPIN et al., 1986). Leurs interventions dans la régulation des teneurs d’auxine
(acide indole-3-acétique), I’éventuel contrdle de la derniére étape de la biosynthése
d'éthylene, la participation dans les réactions rédox de la membrane plasmique et dans la
formation d’eau oxygénée et enfin la construction, la rigidité et la lignification ou
subérisation des parois végétales, sont également le plus souvent citées.

4.1. Peroxydases et différenciation

Les peroxydases sont, depuis plusieurs années, considérées comme des
enzymes impliquées dans le processus de différenciation des tissus végétaux et peuvent
étre utilisées comme indicateurs précoces voire comme marqueurs biochimiques au cours
de T’organogenése. En effet, les peroxydases peuvent avoir un rdle physiologique durant
le processus de différenciation selon deux voies suivantes:

1) la régulation de la teneur endogéne d’auxine pendant les périodes

précoces de différenciation.

2) la lignification durant les derniéres étapes.

Au cours de I’enracinement, des fluctuations significatives de 1’activité
peroxydasique on été notées chez Prunus (SCHELL et al., 1973; QUOIRIN et al,,
1974), Asparagus (VAN HOOF et GASPAR, 1976), Nicotiana (GASPAR et al., 1977
b; THORPE et al., 1978), Pinus (GASPAR et al., 1977 a), Malus (DRUART et al.,
1982), Cynara (MONCOUSIN, 1982; MONCOUSIN et GASPAR, 1983), Vitis
(MONCOUSIN, 1986, a, b; 1987), Populus (BHATTACHARYA et al., 1975;
PYTHOULD et BUCHALA, 1989) et au cours de la néoformaticn de racines chez
Cichorium intybus (BOUAZZA et al., 1993).

Parfois, ’analyse de ces fluctuations a été couplée A une analyse des variations du
profil isoenzymatique (GASPAR et al., 1975; BHATTACHARYA et al., 1978;
MONCOUSIN, 1982; MONCOUSIN et GASPAR, 1983). Une évolution distincte des
peroxydases anioniques et des peroxydases cationiques au cours de I’enracinement a été
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observée. Ainsi GASPAR (1981), GASPAR et al. (1982), MONCOUSIN et GASPAR
(1983) et MONCOUSIN (1987) ont pu séparer le processus d’enracinement en deux
phases: une phase d’induction, durant laquelle 1’activité peroxydasique atteint un
maximum, et une phase d’initiation, durant laquelle I’activité peroxydasique décroit.
L’émergence des racines coincide toujours avec la diminution de 1’activité peroxydasique
due surtout a la diminution des peroxydases cationiques; c’est pZ)urquoi les auteurs
qualifient les peroxydases de marqueurs biochimiques de la formation de racines.

Dans certains cas, les boutures sembleraient déja induites, étant donnée qu’une
diminution de I'activité peroxydasique dés le moment du bouturage a été observée
(QOIRIN et al., 1974; GASPAR et VAN HOOF, 1976) alors que dans les autres cas les
deux phases sont décelées.

De plus, il a été suggéré que 1’augmentation continue de ’activité et du nombre des
isoperoxydases les plus acides, durant les deux phases d’induction et d’initiation des
racines, serait associée au processus de lignification continue inhérent a la différenciation
des cellules du xyléme dans les nouvelles racines (THORPE et al., 1978, GASPAR et
al., 1979). Par contre, I’activité perxydasique basique qui augmente pendant la phase
d’induction et qui diminue apres, est associée, respectivement, a une diminution puis une
augmentation du taux d’auxine endogene (GASPAR et al., 1977 a). '

Si dans la plupart des cas, I’étude de I’évolution de I’activité peroxydasique a été
couplée a celle des variations du profil isoenzymatique, dans certains cas, seules des
variations dans le nombre ou I’activité des isoperoxydases ont été notées: NANDA et al.
1973 a) chez Impatiens, CHANDRA et al. (1973), GURUMIRTI et NANDA (1974),
CHIBBAR et al. (1979) chez Phaseolus mungo , NANDA et al. (1973 b),
BHATTACHARIA et al; (1975) chez Populus nigra, BHATTACHARIA et al; (1978)
chez Salix tetrasperma et ONO et al. (1980) chez Nicotiana.

Selon SMITH et THORPE (1977), GASPAR et al. (1977 a), GASPAR et al.
(1981), la phase d’induction ne manifeste aucune modification histologique alors que la
phase d’initiation est caractérisée par 1’apparition de divisions cellulaires au niveau des
sites de néoformation et se termine par 1’émergence des racines .

11 a été également observé que:

- la précocité et I’intensité de ’enracinement adventif dépendent de la
rapidité des changements de I’activité peroxydasique précédant et suivant le
maximum d’activité peroxydasique. En effet, 1’apport de certaines
substances chimiques (généralement des auxines synthétiques, phénols et
vitamines) susceptibles de stimuler ou d’inhiber 1’activité peroxydasique

——
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pendant I’une des deux phases se répercute directement sur I’enracinement
(SMITH et THORPE, 1977, MONCOUSIN, 1982; MONCOUSIN et
GASPAR, 1983). Des facteurs physiques tels que 1’obscurité peuvent
également moduler I’activité peroxydasique et agir par conséquent sur la
néoformation de racines (DRUART et al., 1982; MONCOUSIN, 1982,
1986 a).

- au moment de leur séparation du pied mere, les boutures peuvent se
trouver dans une situation telle qu’elles ont 2 subir les phases d’induction
et d’initiation (CHIBBAR et al., 1979; MONCOUSIN et GASPAR, 1983)
ou uniquement la phase d’initiation avant que la formation des racines ne
soit visible (QUOIRIN et al., 1974, GASPAR et VAN HOOF, 1976).

Au cours de la néoformation de bourgeons végétatifs, les
variations des profils peroxydasique et isoperoxydasique semblent étre différentes de
celles citées précédemment, au cours de la néoformation des racines. En effet, la
néoformation de bourgeons est souvent caractérisée par une augmentation préalable de
I’activité peroxydasique suivie d’un plateau. Cette évolution d’activité peroxydasique a
été trouvée par GASPAR et al. (1977 b), THORPE et al.(1978), THORPE et GASPAR,
1978 et KAY et BASILE (1987) chez le tabac; LEGRAND (1987); NEGRUTIU et al.,
1979 chez 1I’Arabidopsis; KEVERS et al., (1981) chez la betterave a sucre; VON
ARNOLD et GRONROQOS (1986) chez Picea abies et LEGRAND et BOUAZZA (1991)
chez la chicorée.

L’augmentation de I’activité peroxydasique favorise la formation de bourgeons et
la présence de ce plateau semble étre caractéristique de ce type d’organogenese.

Récemment, McCDOUGALL et al. (1993) ont montré que la période d’induction de
pousses chez Linum est caractérisée par une augmentation des isoperoxydases
cationiques et la période d’initiation par une augmentation abondante des isoenzymes
anioniques. Parallélement a 1’augmentation continue des isoperoxydases anioniques, de
nouveaux éléments du xyléme peuvent étre formés.

L’activité ainsi que les profils isoperoxydasiques ont été également
considérés comme marqueurs d’embryogenése somatique par JOERSBO et al.
(1989a) chez la carotte et KRSNIK-RASOL (1986 et 1991) chez le potiron. WOCHOK
et BURLESON (1974) et KRINSKI-RASOL et al. (1982) ont montré que, chez la
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carotte, 1’apparition des embryons est précédée par une augmentation de 1’activité
peroxydasique et que certaines isoperoxydases cationiques peuvent &tre considérées
comme des indicateurs précoces de I'embryogeneése somatique. Ainsi, JOERSBO et al.,
1989 (b) ont signalé la présence d’une isoperoxydase basique pendant les premiers stades
de I’embryogenése. Celle-ci ne s’exprime pas chez les lignées embryogeénes mises en
culture dans des conditions non embryogenes. Ceci confirme les résultats de KOCHBA
et al. (1977) qui ont montré que, dans les cals embryogenes d’orange, le potentiel
embryogene est associé A une augmentation importante d’activité peroxydasique et 2
I’apparition d’isoenzymes cationiques supplémentaires spécifiques.

Par ailleurs, ANDERSEN et al. (1986) ont montré que, chez la carotte,
Pactivité peroxydasique est nettement plus élevée dans une culture en différenciation
comparée 3 une autre non différenciée, de plus des isoperoxydases spécifiques ont été
trouvées a partir des cellules poussant dans des conditions de différenciation en accord
avec d’autre observations (KRSNIK-RASOL et al., 1982). De plus, CORDWENER et
al. (1991) ont montré récemment, que la sécrétion d’isoperoxydases cationiques
spécifiques est nécessaire pour le processus d’embryogenese somatique chez la carotte.

Considérant que les peroxydases sont aussi AIA-oxydases (GRAMBOW,
1986), la. diminution des teneurs endogénes en auxine serait nécessaire pour le
développement embryogene et par conséquent une forte activité peroxydasique semble
étre un des marqueurs positifs du potentiel embryogene.

Malgré que les travaux concernant 1’étude des relations existantes entre
activité peroxydasique et différenciation soient peu nombreux, ils montrent tous que
I’activité peroxydasique totale aussi bien que les profils isoperoxydasiques peuvent &tre
corrélés A la différenciation et peuvent donc étre considérés comme des marqueurs
spécifiques au cours de la néoformation de racines, de bourgeons ou d’embryons.

2. Catabolisme auxinique

L’implication des peroxydases en général, et de certaines isoenzymes en
particulier, est largement admise dans le contrdle de la teneur endc géne d’auxine et dans
les processus qui en dépendent (ENDO, 1968; SRIVASTAVA et VAN HUYSTEE,
1973; MACHACKOVA et al., 1975; GASPAR et al., 1977b; 1985).

WENT (1928) est probablement 1’un des premiers chercheurs & avoir
soupgonné 1’existence d’enzymes capables de détruire les auxines, depuis de nombreux
travaux (LARSEN, 1951; KENTEN, 1955; RAY 1958; GALSTON et HILMAN, 1961;
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GASPAR, 1965; RICARD et JOB, 1974; GASPAR et al., 1982; GRAMBOW et
LANGENBECK, 1983; PILET et GASPAR, 1968; VAN HUYSTEE, 1986; ACOSTA
et al., 1988; GRAMBOW, 1986; GRAMBOW, 1988; SANCHEZ-BRAVO et al., 1989;
GARCIA-FLORENCIANO, 1991a) ont été publiés et montrent combien les études
relatives au catabolisme auxinique ont intéressé les chercheurs,

La mise en évidence des relations entre peroxydases et auxines est basée
sur des constatations indirectes faites 2 la suite d’apports d’effecteurs positifs (Mn2+,
phénols monosubstitués) ou négatifs (polyphénols) des AIA-oxydases, ou déduites des
variations de la teneur en ces effecteurs au cours de phases particuliére de phénomeénes
physiologiques tels que I’enracinement adventif (GASPAR et al., 1982). Toutefois, la
nature de I’enzyme catalysant la dégradation de ’AIA a souvent été débattue.
SRIVASTAVA et VAN HUYSTEE (1977a) ont résumé les trois hypothéses émises:

- la fonction AIA-oxydase n’est pas assurée par les peroxydases,

- les mémes molécules exercent les deux fonctions mais a des sites actifs
différents,

- seulement quelques isoperoxydases ont une activité AIA-oxydAsc.'

Dans la majorité des cas, la deuxiéme hypothése est retenue (ENDO, 1968;
SRIVASTAVA et VAN HUYSTEE, 1973; MACHACKOVA et al., 1975; DENCHEVA
et KLISURSKA, 1982), mais MAZZA et al. (1970) et RICARD et JOB (1974) ont
montré que les isoperoxydases les plus basiques ont un trés fort potentiel
d'oxydoréduction a 1’égard de I’ AIA et donc sont les plus aptes a détruire I’ AIA.

Les voies d’oxydations non décarboxylatives et décarboxylatives sont les
principaux processus contrdlant le taux d’AIA libre (SEMBDNER et al, 1980;
BANDURSKI et al., 1988; GRAMBOW, 1988). GASPAR et al., 1982 ont signalé que
la décarboxylation oxydative de 1’ AIA est catalysée par les peroxydases et est considérée
comme la principale voie de dégradation d’AIA chez les végétaux. Par contre 1’oxydation
non décarboxylative de I’ AIA observée chez plusieurs especes végétales (REINECKE et
BANDURSKI, 1988) n’est pas catalysée par les peroxydases.

Suivant les conditions physiques et biochimiques, la dégradation de I’AIA
peut se faire par différentes voies conduisant 2 la formation de 3-méthyléne oxindole ou
I’indole-3-aldehyde (GRAMBOW et LANGENBECK-SCHWICH, 1983; ROS
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BARCELO et al., 1990 a; SANDBERG et al., 1990; McDOUGALL, 1992). D’aprés
GASPAR et HOFFINGER (1988), le méthyléne-indolénine est probablement un
intermédiaire commun de la formation de 1’indole-3-méthanol et du 3-
hydroxyméthyloxindole (fig. 5). En absence ou en présence de faibles concentrations de
phénols, I’eau oxygénée est consommée par la réaction qui, avec le 3-
méthyléneindolénine comme intermédiaire, conduit 3 la formation du 3-
hydroxyméthyloxindole et du 3-méthyléne-oxindole qui peut &tre lui méme réduit en 3-
méthyloxindole par I’enzyme 3-méthyléne-oxindole réductase (GRAMBOW et
LANGENBECK-SCHWICH, 1983). Par contre, I’indole-3-méthanol est le seul produit
du catabolisme auxinique si de 1’eau oxygénée est consommeée par les peroxydases en
présence de composés phénoliques. Ce composé peut étre oxydé de maniére irréversible
en indole-3-aldehyde, qui lui méme peut étre oxydé en acide indolyl-3-carboxylique. 7

Si les peroxydases peuvent oxyder des phénols pour produire, entre
autres, des quinones (PICKERING et al., 1973; YOUNG et STEELINK, 1973), les
composés phénoliques régulent & leur tour I’activité AIA-oxydasique des peroxydases.
Les monophénols, en particulier, favorisent la dégradation de I’AIA, d’autres composés
tels que les O-diphénols inhibent cette activité (LEE et al., 1982). Certains dérivés du
catabolisme auxinique paraissent avoir une action du méme type que I’AIA lui méme. En
effet, il a été montré que le méthyléne oxindole, par exemple, peut avoir une activité cent
fois plus élevées que celle de I’acide indole acétique sur 1’enracinement de boutures de
Pinus radiata (SMITH et THORPE, 1976). De méme HOFINGER et al. (1980) ont
constaté qu’un apport exogene de méthyléne oxindole peut inhiber la croissance des
racines en augmentant la production d’éthylene.

Il n’y a pas de doute que les peroxydases peuvent décarboxyler I’AIA in
vitro grice a divers mécanismes possibles (GASPAR et al., 1982; GRAMBOW et
LANGENBECK, 1983; ACOSTA et al., 1988) mais qu’elles agissent ainsi in vivo
(RICARD et JOB, 1974; GRAMBOW, 1986; GRAMBOW, 1988; SANCHEZ-BRAVO
et al., 1989) n’est pas encore bien admis.

Le catabolisme auxinique est généralement catalysé par les peroxydases
basiques (BREDEMEIJER et BLAAS, 1983; AKASAWA et YONEI, 1985; BERTHON
et al., 1990; ROS BARCELO et al,, 1990 b; FERRER et al., 1991 b) probablement
solubles sans sp-cificité de leur localisation ou associées 2 la paroi (GASPAR et al.,
1982; JACOB et BOPP, 1990). En effet, il a ét€ fréquemment observé que les variations
des peroxydases basiques sont concomitantes des variations inverses des concentrations
en AIA endogeéne (GASPAR et al., 1985), ce qui n’est pas le cas des peroxydases acides.
La dégradation de I’AlA, in vitro, par les isoperoxydases acides a été également signalée
par CHIBBAR et VAN HUYSTEE (1984) chez I’arachide et PRESSEY (1990) chez la
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tomate. Les isoperoxydases liées & la membrane plasmique sont également capables de
convertir le tryptophane en indol-3-acetaldoxine, précurseur éventuel de 1’auxine
(LUDWIG-MULLER et al., 1990).

3. Biosynthése de I’éthyléne

Suite aux relations établies entre les variations de I’activité peroxydasique
et la transformation de 1’acide carboxyl 1-aminocyclopropane (ACC) en éthyléne, on a
longtemps considéré que la peroxydase intervenait dans la derniere étape de la
biosynthe¢se de I’éthylene (MACHACKOVA et ZMERHAL, 1981; ROHWER et
MADER, 1981; VIOQUE et al., 1981; GASPAR et al., 1985; ABELES et al., 1988 ).
Mais cette hypothése n’est plus retenue depuis la découverte de 1’enzyme formant
I’éthyléne (EFE) qui a la propriété de convertir ’ACC en éthyléne (YANG et
HOFFMAN, 1984).

A cause de son instabilité (YANG et HOFFMAN, 1984; KENDE, 1989)
’activité de cette enzyme n’a été mesurée, in vitro, qu’en 1991 par VERVERIDIS et
JOHN chez le melon. Sa nature reste inconnue (McCKEON et YANG, 1988) mais elle
présente une grande homologie avec la flavanone 3-hydroxylase (HAMILTON et al.,
1990; VERVERIDIS et JOHN; 1991).

Récemment, KEVERS et al. (1992) ont signalé une relation entre 1’activité
ascorbate-peroxydase et la capacité de convertir I’ACC en éthyléne. Par ailleurs, puisque
I’activité ascorbate peroxydase est associée aux mitochondries (BOUZAYEN et al.,
1987) et aux fluides périplasmiques et intercellulaires (CASTILLO et al., 1986; KEVERS
et al., 1989), ou I’activité de I’EFE a été également localisée, certaines peroxydases telles
que I’ascorbate-peroxydase pourraient avoir un réle direct ou indirect dans le syst¢me
EFE.

4. Lignification

La participation des peroxydases dans la construction de la paroi cellulaire
a été largement étudiée (BORCHERT, 1978; ESPELIE et KOLATTUKUDY, 1985; DE
JAEGHER et al., 1985; CATESSON et al., 1986; ESPELIE et al., 1986; FRY, 1986;
FRY, 1988; ROBERT et al., 1988; ROBERT et ROLAND, 1989; ROBERT et
KOLATTUKUDY, 1989; FRY, 1990). En effet, il existe plusieurs étapes dans la voie de
biosynthése de la lignine dont I’une d’entre elles serait contrdlée par la peroxydase.
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La lignine est synthétisée 2 partir des L-phenylalanine et L-tyrosine par
I’intermédiaire des acides cinnamiques et hydroxycinnamiques correspondant
(cinnamique, para-coumarique) (GASPAR et al., 1991). Ces derniers en tant que tels ou
glycosylés sont sécrétés a partir du cytoplasme vers la paroi ou les glycosides sont
stockés comme précurseurs monomériques de la lignine alors que les formes libres sont
directement déhydrogénés par la peroxydase (+ H207) dans les radicaux mésomériques
libres (phenoxy) (GASPAR et al., 1991).

La peroxydase interviendrait uniquement dans les toutes derniéres étapes
de la biosynthese de 1a lignine en catalysant la polymérisation oxydative des alcools para-
coumaryliques coniféryliques et synapyliques. Cette polymérisation nécessite la synthése
d’H202 (HARKIN et OBST, 1973) elle méme induite par les peroxydases (GROSS et
al., 1977; MADER et al., 1980).

Les peroxydases catalysent aussi la formation de 1’acide diférulique, a
partir de 1’acide férulique, liant les hémicellulose (MARKWALDER et NEUKOM, 1976)
et aussi la formation de pont diphényl entre les chaines de polysaccharides ou les
protéines de la paroi (WHITMORE, 1978 a et b), contribuant ainsi & 1’augmentation de la
rigidité de la matrice cellulosique (ROLAND, 1982). De méme, la formation de liaisons
croisées, catalysées par les peroxydases, a été suggérée entre phénols pariétaux (FRY,
1979, 1982).

Les peroxydases liées aux parois cellulaires en cours de lignification ont la
particularité de manifester in vitro une grande affinité pour la syringaldazine
(CATESSON et al., 1978; FLEURIET et DELOIRE, 1982; GOLDBERG et al., 1983;
GOLDBERG et al., 1985; DE JAEGHER, et al., 1985). Il s’agit dans ce cas, d’une
syringaldazine-peroxydase puisque cette réaction n’est décelée que dans les tissus qui se
lignifient.

Bien que TIGIER et al. (1991) aient montré qu’une activité syringaldazine-
oxydase a €té trouvée aussi bien dans les isoenzymes anioniques que cationiques, la
lignification est généralement accompagnée par une augmentation de I’activité des
isoperoxydases anioniques (VAN HOOF et GASPAR, 1976; GASPAR et al., 1982) qui
peuvent également, intervenir dans les processus de cicatrisation par subérisation des
tissus suite a une blessure (GASPAR, 1986; KOLATTUKUDY, 1987; ROBERT et al.,
1988; MOHAN et KOLATTUKUDY, 1990). En fait, souvent a la suite d’une blessure,
d’une attaque de pathogeénes sur la plante ou d’un stimulus mécanique, 1’activité
peroxydasique augmente et des isoperoxydases apparaissent (GRISON et al., 1975;
VANCE et SHERWOOD, 1976; BOYER et al., 1979; DESBIEZ et al., 1981; GASPAR
et al., 1982). Chez des tomates cerises, FLEURIET (1982) a montré que cette
augmentation est due d’abord, aux peroxydases dites solubles puis, vers le sixi¢me jour,
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1’activité des peroxydases pariétales inexistantes chez le fruit non blessé, augmente 4 son
tour avec 1’apparition de nouvelles isoenzymes. Ceci se traduit par la lignification des
tissus blessés, ce qui est un mécanisme de résistance de la plante (VANCE et al., 1976).
De plus, une nouvelle forme d’isoperoxydase sur des tubercules de pomme de terre
blessés a €té observée par ESPELIE et al. (1986) et serait responsable de la subérisation
ultérieure des tissus blessés.

Des études cytochimiques montrent que les isoperoxydases impliquées
dans la lignification sont localisées au niveau de la paroi secondaire et peuvent étre des
isoenzymes extracellulaires (WESTERMARK, 1982). L’activité peroxydasique dans ces
parois est temporaire et cesse a la fin de Ia lignification (PANG, 1990).

L’intervention des peroxydases dans le processus de lignification a été
étudiée en détail au cours du phénomene de vitrification des tissus cultivés in vitro
(KEVERS et al., 1984; KEVERS et GASPAR, 1985 a; KEVERS et GASPAR, 1985 b;
GASPAR et al., 1986) (fig. 6).

La vitrification est considérée comme une réponse morphologique aux
conditions de stress. Elle se caractérise par une lignification défectueuse des vaisseaux et
des trachéides. Une diminution de 1’activité des peroxydases acides et de la
phénylalanine-ammonia-lyase (PAL) a été observée, elle serait le résultat d’une
diminution de la production d’éthyléne et ceci pourrait expliquer la rigidité et la
lignification faible chez les plantes vitrifiées.

A la lumiére de ces fonctions peroxydasiques, 1’objectif de notre travail
était d’étudier 1’activité peroxydasique et les profils isoperoxydasiques au cours de la
morphogeneése de chicorée de Bruxelles.
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Chapitre 2: MATERIEL ET METHODES

I- MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal utilisé provient de racines tubérisées, non forcées, de la
chicorée de Bruxelles Cichorium intybus L. var. Witloof cultivar Flash largement
répandue dans le nord de la France, la Belgique et les Pays-Bas.

Clest une Astéracée bisannuelle dont les racines tubérisées sont récoltées
en automne et conservées au laboratoire en chambre froide a 4 °C. Elle sont connues pour
leur remarquable capacité organogene. :

Pour chaque essai, nous avons sélectionné des échantillons de méme
provenance et ayant subi les mémes conditions de conservation.

II- LA CULTURE IN VITRO
2.1. Aseptisation du matériel

Les racines, épluchées, sont immergées pendant 30 minutes dans
une solution filtrée d'hypochlorite de calcium (210° chlorométrique) 2 70 g 1-1 puis
rincées 3 fois a I'eau distillée stérile pendant 5, 10 et 15 minutes respectivement. Le but
de cette opération est de détruire les micro-organismes (bactéries et champignons) qui
infectent fréquemment la zone corticale superficielle sans que la zone génératrice
(libéroligneuse) ne soit atteinte.

2.2 Mise en culture:

A l'aide d'un emporte-pi¢ce cylindrique, des trongons de 6 mm de
diamétre sont prélevés au niveau de 1'assise génératrice des racines. Ils sont ensuite
débités en fragments de 2 mm d'épaisseur et déposés au contact du milieu nutritif 4 raison
de vingt explants par boite de Pétri. Le milieu de culture préalablement stérilisé par un
passage a l'autoclave pendant 20 min a 110 °C (0,5 bars), comprend dans sa composition
de base les macro et les microéléments de la solution de HELLER (1953) et de 1a gélose a
0,6%. Au cours de nos expériences nous avons parfois modifié la composition de ce
milieu. Ces modifications seront spécifiées ultéricurement.



POUDRE VEGETALE + Acide trichloracétique (ATC) 5 %, (5 ml /100 mg).
ou
EXTRAIT ENZYMATIQUE BRUT + ATC 10 % (v/v)
Homogénéisation-Extraction 12 h 2 4° C

Centrifugation 10 000 g/ 10 min

Surnageant (S) Culot + ATC5 %

(éliminé)

Centrifugation 10 000 g/ 10 min

S. éliminé Culot + Ethanol saturé en acétate de Na
Centrifugation 10 000g / min

S. éliminé Culot + Ethanol absolu

‘/Cc/tm'ifug;ltion 10 000g / 10 min

S. éliminé Culot + Ethanol (3 v) + Ether (2v) + Chloroforme (1v)
Centrifugation 10 000g / 10 min

S. éliminé Culot + Ether 100 %
Centrifugation 10 000 / min

4/%

S. éliminé CULOT + NaOH IN
12 h. 30° C Tubes bouchés

Centrifugation 10 000g / 10 min

Culot + Surnageant (S1) recueilli

eau distillée
Centrifugation 10 000g / 10 min

Culot Surnageant (82) recueilli
(éliminé)

Concentration finale en
NaOH =0,1

Figure 7: Protocole d'extraction des protéines (D'aprés LEGRAND, 1987).
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2.3. Conditions de culture:

Les cultures sont entreposées dans des pieces dont la température
constante est réglée a 22° +1° C. Elles sont soit éclairées 24 H/24, soit maintenues 2
I'obscurité dans des boites étanches a la lumiére.

Les explantats sont prélevés a des temps différents de culture,
congelés brutalement 2 1’azote liquide et conservés a -20° C jusqu’a 1’analyse des
peroxydﬁses. Les prélévements sont toujours effectués avant 1’apparition de tout organe.

Les effets des traitements sur 1’organogenése sont mesurés aprés
25 jours de culture. Les bourgeons et les racines sont alors bien développés et il est
possible de les dénombrer.

La croissance des explantats est exprimée soit par rapport a la
masse de matiére fraiche (MF) ou de mati¢re seche (MS) soit par rapport & la teneur en
protéines. La masse de matiére seche est obtenu aprés congélation dans I’azote liquide et
lyophilisation des explantat pendants 48 heures. Le pourcentage en eau (%) est déterminé
d’apres la formule : % eau = (MF - MS / MF) X 100.

Chaque essai a été répété au moins deux fois. Mais puisque le
pouvoir morphogénétique des tissus varie au cours de l'année, nos résultats sont parfois
discutés dans le cadre de chaque série d'essais. Il est possible de réduire les variations en
distribuant de fagon aléatoire les explantats dans les différents lots.

III- TECHNIQUES D’ANALYSE
3.1. Extraction des protéines

Les tissus lyophilisés sont broyés dans un mortier et a partir de
la poudre obtenue les protéines sont extraites selon la méthode de LEGRAND (1987)
(fig. 7). Elle consiste en une précipitation de 12 heures a 4° C par ’acide
trichloroacétique (ATC). Apres centrifugation le culot est soumis 2 une série de lavages
par ’ATC, l'éthanol saturé en acétate de Na, I'éthanol absolu et le mélange éther-
chloroforme-éthanol. Le culot est ensuite lavé a I'éther pour permettre un séchage rapide.
Les protéines sont ensuite solubilisées dans de la soude 0,1N.

La teneur en protéines des extraits est dosée par la méthode de
BRADFORD (1976) qui a été comparée a celle de LOWRY et al (1951).



TISSUS CONGELES
Azote-'-liquide
Broyage dans un mortier
POUDRE
Tampon Sorensen ;H 68 1=0,2 T=4°C.

Centrifugation 10 000g / 10 min.
SURNAGEANT Culot
E1
Culot 1 Surnageant 1
+ +
Culot 2 Surnageant 2
* ( éliminés)
+ TamponpH 6,8 1=1,2
Homogénéisation-Extraction
20 min. (4°C)
Centrifugation 10 000 g / 10 min.
SURNAGEANT Culot
E2
Culot 1 Surnageant 1
+ +
Culot 2 Sumageant 2
+ (€éliminés)
+ Solution pectinase et cellulase
Homogénéisation-Extraction 12h
(25° C.,obscurité)
SURNAGEANT Culot éliminé
E3

Figure 8: Protoco = d'extraction des peroxydases solubles (E1), liées de fagon
ionique (E2) et de fagon covalente (E3) (D'aprés LEGRAND et DUBOIS, 1977).
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3.2. Extraction des peroxydases

La distribution cellulaire de la peroxydase implique que sa
solubilité varie selon le degré de liaison avec les différents constituants cellulaires (LEE,
1973). Pour nos extractions, nous avons suivi la méthode déja décrite par LEGRAND et
DUBOIS (1977) permettant d'extraire le plus complétement possible les peroxydases
dans les tissus de Cichorium intybus L.(fig. 8).

Les explantats racinaires sont donc congelés dans de I'azote liquide
et broyés dans un mortier jusqu'a l'obtention d'une poudre fine.

Afin d'extraire les peroxydases solubles (E;), une quantité connue
de la poudre est mise en suspension dans la solution tamponnée de phosphate
monopotassique et dissodique & 1/15 molaire (tampon de SORENSEN). Sa force ionique
est de 'ordre de 0,264 calculée selon la formule suivante:

I=1/2 i (Ci x Vi2).

ou Ci représente la concentration molaire et Vi la valence de 1ion considéré.

L'ensemble est homogénéisé pendant 30 secondes puis abandonné
20 minutes 3 4°C pour extraction, les peroxydases solubles sont ainsi recueillies dans le
surnageant apres centrifugation. Le culot est alors remis en suspension dans le méme
tampon, homogénéisé puis centrifugé. On recommence deux fois cette opération de
lavage afin d'éliminer le peu de peroxydases solubles restant. L'activité résiduelle est
d'environ 5 % apres le premier lavage et elle est pratiquement nulle apres le deuxiéme.

Ensuite, les peroxydases liées ioniquement (E2) sont extraites en
ajoutant du chlorure de sodium 1 M 2 la solution tamponnée précédente, ce qui augmente
sa force ionique & 1,2 M.

Apreés extraction des peroxydases solubles et liées ioniquement,
des lavages a l'eau distillée permettant 1’élimination du NaCl sont nécessaires. Nous
avons vérifié que les surnageants recueillis ne présentaient plus d'activité peroxydasique.
Par contre, le culot de centrifugation en présence de peroxyde d’hydrogeéne et de gaiacol,
donne une coloration brune caractéristique de la formation de tetragaiacol. Il existe donc
des peroxydases dans le culot. Celles-ci ne sont extraites que par macération de ce dernier
dans une soiation contenant 0,5 % de cellulase et 2,5 % de pectinase (P/V) dissoutes
dans un tampon acétate (pH 4,5). Ces deux types d'enzymes vont donc digérer les parois
et libérer les peroxydases liées de fagon covalente (E3) qui sont recueillies dans le
surnageant apres centrifugation.
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3.3. Mesure des activités enzymatiques

3.3.1. Mesure de l'activité peroxydasique (AP)

L'activité peroxydasique est mesurée par
spectrophotométrie & 25° C 2 partir d’un mélange contenant le peroxyde d'hydrogéne a
0,2 % comme substrat, du gaiacol & 1 % comme donneur d’électrons et du tampon
phosphate K-Na (pH 6,1) a 1/15 molaire. L'activité est déterminée en suivant la
formation, par l'extrait enzymatique, du tétragaiacol selon la réaction suivante:

OCH, OCK 3
0—0
ocn,
Z N\—OM )
4 + 4 HyO, Peroxydase | +8 H20
0—0
OCH, OCH,
Gaiacol Tetragaiacol

L'activité peroxydasique est exprimée par la variation de la
densité optique, lue 2 420 nm aprés 5 minutes d'incubation. Elle est rapportée a différents
parametres : la masse de la mati¢re fraiche, séche ou la teneur en protéines des extraits. 1l
s’agit, dans ce dernier cas d’activité peroxydasique spécifique (APS).



cathode (-)

glace

anode (+)

Figure 9 : Schéma du systéme utilisé pour 1'électrophorése verticale.
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3.3.2. Séparation des isoenzymes par électrophorése

Le gel que nous avons utilisé pour nos expériences est le
gel d'amidon selon la technique d'électrophorése mise au point par SMITHIE (1955). La
dénaturation des protéines y est minimale.

La séparation des isoperoxydases s'inspire de la technique
de SCOPES (1968) adaptée par DARIMONT et GASPAR (1972).

Le gel d'amidon est constitué du gel externe contenant 33 g
d'amidon pour électrophoreése (Starch Hydrolysed BDH) dans 300 ml de tampon C
(tableau 1) et du gel interne contenant 25,3 g d'amidon et 9,3 g d'urée dans 200 ml de
tampon D. L'urée donne au gel une plus grande consistance. Employée a cette
concentration elle n'altére pas la migration des protéines.

La composition des différentes solutions tamponnées est
donnée dans le tableau 1.

Tampon Tampon Tampon Tampon
cathodique pH 8,4 anionique pH 8,4 | du gel externe pH8,4 | du gel interne pH 8,4
A) (B) © ()
-0,2M ac. borique |-0,1 M Tris - 0,1 M acide borique | - 0,1 mM NaEDTA
- 0,05 M NaOH - 0,25 M HSO4 -0,6 M Tris -3 mM H3PO4
- 0,05 M Nacl - 15 mM Tris

Tableau 1: Composition des différentes solutions pour I'électrophorése
sur gel d'amidon.

Apres avoir mélangé les produits a la solution tamponnée,
on obtient une suspension blanchitre qui est ensuite chauffée sous agitation jusqu'a
obtention d’un mélange fluide et translucide. Ce mélange est dégazé sous vide pendant
une minute puis rapidement coulé dans les compartiments correspondants de la cuve 2
électrophorese (fig. 9). Immédiatement aprés, on place au milieu du gel interne un
"peigne" A 10 lames métalliques destinées a faire des puits qui peuvent recevoir jusqu'a
30 pl d'échantillon. Dans un de ces puits, on ajoute du vert de bromocrésol a 1 % qui
migre avec le front d'électrophorese vers l'anode. 11 se divise en deux tiches et lorsque la
plus anodique atteint 1'extrémité du gel interne 1'électrophorése est arrétée.

Au cours de I’électrophorese, les molécules protéiques de
1'échantillon sont réparties dans le gel sous l'effet du champ électrique. L'intensité du
courant est de 25 mA au moment de l'application de 450 V au systeme.
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L’avantage de ce syst¢me d'électrophorese est 1a séparation
sur un méme gel des peroxydases anioniques et cationiques.

Apres migration, le gel est découpé en deux dans le sens de
I'épaisseur. L'un est révélé par le mélange gaiacol-H202, l'autre par le mélange
benzidine-H202, On obtient ainsi des électrophorégrammes dont l'intensité des bandes
est conventionnellement représentée par le schéma suivant :

SN — CZ=13 I

Dans cette gamme arbitraire, plus l'intensité des bandes
augmente, plus l'activité des isoperoxydases est grande.

3.4.. Mesure de Pactivité auxine-oxydasique : AAO

La technique utilisée s'inspire de celle décrite par PILET (1957).
L'AAQ est mesurée a 25° C et la réaction est déclenchée apres addition de 2 ml d'une
solution aqueuse d'acide indolyl-acétique 2 175 pg ml*1 au mélange réactionnel
comprenant: -
- (6-x) ml de tampon phosphate pH 6,1
- 1 ml de 2,4 dichlorophénol (DCP) 10-3 M
- 1 ml de MnCl; 10-3M
Le volume final est de 10 ml et x représente le volume d'extrait
enzymatique employé.

Apres 30 secondes, 1 h et 2 h d'incubation, 2 ml du mélange sont
prélevés et ajoutés a 8 ml de réactif de SALKOWSKI préparé selon PILET (1957). Ce
réactif va réagir avec l'auxine non oxydée pour donner une coloration rouge qui ne sera
stable, donc mesurée, qu'aprés 7 minutes au photocolorimétre a 535 nm.

Les résultats sont exprimés en pg d’auxine oxydée pour 100 mg
de la masse de matiere fraiche apres une incubation de 2 heures. Elle est calculée selon la
formule:

[AIA]i.[AIAlixD.Ot)
D.O.ty
[AIA]i = concentration initiale d’AIA
D.O.to=D.O. initale
D.O.t 1 =D.O. finale
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Chapitre 3: RESULTATS

A- MISE AU POINT DES TECHNIQUES

LEGRAND (1987) a montré qu’une connaissance approfondie du matériel utilisé
était nécessaire et qu’une technique appliquée sur un matériel donné ne convenait pas
systématiquement 2 la plante que nous utilisons, c’est pourquoi nous avons procédé a
quelques mises au point des techniques pour les adapter a notre matériel.

I- ACTIVITE PEROXYDASIQUE : AP
1.1. Recherche du volume optimal d’extrait enzymatique

Pour doser I’activité peroxydasique, nous avons fait varier le
volume d’extrait. L’examen des résultats de la figure 10 montre que la vitesse
d’oxydation du gaiacol est proportionnelle pour des volumes d’extrait compris entre 50 et
300 pl, ce qui correspond a un apport plus important d’enzyme quand le volume d’extrait
augmente. Pour des volumes supérieurs & 300 pl, I’oxydation du gaiacol est ralentie et
’activité peroxydasique ramenée a 100 mg de poids frais diminue. Il n'y a donc plus de
rapport entre volume d'extrait et activité peroxydasique.

1,2 - - 1,2 —
1 ——— AP,
1,0 1 1,0
0,8 1 - 0,8
. ' Ay

Q - 06 <

; 0,6 .
0,4 - - 0,4
0,2 - 0,2
0,0 v T r T v T Y 0,0

0 100 200 300 400

volume d'extrait (ul)

Figure 10: Influence du volume d’extrait enzymatique
sur 1’activité peroxydasique.

D.O.
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A la suite de ces résultats, nous avons d'une part utilisé des
volumes ne dépassant pas 300 ul et d'autre part pour les différents échantillons d'une
meéme expérience, nous avons utilisé le méme volume d'extrait pour doser I'AP

II- ACTIVITE AUXINE-OXYDASIQUE : AAO

Dans les extraits bruts de tissus de racine avant leur mise en culture, nous
avons pu mettre en évidence une faible activité auxine-oxydasique. Celle-ci n’est plus ou
peu décelée apres 6 jours de culture. Nous savons que cette activité est trés sensible a 1a
présence d’inhibiteurs et notamment de composés phénoliques (GALSTON et al. 1953;
RAY 1958; GASPAR 1965; GASPAR et al., 1964). LOOMIS et BATAILLE (1966) ont
montré que, lors de I’extraction, ces composés phénoliques oxydés peuvent former des
liaisons covalentes avec les protéines. Nous avons donc pensé a utiliser le
polyvinylpyrrolidone insoluble (PVP: Polyclar insoluble) qui est capable de fixer tout ou
partie des phénols.

Nous avons donc a partir de tissus de racines réalisé des extraits
enzymatiques en mélangeant & 1 gramme de poudre végétale des quantités variant de 100
a 400 mg de Polyclar, pour 3 ml de tampon d’extraction (fig. 11).

5 - - 50
—0— AAQ.

Activité peroxydasique
Activité auxine-oxydasique

0 100 200 300 400
Quantité de polyclar (mg)

Figure 11: Influence de la quantité de polyclar ajoutée au cours
de ’extraction, sur les activité auxine-oxydasique et
peroxydasique d’explantats racinaires avant leur mise en culture.
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L'activité auxine-oxydasique des extraits obtenus en présence de 100 mg de
polyclar est deux fois plus importante que celle dosée 2 partir de 1'extrait ne contenant pas
de polyclar. Des quantités supérieures diminuent faiblement cette activité, qui reste
toujours supérieure a celle mesurée sans polyclar.

Par ailleurs, plus la quantité de polyclar est grande moins 1'activité
peroxydasique est forte. Cette diminution d'activité est relativement faible pour 100 mg
de polyclar. Par conséquent, puisque nous voulions mesurer simultanément I'AP et
I'’AAOQ nous avons choisi le protocole d'extraction suivant :

- 1 g de poudre végétale
- 100 mg de polyclar
- 3 ml de tampon K-Na pH 6,8 1/15 M.

2.1. Recherche du volume optimal d’extrait enzymatique
pour mesurer I’AAQO

A partir d'explants de feuille d'endive, VASSEUR et LEGRAND
(1972), LEGRAND (1976) ont montré I'importance du volume d'extrait sur la mesure de
l'activité auxine-oxydasique. En effet ces tissus de feuilles sont riches en composés
phénoliques, qui suivant leur concentration dans le mélange d'incubation sont capables
de diminuer, voir de bloquer l'activité auxine-oxydasique.

L’examen des résultats de la figure 12 montre qu’il y a
proportionnalité entre la quantité d’AIA détruite et les volumes d’extrait compris entre
0,1 et 0,3 ml mais pour des volumes supérieures, nous constatons une diminution de
’activité auxine-oxydasique de plus en plus prononcée. Cette diminution par les extraits
trop concentrés pourrait s’expliquer par la présence de composés phénoliques, dont la
concentration dans le mélange d’incubation deviendrait alors inhibitrice.
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Figure 13: Courbe d’étalonnage en fonction de la concentration en sérum
albumine bovine dans le mélange réactionnel. Le dosage des protéines est fait
selon la méthode de BRADFORD (1976) (A) ou de LOWRY (1951) (B).
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Figure 12: Influence du volume d’extrait sur I’activité auxine-oxydasique.
La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.

III- DOSAGE DES PROTEINES

Afin d’exprimer les activités enzymatiques par rapport aux protéines
contenues dans 1’extrait (APS) nous avons utilis€¢ deux méthodes d’extraction et de
mesure. La premiere consistait & extraire les protéines selon la technique citée
précédemment (fig. 7) et la deuxieéme consistait & doser les protéines directement 3 partir
des extraits bruts obtenus selon la méthode décrite dans la figure 8. La teneur en
protéines est ensuite mesurée selon 1a méthode de LOWRY et al. (1951) ou celle de
BRADFORD (1976) puis évaluée par référence aux courbes €talons correspondantes
établies avec le sérum albumine bovine (fig. 13) .
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Figure 13’: Variation de la teneur en protéines mesurée selon

la méthode de LOWRY (L.) ou de BRADFORD (B.) a partir

d’un extrait brut (extr. brut) ou apres extraction des protéines (protéines).
La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.

Les résultats obtenus (fig. 13’) montrent d’une part, que quelle que soit la
méthode de dosage utilisée, la teneur en protéine est plus faible dans les extraits obtenus
apres extraction des protéines que celle dosée directement a partir des extraits bruts,
d’autre part elle est plus forte lorsqu'on procéde a un dosage par la méthode de LOWRY
que lorsque celui-ci est effectué par la technique de BRADFORD. Les différences
observées entre les deux techniques sont probablement dues aux interférences entre les
composés phénoliques et le réactif dans le cas du dosage classique de LOWRY.

Etant donné qu'il y a une méme évolution de la teneur en protéines, quelle
que soit la méthode d’extraction et de mesure utilisée, nous avons préféré I'utilisation de
la technique de BRADFORD en partant directement de I'extrait enzymatique brut. ~
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CONCLUSION

L’adaptation des mises au point des techniques a notre matériel nous a permis de
mettre en évidence la nécessité d'établir des protocoles expérimentaux rigoureux aussi
bien pour l'extraction que pour les dosages. Le respect des conditions expérimentales,
té/mpérature, rapport poids-volume pour l'extraction, utilisation de volumes identiques
d'extraits enzymatiques pour chaque échantillon lors du dosage et le choix de la méthode
d'extraction et de dosage des protéines nous ont permis d'obtenir des résultats fiables et
comparables.

Au cours de nos expériences nous avons constaté qu'il est impossible de doser
une activité auxine-oxydasique a partir d'un extrait brut. Il était donc nécessaire d'ajouter
au cours de I'extraction du polyvinypyrrolidone insoluble (polyclar) qui nous a permis de
démasquer 1'AAO en évitant la fixation des composés phénoliques sur les protéines, mais
en méme temps une diminution de l'activité peroxydasique a été constatée. Ces résultats
mettent donc, en évidence que des effecteurs, cest-2-dire des composés phénoliques
capables d'intervenir sur les activités enzymatiques n'ont pas le méme role suivant la
fonction catalytique envisagée : un inhibiteur de l'activité auxine-oxydasique pourrait étre
activateur de l'activité peroxydasique.

Lors du dosage des protéines dans les extraits, nous avons constaté d'une part,
que lorsque I'on utilise les extraits bruts, la teneur en protéines est toujours plus élevée
que lorsque 1'on procede & une extraction préalable des protéines des extraits, d'autre part
que les quantités de protéines mesurées par la méthode de LOWRY sont supérieures a
celles trouvées par celle de BIORAD. Ceci laisse supposer qu'il y a plus d'interférences
des composés phénoliques avec la méthode de LOWRY comparée a celle de
BRADFORD surtout quand il s'agit d'un extrait brut. Par conséquent, le choix a été
porté sur la méthode de BRADFORD car, en plus de sa facilité d’utilisation elle présente
plusieurs avantages par rapport a celle de LOWRY :

- elle demande un seul réactif et se fait aprés 5 min (au lieu de 3 réactifs dans le cas du
dosage de LOWRY qui demande 60 min).

- 'absorbance de la coloration des protéines complexées est stable.

- elle est sensible méme pour de tres faibles quantités de protéines.

-il n’y a pas ou peu d’interférences avec les composés phénoliques, contrairement
a la méthode de LOWRY.
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B- RELATION ENTRE MORPHOGENESE ET PROFILS
PEROXYDASIQUES ET ISOPEROXYDASIQUES

La morphogene¢se des explantats racinaires de Cichorium intybus peut étre
influencée par modification de la composition du milieu de culture. C’est ainsi qu’au
laboratoire, la prolifération de cals indifférenciés (VASSEUR et SENE, 1984) et/ou la
différenciation soit de racines (VASSEUR et al. 1986) soit de bourgeons (LEFEBVRE,
1979) ont été obtenues, en photopériode 12/12.

Par ailleurs, TRAN THANH VAN (1981) a montré que la morphogenése des
tissus de plantes supérieures cultivés in vitro était sous le contrdle de l'interaction entre
les phytohormones exogenes et endogeénes. Dans ce contexte, par sa participation dans la
dégradation de I’ AIA et donc son implication dans la régulation de la balance hormonale,
la peroxydase est une enzyme d’un intérét particulier qui peut moduler la morphogenése
des plantes.

C’est pourquoi nous avons entrepris d'étudier le développement, l'activité
peroxydasique et 1'équipement isoperoxydasique d'explantats cultivés sur les milieux de
culture, 1égeérement modifiés, des auteurs précités (tableau 2). Ces modifications portent
sur l'ajout du chlorure ferrique non chélaté a 4 10-2 M dans les différents milieux et
I'absence de cytokinine pour le milieu de bourgeonnement.

Pour ces expériences nous avons par ailleurs choisi de cultiver les explantats soit
en lumiére continue, soit a l'obscurité totale. LEGRAND (1987) a en effet montré que le
moment de prélévement des explantats aprés le passage nuit-jour avait une grande
influence sur les variations de l'activité peroxydasique, l'eupériode est donc un bon
moyen de supprimer cet écueil.

Milieu callogéne | Milieu rhizogéne | Milieu caulogéne

Milieu de base Heller Heller Heller
Glucose (M) - 5,5 10-2 10-2
Kinétine (M) 10-7 10-7 -

ANA M) 510 106 -

AG3 M) - 10-3 -
Inositol (mg I-1) 100 - -
Glutamine (mg 1-D 250 - -
Vitamines de MS (ml I-1) 10 - -

Gélose (g I'D 6 6 6

Tableau 2: Composition des milieux callogéne (VASSEUR et SENE, 1984), rhizogéne
(VASSEUR et al.,1986) et caulogene (LEFEBVRE, 1979). MS= MURASHIGE et
SKOOG (1962).
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Figure 14: Variations de la masse de mati¢re fraiche (MF) d’explantats racinaires de
Cichoriun intybus cultivés 3 la lumicre (A) ou & ’obscurité (B) sur le milieu de
rhizogenese (Rhz.), de callogenese (Cal.) ou de bourgeonnement (Bgt.).
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I- MORPHOGENESE ET CROISSANCE

1.1. Développement des explantats

Apres 4 jours de culture, les cals commencent a apparaitre et ceci
quelle que soit la composition du milieu de culture.

L'émergence des organes sur les milieux induisant I'organogenése
est visible entre le dixi¢me et le douzi¢me jour pour les bourgeons et a partir du seiziéme
jour pour les racines.

Apres 25 jours de culture, sur le milieu de bourgeonnement, les
cals sont compacts et petits. Ils sont verts a la lumi¢re mais blancs a I'obscurité (planche
1). La capacité de bourgeonnement est de 100 % quand les explantats sont cultivés en
lumiére continue par contre a 1’obscurité, on n'a que 70 % d’explantats présentant au
moins un bourgeon.

Dans les conditions rhizogeénes, les cals sont bien développés et
mous. Quand ils sont éclairés, ils sont vert-jaunes par contre 2 'obscurité ils sont de
couleur blanche (planche 1). Le pourcentage d'explantats rhizogenes atteint 64 % et 58 %
respectivement a la lumiére et & 1’obscurité.

Sur le milieu callogene, les cals sont de méme consistance et de
méme couleur que ceux cultivés sur le milieu rhizogéne. Sur ce milieu on n’observe
qu’une prolifération cellulaire sans aucun organe différencié (planche 1).

1.2- Action sur la croissance

Trois criteres ont été utilisés pour exprimer la croissance : 1a masse
de la matiére fraiche (MF), la masse de la matiére séche (MS) et la teneur en protéines.

1.2.1. Mati¢re fraiche

Quel que soit le milieu de culture utilisé€, 1a masse de la
matiére fraiche augmente réguliérement pendant toute la durée de culture (fig. 14). Faible
sur le milieu caulogéne, cette augmentation est considérable pour les deux autres milieux
de culture. Enfin, les explantats éclairés (fig. 14 A) présentent une biomasse plus
importante que ceux placés a I’obscurité (fig. 14 B).
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1.2.2. Matiére séche

Les variations de la masse de la matiére séche sont
tres différentes suivant les milieux de culture utilisés (fig. 15)
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Figure 15: Variations de la masse de la mati¢re seche (MS) d’explantats
racinaires de Cichorium intybus cultivés 2 1a lumiere (A) ou 2 1’obscurité (B) sur
le milieu de rhizogenese (Rhz.), de callogenese (Cal.) ou de bourgeonnement
(Bgt.).

Sur le milieu caulogéne, une augmentation faible et
progressive jusqu’au sixiéme jour, 2 la lumiere (fig. 15 A) et au quatrieéme jour de
culture, a 1’obscurité (fig. 15 B) suivie d’une diminution peu importante est constatée.
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Figure 16: Variation du pourcentage en eau d’explantats racinaires de
Cichorium intybus cultivés a la lumiére (A) ou a I’obscurité (B).
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Une faible augmentation rapidement stabilisée est observée
sur le milieu de rhizogenése. Par contre sur le milieu callogéne, on constate une faible et
longue diminution de la masse de la matiére séche.

Quel que soit le milieu de culture utilisé, le pourcentage en
eau augmente au cours de la culture (fig. 16 ). Cette augmentation est rapide en début de
culture et s’affaiblit entre le deuxie¢me et le sixieéme jour et quelles que soient les
conditions d’éclairement, elle est plus importante dans les explantats cultivés sur le milieu
de callogenése et rhizogenese que dans ceux cultivés sur le milieu de bourgeonnement.
Ainsi, avant la mise en culture, la teneur en eau des explants est de 71,4 % du poids
frais. Au sixiéme jour la prise en eau atteint environ 20 % dans les explantats cultivés sur
le milieu de callogenése et de rhizogeneése et seulement 10 % sur le milieu de
bourgeonnement (fig. 16 ). Ce qui explique les variations de I’augmentation de la masse
de la matiére fraiche.

1.2.3. Teneur en protéin

La teneur en protéines varie selon que les explantats
racinaires sont cultivés sur le milieu caulogéne, rhizogéne ou callogene (fig. 17).

Sur le milieu de bourgeonnement, la teneur en protéines
augmente jusqu'a atteindre son maximum au quatri¢me et au sixiéme jour de culture dans
les explantats cultivés respectivement a la lumiére ou a I'obscurité.

Dans la condition rhizogenése, la variation de la teneur en
protéines est caractérisée 2 la fois a la lumiére et a I’obscurité par deux pics, le premier
apres deux jours de culture, plus important dans les explantats cultivés i 1’obscurité que
dans ceux éclairés et le second apres huit jours de culture plus aigu a la lumiére qu’a
’obscurité. ,

Sur le milieu de callogenése, une augmentation de la teneur
en protéines durant les quatre et les six premiers jours suivie d’une diminution a été
mesurée lorsque les explantats sont cultivés, respectivement, en lumiére continue (fig. 17
A) ou a I’obscurité totale (fig. 17 B). Durant toute la durée de culture, la teneur en
protéines est plus importante dans les explantats éclairés que dans ceux maintenus a
I’obscurité.
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Figure 17: Evolution de la teneur en protéines par explantat

de Cichorium intybus cultivés a 1a lumiére (A) ou a I’obscurité (B)
sur le milieu de rhizogenése (Rhz.), de callogenese (Cal.)ou de
bourgeonnement (Bgt.). La moyenne et les écart-types ont été
calculés sur 3 extraits.

II- ACTIVITE ET PROFILS PEROXYDASIQUES
2.1. Cinétiques d'activités peroxydasiques

Les variations cinétiques des activités peroxydasiques sur les
différents milieux de culture ont été rapportées a 100 mg de poids frais (AP) ou a I'unité
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Figure 18: Variations des activités peroxydasiques d’explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés a la lumiere (A) ou 2 I’obscurité
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de protéines de 'extrait (APS). Généralement, quel que soit le critére d'expression, les
courbes d'activité peroxydasique obtenues sont similaires (fig. 18).

L’activité peroxydasique des explantats cultivés sur le milieu de
bourgeonnement augmente continuellement pendant les 8 jours de culture quand les
explantats sont privés de lumicre (fig. 18 B). Si les explantats sont éclairés (fig. 18 A),
I’ AP augmente jusqu’au sixi¢me jour et diminue ensuite rapidement. L’ APS présente les
mémes variations.

Quand les explantats sont cultivés sur le milieu rhizogéne, quelles
que soient les conditions d'éclairement, l'activité peroxydasique augmente rapidement
durant les 4 premiers jours, diminue ensuite en fluctuant jusqu'au dixiéme jour pour
augmenter brutalement au douzi¢me jour. Deux pics 1'un au quatri¢me et l'autre au
douziéme jour semblent caractéristiques de l'évolution de l'activité peroxydasique
rapportée au poids de matiére fraiche. Par contre, si nous nous intéressons a 1'APS, le
pic du quatrieme jour n'est plus décelé alors que celui du douziéme jour est exalté par ce
mode d'expression.

L'AP ou I'APS des explantats cultivés sur le milieu callogéne
diminue pendant les deux premiers jours de culture et augmente faiblement jusqu'au
sixi¢me jour pour diminuer progressivement jusqu'au quatorzi€éme jour de culture 2 la
lumiére. Par contre si les explantats sont cultivés & l'obscurité, l'activité peroxydasique
diminue dés la mise en culture jusqu'au sixieéme jour et augmente faiblement pour
atteindre son maximum au dixi¢me jour. '

2.2. Les profils isoperoxydasiques

Avant leur mise en culture, les explantats racinaires présentent une
seule isoperoxydase basique C4 et 3 isoperoxydases acides A1, Az et A3 Aprés deux
jours de culture, 3 autres isoperoxydases basiques C1, C2 et C3 sont révélées sur le
milieu de bourgeonnement et sur le milieu de rhizogenese (fig. 19 et 20 a-b). Si les
bandes Cj, C3 et C4 restent communes pour les différents traitements, 1’isoperoxydase
C, fait défaut durant toute la durée de culture sur le milieu de callogenése (fig. 20 ¢ et d).

Quand les explantats sont privés de lumitre, une isoperoxydase
basique C5 (photo 1), ayant une grande mobilité électrophorétique, apparait des le
quatriéme jour sur le milieu de bourgeonnement et sur le milieu de rhizogenése (fig. 19 b
et 20 b) alors qu’elle n’est pas révélée sur le milieu de callogenése (fig. 20 d).
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Figure 20: Diagramme électrophorétique montrant 1'évolution des isoperoxydases des explantats racinaires

deCichorium intybus cultivés sur le milieu rhizogéne (a et b) ou callogéne (c et d).
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Les variations observées au niveau des isoperoxydases basiques
concernent leur intensité de coloration, donc leur activité, en fonction du temps et du
milieu de culture utilisé. En effet, I’isoperoxydase C3 présente toujours une activité plus
élevée que celle des isoperoxydases Cj, Ca et de C4, Quelles que soient les conditions
d’éclairement, elle atteint son maximum au sixi¢éme jour sur le milieu de
bourgeonnement, au quatritme et au douzieme jour de culture sur le milieu de
rhizogenese. Par contre, sur le milieu de callogenése, cette isoperoxydase varie peu au
cours de la culture. '

Du c6té anodique les isoperoxydases A, A2 et A3 sont communes
pour les différents traitements et aucune conclusion générale ne peut €tre tirée a partir des
variations de ’activité de ces isoenzymes. Il faut noter que, lors de la révélation des gels,
I’isoperoxydase Aj est tres active et apparait rapidement, alors que pour I’isoperoxydase
A3 le temps de révélation est trés long, enfin I’isoperoxydase A3z n’est révélée qu’avec le
mélange d’incubation HyOp-gaiacol, elle aurait donc trés peu d’affinité pour la benzidine.



Photo 1: Diagramme électrophoretique d’extraits de racine de
chicorée cultivés pendant 6 jours a la lumiere (A) ou a 1’obscurité (B)
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CONCLUSION

En modifiant la composition du milieu de culture la morphogenese des explantats
racinaires a été orientée vers la production soit de bourgeons, soit de racines ou de cals.

La capacité de bourgeonnement atteint 100 % et 70 % respectivement a la lumiére
et A I’obscurité. Sur le milieu rhizogéne seuls 58 % d’explantats sont rhizogénes a
P’obscurité contre 64 % a la lumiere.

Durant cette morphogenése, des variations au cours de la croissance ont été
observées. En effet I’ augmentation graduelle du poids de la matiére fraiche est plus
importante quand les explantats sont cultivés sur le milieu de rhizogenése ou de
callogenése que lorsqu’ils sont cultiv€s sur le milieu de bourgeonnement. Cette
augmentation est plus importante 2 la lumiére qu’a 1’obscurité. De plus, si sur le milieu
caulogeéne et rhizogéne une faible augmentation de la masse de matiére séche a été
constatée sur le milieu callogene, la MS diminue.

La teneur en protéines varie également en fonction du milieu de culture utilisé. Sur
le milieu rhizogene, le maximum de protéines est mesuré dés le deuxie¢me jour de culture
alors que sur le milieu de bourgeonnement et de callogenése il est au quatrieéme et au
sixiéme jour respectivement 2 la lumiére et 2 1’obscurité. Au niveau des pics d’activité
peroxydasique, la teneur en protéines est moins importante a la lumiére qu’a I’obscurité
sauf pour le milieu de callogenése ou le phénomene inverse a lieu. Suite & ces variations
des protéines totales, nous avons pensé que le calcul de I’activité peroxydasique par
rapport a la teneur en protéines était nécessaire.

Les profils cinétiques d’activité peroxydasique différent selon la réponse
morphogéne des explantats. Ainsi au cours de la néoformation de bourgeons ou de
racines, 1’activité peroxydasique augmente et présente un pic précédent toujours
I’émergence des organes. Par contre de faibles variations peroxydasiques caractérisent
les tissus callogenes.

Dans les conditions organogenes, quel que soit le critere d’expression, I’activité
peroxydasique est toujours plus forte a I’obsct "it€ qu’a la lumire par contre sur le milieu
callogene, elle est plus importante a la lumitre qu’a I’obscurité en début de culture et
aprés le huiti¢me jour on note le phénomene inverse.

En ce qui concerne les profils isoperoxydasiques, aucune différence n’a été
décelée entre la néoformation de bourgeons ou de racines , par contre dans les tissus non
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organogeénes une isoperoxydase basique (Cj) est absente quelles que soient les
conditions d’éclairement.

Quand les explantats différenciant des organes sont cultivés a 1’obscurité une
nouvelle isoperoxydase basique (Cs) ayant la plus grande mobilité électrophorétique a été
révélée. Par contre sur le milieu non organogene elle est absente.
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C- INFLUENCE DU GLUCOSE ET DES REGULATEURS DE
CROISSANCE SUR LE DEVENIR DE LA MORPHOGENESE ET
DES PROFILS PEROXYDASIQUES ET ISOPEROXYDASIQUES

A la suite des expériences précédentes, nous nous sommes posé la question de
savoir si les variations de 1’activité peroxydasique étaient dues aux processus
morphogénétiques ou plutdt aux effets de la composition différente des milieux de '
culture. Nous avons donc entrepris d’étudier I’influence du glucose et des régulateurs de
croissance, pris séparément ou associés, sur la morphogenése et sur les enzymes du
catabolisme auxinique.

I- LE GLUCOSE

Les travaux antérieurs de LEGRAND (1987) avaient montré une influence
trés nette du glucose a la fois sur les capacités de bourgeonnement des explantats
racinaires de Cichorium intybus et sur I’activité des peroxydases solubles. Nous avons
repris ces expériences et élargi le champ d’investigation en nous intéressant non
seulement 3 ’activité peroxydasique, mais aussi A I’activité auxine-oxydasique des
peroxydases solubles et des peroxydases liées ioniquement et/ou de fagon
covalente.[Fractions E1 : solubles, E3 : ioniques et E3 : covalentes ($ Matériel et
méthodes, page 22)]

1.1. Influence de la concentration en glucose sur le
bourgeonnement

Les résultats concernant la capacité de bourgeonnement ainsi que
les nombres moyens de bourgeons néoformés par explantat sont consignés dans le
tableau 3.

Sur le milieu sans glucose ou en présence de 0,01 M de glucose,
100 % des explantats cultivés en lumiére continue sont capables de régénérer des
bourgeons et seulement 70 % quand ils sont cultivés & I’obscurité. Pour des
concentrations plus élevés en glucose seulement 40 % d’explantats sont organogenes
quelles que soient les conditions d’éclairement.
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Concentration en glucose (M)
0 0,01 0,1 0,3
Capacité Lumiére 100 100 39 38
de

bourgeonnement| Obscurité 70 68 40 39

Nombre moyen Lumiére | 2,20+0,38 | 2,69 £ 0,43 | 0,95 £ 0,31 | 0,57 £ 0,43
de bourgeons

par explantat Obscurit¢ | 0,78 £0,41 | 1,25+ 0,30 | 1,17 £0,22 | 0,73 £ 0,40

Tableau 3: Influence de la concentration en glucose sur le pourcentage de
bourgeonnement et sur le nombre moyen de bourgeons néoformés, apres 25
jours de culture, a la lumié€re ou a l'obscurité, par des explantats de racine

de Cichorium intybus. La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 60
explantats racinaires.

Lorsque les cultures sont réalisées en lumiére continue, les
nombres moyens de bourgeons néoformés par explantat cultivés sur un milieu sans
glucose ou en présence d'une faible dose de glucose (0,01 M) sont pratiquement les
mémes (planche 2). Pour des concentrations plus fortes (0,1 et 0,3 M), il est
sensiblement diminué. Par exemple il y a 4 fois moins de bourgeons formés pour une
concentration de 0,3 M que lorsque la dose est trés faible (0,01 M).

Lorsque les tissus sont placés a l'obscurité, les différences
trouvées entre les échantillons cultivés sans glucose ou en présence de 0,01 M et 0,1 M
sont peu significatives. Mais 1'expérience ayant été recommencée plusieurs fois nous
avons constaté que c'est toujours 2 la dose 0,01 M que le nombre moyen de bourgeons
est le plus important et que la dose 0,3 M n'est pas favorable au bourgeonnement
(planche 2 ).

1.2. Action du glucose sur la cinétique de I’activité
peroxydasique

Les résultats des dosages de ’activité peroxydasique ramenée au
poids de la matiére seche pendant les 8 premiers jours de culture sont reportés dans la
figure 21.
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Figure 22: Profils isoperoxydasiques d'extraits de racines de Cichorium intybus cultivés
pendant 6 jours a la lumiére ou a l'obscurité en présence de différentes concentrations en glucose..
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Pour chaque traitement, les AP évoluent de fagon identique, c’est-
a-dire qu’elles augmentent jusqu’au sixieéme jour puis se stabilisent du sixiéme au
huiti¢me jour. Cette augmentation est plus rapide dans les milieux pauvres en glucose,
par contre pour une plus forte concentration (0,3 M), une importante diminution d’activité

peroxydasique est observée.
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Figure 21: Influence de la teneur en glucose sur 1’évolution de I’activité
peroxydasique dans les explantats racinaires de Cichorium intybus
cultivés en lumiére continue. La moyenne et les écart-types ont €té calculés
sur 3 extraits enzymatiques.

Aucune différence significative n’a été observée en ce qui concerne
les profils isoperoxydasiques en fonction des différents traitements (fig. 22), seule
I'intensité de révélation donc de I’activité des isoperoxydases varie.

1.3. Influence du glucose sur P’activité des peroxydases
solubles (E1), liées ioniquement (E2), et de facon covalente
(E3)

Les analyses enzymatiques ont été réalisées sur des tissus cultivés
pendant 6 jours en lumi¢re continue ou a I’obscurité totale.
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1.3.1, Activité peroxydasique des fractions E1. E et E3

~ Les peroxydases solubles ont une activité plus forte que
celle des peroxydases liées ioniquement dont I'activité est elle méme plus importante que
celle des peroxydases liées de fagon covalente et représentent respectivement 55 %, 30 %
et 15 % de Pactivité globale. o

Cette gradation se retrouve d'une part quelle que soit la
dose du sucre utilisée et d'autre part quelle que soient les conditions d'éclairement,
lumiere (figure 23 A) ou obscurité (figure 23 B).

Nous constatons également que l'activité peroxydasique de
chacune des fractions est plus forte quand les tissus sont cultivés a l'obscurité que
lorsqu'ils sont éclairés, et qu'elle est toujours maximale quand le milieu contient 0,01 M
de glucose.

1.3.2 isoperoxvdases des différentes fractions

Les puits aménagés par le "peigne" pour I'électrophorese
peuvent contenir 30 ul d'extrait. Si cette quantité est suffisante pour révéler les
peroxydases solubles, elle est insuffisante pour mettre en évidence les peroxydases
ioniques ou liées de fagon covalente. Nous avons donc fabriqué un autre "peigne” nous
permettant des dép6ts de 75 pl.

La figure 24 représente les résultats de 1’électrophoreése
d’extraits des différentes fractions provenant de tissus cultivés pendant 6 jours soit a la
lumiére soit & I'obscurité sur un milieu contenant 0,01 M de glucose, dose pour laquelle
nous avons obtenu le maximum d’activité peroxydasique.

Quand les tissus sont cultivés a la lumiére, les peroxydases
solubles sont représentées par 4 isoperoxydases cationiques: C1, C2, C3, et C4,
L’isoperoxydase C3 ayant une activité plus élevée. Du c6té anionique, 3 isoperoxydases
A1, Az et Az sont révélées.

Si les tissus sont maintenus a l'obscurité, une
isoperoxydase basique C5 est révélée en plus des 4 précédentes. Cette isoperoxydase
présente une tres forte activité.
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Figure 24: Profils isoperoxydasiques des fractions solubles (E1),
ioniques (E2) et covalentes (E3) des tissus de racines de Cichorium intybus
cultivés pendant 6 jours a la lumiére continue (Lum) ou a l'obscurité totale (Obs).
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Les fractions ioniques sont représentées par 3
isoperoxydases cationiques Cy, C2 et C2: quand les tissus sont éclairés ou non. Cj et C3
ayant la méme mobilité électrophorétique que celles des fractions Ej.

Dans les fractions covalentes, 3 isoperoxydases sont
révélées : une basique C1 et deux acides Ay et Ap». L’activité isoperoxydasique, dans
cette fraction est représentée essentiellement par les peroxydases acides A1 et A2'. Nous
pensons que du fait de la forte activité, vue la taille de la tiche, que cette isoperoxydase
A2 est en fait composée de plusieurs isoenzymes ou isoformes.

D'apres ces résultats, 1’isoperoxydase basique C1 semble
commune 3 toutes les fractions. La fraction ionique est caractérisée par une isoperoxydase
C2', alors que pour les fractions covalentes 'importance des isoperoxydases anioniques
est considérable.

.3.3. Activité auxine-oxydasique des différentes fractions:

En ce qui concerne l’activité auxine-oxydasique, la
représentation en pourcentage des différentes fractions est la méme que celle trouvée pour
’activité peroxydasique.

L’AAOQ des fractions solubles est plus forte que celle des
fractions ioniques, elle méme supérieure a celle des fractions covalentes (fig. 25). Ceci
est vérifi€ d’une part quelle que soit la concentration de glucose utilisée, d’autre part
quelles que soient les conditions d’éclairement lumiére (fig. 25 A) ou obscurité (fig. 25
B).

11 faut également noter que 1’activité auxine-oxydasique est
plus forte dans les explantats privés de lumiére que dans ceux éclairés et que dans tous les
cas le maximum et le minimum d’AAO se trouve respectivement en présence de 0,1 et 0,3
M de glucose.
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Figure 25: Activité auxine-oxydasique des différentes fractions en fonction de la
concentration en glucose des tissus d’endive cultivés pendant 6 jours & la lumiére (A) ou
a I’obscurité (B).
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CONCLUSION

La caulogenése et les activités peroxydasique et auxine-oxydasique des explantats
racinaires de Cichorium intybus sont influencées d’une part par la teneur en glucose du
milieu de culture et d’autre part par les conditions d’éclairement (lumiére ou obscurité).

Lorsque le milieu de culture est additionné de glucose la capacité de
bourgeonnement ainsi que le nombre moyen de bourgeons néoformés varient en fonction
de la concentration utilisée. Ils sont plus importants en absence ou en présence d’une
faible concentration en glucose (0,01 M) et plus faibles pour des concentrations plus
fortes (0,1 et 0,3 M).

La lumiére continue est plus favorable au bourgeonnement que 1’obscurité quand
les concentrations en glucose sont faibles (0,01 M) ou nulles. Cependant, en présence de
fortes concentrations en glucose, nous constatons le phénomene inverse c’est-a-dire qu’il
y a plus de bourgeons formés par les explantats maintenus & I’obscurité que par ceux
maintenus continuellement 2 la lumiére. Mais quelles que soient les conditions
d’éclairement le maximum de bourgeonnement se trouve toujours a 0,01 M de glucose.

L’ AP varie selon les fractions peroxydasiques utilisées, en effet, quelle que soit la
concentration du glucose, elle est plus forte dans les fractions solubles dont I’activité est
supérieure a celle des fractions ioniques, elle méme plus importante que celle mesurée
dans les fractions covalentes. L’activité auxine-oxydasique mesurée 2 partir des mémes
extraits présente les mémes variations.

Ces deux activités sont influencées par la quantité de glucose ajoutée au milieu de
culture. Qu’il s’agisse des fractions solubles, ioniques ou covalentes, le maximum d’AP
et A’AAO se trouve respectivement 3 0,01 et 0,1 M de glucose. Pour des doses plus
fortes elles sont plus faibles.

Les profils isoperoxydasiques sont tres différents selon qu’on est en présence des
fractions solubles, ioniques ou covalentes. Le glucose n’agit pas sur le nombre
d’isoperoxydases mais uniquement sur leur activité.

Nous avons également mis en évidence que I’AP et ’AAOQ sont contrdlées par les
conditions d’éclairement. En effet, elles sont plus fortes dans les tissus cultivés a
’obscurité que dans ceux éclairés et dans les fractions solubles, 1’augmentation des
activités enzymatiques se traduit par l’apparition d’une isoperoxydase ba51que
supplémentaire ayant une plus grande mobilité €lectrophorétique (Cs).



Kin. (M) GA3 (M) ANA M)
glucose | 0 107 | 106 | 105 | 107 | 106 | 105 | 106 | 105 }5.10°5
- 1,7 | 1,80 | 1,85 | 1,51 | 1,25 | 1,33 | 1,19 0 * *
Lum
nombr: n + 1,30 { 142 | 1,46 | 1,26 | 1,11 1,25 | 1,10 0 * *
ns/ explan
- 1,00 | 1,19 | 1,25 { 0,73 | 1,00 | 0,95 | 0,75 0 * *
Obs
+ 0,95 | 095 | 1,10 | 0,57 | 1,00 | 0,75 | 0,62 0 * *
- 0 0 0 0 0 0 0 72 * *
Lum
pourcentage + 0 0 0 0 0 0 0 75 * *
d’explantats rhizogénes
- 0 0 0 0 0 0 0 50 * *
Obs
+ 0 0 0 0 0 0 0 67 * *

Tableau 4: Action de quelques régulateurs de croissance sur la morphogenése des explantats racinaires de Cichorium intybus
apres 25 jours de culture 2 la lumi&re ou & I’obscurité continue avec ou sans glucose (5,5 10-2 M). kin. = kinétine,
AG3 = acide gibbérellique, ANA = acide naphtyl-acétique.

* = présence de cals.
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Par ailleurs, nous avons constaté qu’il y a un parallélisme entre activité
peroxydasique et auxine-oxydasique d’une part et entre les différentes fractions
enzymatiques d’autre part, ¢’est pourquoi nous avons décidé de nous limiter au dosage de
1’activité peroxydasique des seules fractions solubles.

II- INFLUENCE DES REGULATEURS DE CROISSANCE
2.1. Influence sur I’organogenése

La kinétine et ’acide gibbérellique favorisent la néoformation de

bourgeons (tableau 4).

' Lorsque les explantats racinaires sont cultivés en présence de 10-7
et 106 M de kinétine, le nombre moyen de bourgeons néoformés est légérement stimulé,
alors que pour une dose plus forte (10-3 M), il est moins important que celui trouvé chez
les explantats non traités (planche 3 A).

En présence d’acide gibbérellique le nombre moyen de bourgeons
formés diminue et quelle que soit la concentration utilisée, il reste toujours plus faible par
rapport a celui trouvé chez le témoin (planche 3 B).

Il est également intéressant de noter que quelle que soit la
concentration de ces deux hormones, le nombre moyen de bourgeons diminue d’une part
quand les explantats sont privés de lumiére, d’autre part quand le milieu de culture est
additionné de glucose 2 5,5 10-2 M.

En présence d’ANA, seule la formation de racines est favorisée. En
présence d’une dose de 100 M le pourcentage d’explantats rhizogénes atteint 75 % quand
les tissus sont cultivés & la lumiére sur un milieu contenant du glucose (planche 4). A
I’obscurité et/ou en absence du glucose ce pourcentage est plus faible . Pour des doses
plus fortes que 10-6 M d’ANA, les explantats ne présentent que des cals mous aux
cellules hyperhydriques (planche 4).

2.2. Influence sur la croissance
Les résultéts de I’'influence de la kinétine, de I’acide gibbérellique

(AG3) et de I’acide naphtyl-acétique (ANA) sur la croissance des explantats racinaires
sont reportés dans la figure 26 quand la croissance est reportée a la masse de substance
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Figure 26: Influence des régulateurs de croissance sur la masse de la matiére fraiche d’explantats racinaires de Cichorium intybus aprés 6
jours de culture 2 la lumigre (Lum) ou 2 ’obscurité (Obs), en présence (+) ou en absence (-) du glucose (5,5 10-2 M).
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fraiche et dans la figure 27 quand le paramétre de croissance est la masse de substance
séche.

2.2.1. Action de la kinétine

La masse de matiére fraiche est d’autant plus important que ’
la concentration en kinétine est forte (fig. 26 A). Cette relation se vérifie surtout en
présence de glucose.

Par rapport au témoin, la masse de matiére séche est
faiblement augmentée en présence de kinétine, mais cette augmentation reste identique
quelle que soit la concentration de régulateur de croissance (fig. 27 A). Les conditions
d’éclairement influent sur la biomasse qui est toujours supérieure quand les explantats
sont éclairés.

2.2.2. Action de I'acide gibbérellique (AG3)

La masse de mati¢re fraiche augmente & mesure que
la concentration d’AG3 augmente. Cette augmentation est plus importante en présence du
glucose (fig. 26 B).

Par rapport aux explantats cultivés sur le milieu de
base, la MS est exaltée en présence de 10-6 M d’acide gibbérellique puis diminue
légérement. La biomasse est d’autant plus importante que les explantats sont cultivés & la
lumiére et en présence de glucose (fig. 27 B).

2.2.3. Action de I’ANA

En présence d’ANA, a2 mesure que sa concentration
augmente et quelles que soient les conditions d’éclairement (lumiére ou obscurité) ou de
la composition de milieu de culture (présense ou non de glucose), la croissance est
caractérisée par une augmentation réguli¢re de la MF (fig. 26 C). Cette augmentation est
plus importante pour les explantats cultivés a la lumiére et en présence du glucose que
pour ceux cultivés a I’obscurité sur un milieu privé de sucre.

Le maximum de la masse de maticre seche se trouve pour
10-6 M d’ ANA. Au dela de cette concentration il diminue mais reste toujours supérieur 3
celui trouvé dans les explantats cultivés sur le milieu témoin (fig. 27 C).
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Figure 27: Influence des régulateurs de croissance sur la masse de la matiére séche d’explantats racinaires de Cichorium intybus aprés 6
Jours de culture a la lumiére (Lum) ou 2 1’obscurité (Obs), en présence (+) ou en absence (-) du glucose (5,5 10-2 M).
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2.3. Influence sur D’activité peroxydasique et sur les profils
isoperoxydasiques

2.3.1 Action de la kinétin

Les résultats de I’AP et I’APS sont schématisés dans la
figure 28.
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Figure 28: Action de la kinétine sw I’activité peroxydasique
d’explantats racinaires de Cichorium intybus apres 6jours de
culture a la lumi€re (lum) ou a I’obscurité continue (obs) en
présence (+) ou en absence (-) de glucose 5,5 10-2 M). La moyenne
et les écart-types ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.
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Quel que soit le crittre d’expression de 1’activité
peroxydasique : AP ou APS, les variations sont similaires.
Par rapport aux tissus non traités, 1’activité peroxydasique
est légérement supérieure en présence de 10-7 et 10-6 M de kinétine, par contre 2 10-5 M,

elle est moins importante. Cette activité est plus forte d’une part a 1’obscurité qu’a la
lumiére, et d’autre part en absence de glucose.

Les zymogrammes des extraits d’explantats racinaires
traités par la kinétine montrent que la composition isoperoxydasique ne change pas par
rapport 2 celle trouvée dans les explantats cultivés sur le milieu témoin (fig. 29).
Toutefois des variations de I'intensité de coloration des isoperoxydases sont observées.
L’isoperoxydase C3 fortement active en absence ou en présence de 10-7 ou de 10-6 M de
kinétine présente une activité plus faible 2 la dose 10-5 M. De plus les activités des
isoperoxydases C; et Cs sont d’autant plus faibles que la concentration en kinétine est
plus élevée quand les tissus sont placés a I’obscurité, tandis qu’a la lumiere seule la
concentration 10-3 M diminue ’activité de Cp. Ces résultats montrent que la kinétine 2
10-5 M influe fortement sur les isoperoxydases basiques en diminuant leur activité.
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Figure 28: Zymogramme des peroxydases solubles d’extraits d’explantats
racinaires cultivés pendant 6 jours a la lumiére ou a I’obscurité en présence de
différentes concentrations de kinétine.
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2.3.2. Action de 'acide gibbérellique (AG3)

Les résultats de I’AP et I’APS sont reportés dans la figure
30.

AP. (D.O. 420 nm 100 mg-1 MF)
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Figure 30: Action de 1’acide gibbérellique sur I’activité peroxydasique d’explantats
racinaires de Cichorium intybus aprés 6 jours de culture 2 la lumiere (lum) ou a
1’obscurité continue (obs) en présence (+) ou en absence (-) de glucose (5,5 10-2 M).

La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.

Lorsque les tissus sont éclairés et quelle que soit la

concentration d’AG3, les activités peroxydasiques sont plus élevées que celles trouvées
chez le témoin . Le maximum d’activité se trouve A 10-6 M. Par contre dans les tissus
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peroxydasiques diminuent et restent toujours inférieures a celles trouvées sur le milieu de

base. Il est intéressant de noter, que lorsque les explantats sont éclairés et pour 10-6 et
10-5 M d’AG3 I’AP est plus forte en présence du glucose.

Le diagramme é€lectrophorétique schématisé dans la figure
31 révele, 2 la lumitre une diminution trés faible de 1’activité de 1’isoperoxydase Cs.
Alors que celle des autres isoperoxydases ne montre pas de trés grandes variabilités. Les
mémes observations se trouvent dans les explantats cultivés & 1’obscurité ou
I’isoperoxydase supplémentaire Cs est également révélée.
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Figure 31: Diagramme électrophorétique montrant les isoperoxydases
obtenues 2 partir d’extraits de racines cultivés pendant 6 jours 2 la
lumiére ou a I’obscurité en présence d’acide gibbérellique.
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2.3.3. Action de I’acide naphtyl-acétique (ANA

Quelles que soient les conditions d’éclairement en présence
ou non de glucose, I’ activité peroxydasique présente un maximum 3 10-6 M d’ANA
(fig. 32 A et B). Pour une dose de 5 10-5 M, elle est nettement plus faible que celle
trouvée chez le témoin. Il faut également signaler que le pic d’activité est plus aigu a la
lumiere qu’a I’obscurité. L’ APS présente les mémes variations (fig. 32 B).
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Figure 32: Action de ’acide naphtyl-acétique sur I’activité
peroxydasique d’explantats racinaires de Cicorium intybus (T= témoin).
La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.

Les zymogrammes schématisés dans la figure 33
montrent que lorsque les explantats sont cultivés 2 la lumi€re, I’activité des
isoperoxydases C et C4 diminue & mesure que la concentration d’ANA augmente. Quand
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la dose d’ANA est de 5 10-5 M, I'isoperoxydase C n’est plus révélée quelles que soient
les conditions de culture (lumiére ou obscurité). A 1’obscurité, une autre
isoperoperoxydase Cs n’est plus révélée 2 partir de 10-5 M.
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Figure 33: Action de I’acide naphtyl-acétique (ANA) sur la composition
isoperoxydasique d’extraits de racines cultivés pendant 6 jours a
la lumiére ou a I’obscurité.



glucose Témoin | Kin+ AG3 | AG3+ ANA |[Kin + ANA | Kin+GA3+ANA
- 1,75 1,21 0 0 0
Lum
nombre moyens + 1,30 1,15 0 0 0
de bourgeons/explantat
- 1,00 0,85 0 0 0
Obs
+ 0,95 0,75 0 0 0
- 0 0 62 75 -
Lum
+ 0 0 80 80 64
pourcentage '
“expl rhizogén - 0 0 50 45 -
Obs
+ 0 0 60 58 58

Tableau §: Action combinée des différents régulateurs de croissance sur la morphogenese

des explantats racinaires de Cichorium intybus apres 25 jours de culture a la lumiére

ou 2 I’obscurité continue avec ou sans glucose (5,5 10-2 m).
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2.4. Interaction kinétine-gibbérelline et/ou auxine

Pour I’étude des interactions des différents régulateurs de
croissance, leurs concentrations sont celles utilisées pour le milieu de rhizogenése, c’est &
dire 10-7 M de kinétine, 106 M d’ANA et 10-5 M d’acide gibbérellique.

2.4.1 Action I’or )

L’association de la kinétine a I’acide gibbérellique entraine
la formation de bourgeons. Quelles que soient les conditions d’éclairement en absence ou
en présence du glucose, le nombre moyen de bourgeons néoformés est moins important
que celui trouvé chez les explantats cultivés sur le milieu de base (Tableau 5).

L’association de ’ANA 2 la kinétine ou a 1’acide
gibbérelline favorise la formation de racines seules (planche 5). Dans les deux cas, ciuand
les conditions sont favorables a la formation de racines, c’est-a-dire la lumiére et la
présence de glucose, le pourcentage d’explantats rhizogeénes est de 80 % au lieu de 75 %
quand ’ANA est utilisé seul. L'interaction des 3 hormones ne produit que 65 %
d’explantas rhizogenes.

2.4.2. Action sur ’activité peroxydasique

En fonction des conditions de culture (lumiére ou obscurité)
et de la présence ou de I’absence de glucose, I’action des régulateurs de croissance n’est
pas modifiée (fig. 34). Par exemple, 1’association de I’ANA 2 I’acide gibbérellique
(ANA+ AG3) diminue sensiblement I’activité peroxydasique, alors que si nous associons
la kinétine 2 I’ANA ou 4 la AG3 (K + ANA ou K + AG3), les activités peroxydasique
sont identiques 2 celle trouvées pour le milieu sans régulateurs de croissance. Enfin, si
kinétine, AG3 et ANA sont réunis dans un méme milieu nous constatons une diminution
significative de I' AP.
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Figure 34: Actions combinées des différents régulateurs de croissance sur
Pactivité peroxydasique (AP) d’explantats racinaires de Chicorium intybus
apres 6 jours de culture a la lumiere ou a I’obscurité (Obs) avec (+) ou

sans (-) glucose. (K= kinétine).

243 Acti les profils i fasi

Aux concentrations utilisées dans cette expérience les
régulateurs de croissance ne modifient pas la composition en isoperoxydases des tissus
par rapport aux tissus non traités (fig. 35).

Le diagramme d’électrophorése ne révele que quelques
nuances d’intensité de coloration et donc d’activité des isoperoxydases. En présence de
AG3 + ANA I'isoperoxydase C3 est peu active quand les tissus sont éclairés alors qu’elle
présente la méme intensité que le témoin quand les tissus sont placés  I’obscurité.

En ce qui “oncerne les isoperoxydases acides aucune
variation n'a été observée
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Figure 35: Action combinée des différents régulateurs de croissance sur les
profils isoperoxydasiques d’extraits d’explantats racinaires de Cichorium intybus
cultivés pendant 6 jours a la lumiére ou a I’ obscurité continue.

T= témoin, K= kinétine, G= acide gibbérellique, A= acide naphtyl-acétique.
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CONCLUSION

Les régulateurs de croissance additionnés au milieu de culture ont des effets
différents sur la morphogeneése des tissus de racine de la chicorée. En effet, selon la
nature et la concentration du régulateur utilisé on obtient soit des bourgeons, soit des
racines ou des cals.

Ainsi seuls la kinétine et I’acide gibbérellique favorisent la formation de
bourgeons. Si en présence de faibles concentrations de kinétine, le nombre moyen de
bourgeons néoformés est augmenté, celui-ci est diminué par de fortes concentrations
(10-5 M). Par contre, I’action de la gibbérelline se traduit par une diminution du nombre
moyen de bourgeons produits par explantat, quelles que soient les concentrations
utilisées.

L’activité peroxydasique est inhibée uniquement par de fortes concentrations de
kinétine par contre en présence d’acide gibbérellique, elle est plus élevée que celle trouvée
chez le témoin pour les explantats éclairés alors que pour ceux placés a 1I’obscurité, elle
est nettement plus faible.

Les résultats trouvés montrent également que le glucose utilisé 4 5,5 10-2 M agit en
diminuant a la fois I’AP et 1a néoformation des bourgeons.

Si ’ANA est complétement défavorable au bourgeonnement, il est tout a fait
indispensable pour I’induction de racines 2 une concentration optimale de 10-6 M (75 %
d’explantats rhizogénes). Pour des doses supéricures, seule la formation de cals est
observée. Dans les conditions favorables 2 la rhizogenese (lumiere et présence de sucre
dans le milieu de culture), I’ association de I’ANA (10-6 M) i la kinétine (10-7 M) ou a la
gibbérelline (10-5 M) améliore encore plus la formation de racines et permet d’atteindre 80
% d’explantats rhizogeénes. Par contre 1’association de ces trois hormones ne donne que
64 % d’explantats présentant des racines.

En ce qui concerne les profils isoperoxydasiques, & I’exception de I’ANA utilisé 2
5 103 M qui entraine la répression de deux isoperoxydases (Cz et Cs), la carte
isoperoxydasique n’est pas modifi€e en présence de kinétine, gibbérelline ou ANA
utilisés seuls ou associés. On pourrait donc conclure que la diminution du nombre
d’isoperoxydases sur le milieu callogéne (contenant ’ANA 2 5 10-5 M) est le résultat de
la présence des concentrations élevées d’ANA dans ce milieu de culture.
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D’apres ces résultats, on peut dire que les variations d’activités et celles du profil
peroxydasique peuvent expliquer la morphogenese différente des tissus de racine de
Cichorium intybus.

ITI- CAS PARTICULIER DES CYTOKININES

Nous savons que la kinétine favorise le bourgeonnement de feuilles étiolées de
Cichorium intybus (VASSEUR, 1979; LEGRAND 1987), c’est pourquoi nous nous
sommes proposés d’analyser les effets de cette cytokinine, ainsi que ceux de la benzyl-
aminopurine (BAP) et de la 6 y—Y-dimethylallyl amino purine (2 IP) sur la néoformation
de bourgeons et sur les profils d’activité peroxydasique et isoperoxydasiques des
explantats racinaires de la chicorée. Ces tissus sont donc mis en culture en présence de
ces 3 cytokinines a des concentrations variant de 10-7 4 10-3 M et sont ensuite entretenus
pendant 8 jours en lumiére continue.

3.1. Action sur la néoformation des bourgeons

Apres 25 jours les bourgeons sont dénombrés. Leur
développement et leur teneur en chlorophylle différent selon la nature et la concentration
des cytokinines utilisées. En effet, plus leur concentration augmente et plus les bourgeons
obtenus sont chlorophylliens par contre leur développement est de plus en plus faible par
rapport & ceux cultivés sur le milieu de base. A 10-7 M, concentration 2 laquelle ils sont
de taille plus grande, les bourgeons sont plus ou moins vitreux en présence de la kinétine
alors qu’ils le sont moins ou pas du tout , respectivement en présence de la BAP ou la 2
IP.

Les effets de ces 3 cytokinines sur le pourcentage de
bourgeonnement sont résumés dans la figure 36 . Ainsi, le maximum de bourgeonnement
(100 %) est obtenu sur un milieu témoin ou additionné de kinétine 2 10-7 M.

Pour une cytokinine donnée, plus sa concentration augmente plus
la capacité de bourgeonnement diminue. Quelle que soit la concentration des cytokinines
utilisée, le pourcentage de bourgeonnement est plus €levé en présence de kinétine que
celui obtenu en présence de 2 IP, lui méme plus important que celui obtenu quand le
milieu de base est additionné de BAP.
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Figure 36: Action de la kinétine (Kin), 2 IP ou de BAP sur la capacité de
bourgeonnement par les explantats racinaires de Cichorium intybus aprés
25 jours de culture a 1a lumiére continue.
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Les effets de la kinétine et de la 2 IP sur le nombre moyen de
bourgeons par explantat sont sensiblement les mémes (fig. 37). Ainsi, le nombre de
bourgeons néoformés est stimulé en présence de 10-7 et 10-6 M de kinétine ou de 2 IP
avec un maximum de stimulation 2 10-7 M alors qu’a la concentration de 10-3 M il reste
sensiblement égal & celui obtenu sur le milieu de base.

En présence de BAP, le nombre moyen de bourgeons néoformés
diminue & mesure que sa concentration augmente.
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Figure 37: Action de la kinétine (Kin), 2 IP ou de BAP sur
la néoformation de bourgeons par des explantats racinaires
apres 25 jours de culture 2 la lumiére continue. La moyenne et
les écart-types ont été€ calculés sur 60 explantats racinaires.

3.2. Action sur Pactivité peroxydasique

Pour doser I’activité peroxydasique les explantats racinaires ont été
prélevés tous les deux jours pendant les huit premiers jours de culture, donc avant
’apparition des bourgeons.

Apres 6 jours de culture les activités peroxydasiques des explantats cultivés aux
concentrations 10-7 et 10-6 M de kinétine sont plus importantes que celles des explantats
poussant sur le milieu de base (fig. 38). Par contre, 2 la concentration 10-5 M, Pactivité
peroxydasique est toujours plus faible que celle tro.wvée sur le milieu de base et ceci
pendant toute la durée de la culture.

Aux concentrations utilisées, la 2 IP présente les mémes effets que la kinétine (fig.
39), néanmoins, seule la dose 10-7 M est stimulatrice de 1’activité peroxydasique apres 6
jours de culture, la concentration 10-5 comme dans le cas précédent diminue 1’activité
peroxydasique comparée a celle du témoin sans régulateur de croissance.
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Figure 41; Action de la kinétine, 2 IP et de la BAP sur les profils isoperoxydasiques d'extraits de racines de Cichorium intybus
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Jusqu’au sixiéme jour, quelle que soit la concentration de BAP utilisée (fig. 40),
’activité peroxydasique est toujours inférieure a celle du témoin. Apres 6 jours de culture
nous constatons une augmentation de I’activité peroxydasique qui est alors supérieure
(10-7 et 10-6 M) ou égale (10-5 M) 2 celle trouvée sur le milieu de base.

Si en présence de kinétine et de 2 IP, I’évolution de 1’activité peroxydasique est
identique a celle du témoin, c’est a dire une augmentation pendant les six premiers jours
suivie d’une diminution passée cette date, en présence de BAP I’activité peroxydasique
augmente faiblement pendant les six premiers jours puis brutalement entre le sixi¢me et le
huitieme jour, nous ne retrouvons plus alors le pic classique li€ au bourgeonnement.

3.3. Action sur les profils isoperoxydasiques

La composition en isoperoxydases est, par rapport au témoin, trés
peu modifiée en présence des différentes cytokinines (fig. 41). Les seules modifications -
importantes se situent dans 1’intensité des bandes, donc dans les variations d’activité de
certaines peroxydases. Par exemple aux concentrations 10-7 et 10-6 M de kinétine ou de
10-7 M de 2 IP D’activité de I’isoperoxydase C3 est exaltée. Au contraire, plus la
concentration en cytokinine augmente plus 1’activité des isoperoxydases Cj et Cp sont
faibles, et en présence de BAP 10-5 M I’isoperoxydase Cy n’est plus révélée aprés 6 jours
de culture.

11 semblerait que I’action inhibitrice de 1a BAP sur I’expression de
I’isoperoxydase Cj s’exerce, uniquement, en début de culture, en effet cette
isoperoxydase C présente une activité plus forte au huitieme et dixieéme jour de culture
(fig. 42).
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CONCLUSION

La néoformation de bourgeons ainsi que 1’activité et les profils peroxydasiques
des tissus de racines de Cichorium intybus sont influencées par la nature et la
concentration de la cytokinine utilisée.

L’action de la kinétine ou de la 2 IP & 10-7 M se traduit par une augmentation du
nombre de bourgeons néoformés et de ’activité peroxydasique. Dans ce cas, on note
qu’en plus de leur action bénéfique sur la production de bourgeons, la kinétine et la 2 IP
interviennent sur leur développement. Ceux-ci sont de plus grande taille, et en présence
de 2 IP ils sont plus chlorophylliens que les bourgeons obtenus sur le milieu de base ou
sur le milieu contenant la kinétine.

Des concentrations plus fortes de kinétine ou de 2 IP entrainent une diminution du
nombre de bourgeons néoformés. Cette diminution est précédée par une diminution de
Pactivité peroxydasique.

Le méme nombre d’isoperoxydases a été révélé en présence de la kinétine ou de la
2 IP. Seules des variations d’activité des isoperoxydases Cj et C2 sont décelées. En effet,
i)lus la concentration de la kinétine ou de la 2 IP augmente, plus leur activité diminue.

L’action de la BAP ajoutée au milieu de culture se traduit par un effet défavorable
sur le bourgeonnement et sur I’activité peroxydasique par comparaison a celui constaté en
présence de la kinétine ou de la 2 IP. En effet 1a capacité de bourgeonnement et le nombre
de bourgeons néoformés diminuent et une faible concentration de BAP suffit pour
diminuer I’activité peroxydasique. Par contre i des concentrations plus fortes (10-5 M),
cette activité est beaucoup plus inhibée ce qui se traduit par I’absence d’une
isoperoxydase basique (C2) a faible migration.

"Le profil isoperoxydasique est donc sensiblement modifié en présence de cette
cytokinine qui modifie également 1’évolution typique de I' AP se traduisant par une
augmentation suivie d’une diminution caractérisant le processus de bourgeonnement. En
effet, I’ AP continue 2 augmenter aprés le sixiéme jour sans pic apparent ce qui caractérise
la BAP des autres cytokinines que nous avons étudié.
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D- ENRACINEMENT DES BOURGEONS

Dans le cas des explantats racinaires de Cichorium intybus, les bourgeons
commencent a apparaitre spontanément entre le dixieéme et douziéme jour de culture.
Apres avoir obtenu un taux de 100 % de bourgeonnement, le probléme consistait 2
provoquer leur enracinement. C’est pourquoi, nous avons essayé de trouver d’abord la
condition la plus favorable & I’enracinement avant d’étudier les variations de 1’évolution
de I’ AP a partir de la base des bourgeons. Pour cela, des explantats de 8 mm de diamétre
etde 1,5 cm de longueur ont ét€ mis en culture sur un milieu contenant les éléments de la
solution de HELLER additionnée de 10 g 1-! de glucose. Ces explantats 3 raison d’un par
tube sont éclairés 24/24 h dans des pieces maintenues 2 22 + 1°C et aprés 25 jours de
culture environ 8 bourgeons chlorophylliens par explantat sont obtenus. Ceci nous a
permis pour une expérience donnée d’utiliser des bourgeons provenant d’explantats
d’une méme racine. Ces pousses feuillées, prélevées sur “les gros™ explantats racinaires,
sont mises en culture sur des milieux de compositions variées et leurs capacités
d’enracinement ont ét€ comparées a celle des bourgeons cultivés sur le milieu de base.
Apres un mois de culture en lumiere continue, les vitroplants c’est a dire les pousses
feuillées enracinés, ont ét€ dénombrés.

I- EFFET DE LA TAILLE DES BOURGEONS SUR LA
NEOFORMATION DE RACINES

Dans un premier temps, nous avons voulu tester la capacité des
bourgeons a s’enraciner en fonction de leur taille. Ainsi, des bourgeons de différentes
tailles ont été€ choisis et cultivés sur le milieu de base. Les valeurs contenues dans le
tableau 6 montrent que ce sont les bourgeons de plus de 1,5 cm de long qui donnent le
maximum de vitroplants (67 %). Les bourgeons ayant une taille inférieure donnent un
taux d’enracinement plus faible (environ 55 %).

Taille des 0,5 1 1,5 2 2,5 3
bourgeons (cm)

pourcentage 54,14 56,16 63,63 66,66 66,66 63,63
d'enracinement

Tableau 6: Influence de la taille des bourgeons de Cichorium intybus sur leur
capacité néoformatrice de racines. Le pourcentage d’enracinement a été calculé sur
48 bourgeons.
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Pour la suite de nos expériences nous avons donc choisi des
bourgeons d’environ 1,5 cm de longueur.

II- EFFET DE CERTAINES SUBSTANCES REPUTEES
RHIZOGENES SUR LA FORMATION DE RACINES.

Apres deux semaines de culture 2 la lumiére continue, les pousses
feuillées ayant 1,5 cm environ ont été mises en culture sur différents milieux contenant de
la proline (100 mg I-1), du naphtylacétamide (NAM; 0,1 mg I'!) ou une double quantité de
nitrate sous forme de NaNOj3 de la solution préconisée par HELLER (1953). Ces
éléments connus par leur effet rhizogéne ont été utilisés seuls ou combinés, avec ou sans
saccharose (10 g I-1).

Quelle que soit le composé utilisé, le pourcentage de racines
néoformées est toujours plus important lorsque le milieu de base contient du saccharose
que lorsqu'il en est privé (tableau 7). En effet, aprés un mois de culture sur un milieu de
base sans sucre, il n'y a que 42 % de bourgeons qui produisent des racines alors qu'en
présence du saccharose le pourcentage d'enracinement atteint 67 %. Dans les deux cas, les
racines commencent 3 étre visibles 2 partir du 16 &me jour de culture.

MB | Proline |2(NaNO3)] NAM| Proline +| Proline |2(NaNO3)
2(NaNOs3) + NAM | + NAM

sans 41.66| 54,16 | 47,82 | 66,6] 41,66 37 50
saccharose

avec | 66.66] 62,5 75 70,8] 54,16 | 44,44 75
saccharose

Tableau 7: Influence de différentes substances sur la néoformation de racines
par les pousses feuillées de Cichorium intybus cultivées 2 la lumiére continue
sur un milieu de base additionné ou non de saccharose. MB= milieu de base.
Le pourcentage d’enracinement a été calculé sur 48 bourgeons.

En absence du saccharose, le NAM donne le maximum de
bourgeons enracinés (67 % au lieu de 42 % sur le MB). Par contre, quand le milieu de
base est additionné de saccharose, c’est la double quantité de nitrate et le NAM seuls ou
associés qui se sont révélés les plus efficaces et le pourcentage d’enracinement est
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respectivement de 75; 71 et 75 %. L’associations de ces deux substances i la proline
diminue le pourcentage d'enracinement par rapport a celui obtenu en cultivant les pousses
feuillées sur le milieu de base.

Il est important de signaler que quelle que soit la substance ajoutée
dans le milieu de culture, I’émergence des racines a lieu toujours au méme moment c’est 3
dire au seizieme jour.

Par la suite, nous avons voulu tester 1'effet d ANA et celui de I'AIB
(acide indolyl-buturique) sur l'enracinement en utilisant différentes concentrations en
présence du saccharose 10 g 1-! (Tableau 8).

0 10-7 10-6 10-5 104
AIBM) 66,66 Ry 70,83 79,16* 66,66*
ANA (M) 66,66 79 58,33 25* 18,18%*

Tableau 8: Effet d’ANA et d’AIB sur I’enracinement des bourgeons

verts de Cichorium intybus cultivés pendant un mois a la lumiére continue.
(*) : présence de cals a la base des vitroplants. Le pourcentage d’enracinement
a été calculé sur 48 bourgeons.

A la suite de ces résultats, on constate qu’une concentration de
10-5 M d'AIB qui donne le maximum de bourgeons enracinés (79 % au lieu de 67)
provoque l'apparition de cals a la base des vitroplants. Il en est de méme pour une
concentration de 104 M. Par contre en présence 106 M d'AIB le pourcentage
d'enracinement passe de 67 % quand le milieu de culture est privé dhormone 4 71 % sans
que les vitroplants ne présentent de cals.

En présense d'ANA la néoformation de racines n’est stimulée de
fagon trés importante qu’en prSsence de 10-7 M. Ainsi le pourcentage de bourgeons
enracinés passe de 67 % a2 79 %. Dans ce cas, les plantes se développent bien et aucun cal
n'apparait. Pour des concentrations plus fortes, la capacité d'enracinement diminue et les
boutures présentent de plus en plus de cals ce qui empéche le bon développement des
vitroplants dont certains finissent méme par dégénérer surtout 2 la dose de 10-5 M.
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Parmi les substances rhizogénes testées, I'ANA 2 10-7 M semble
donc étre le régulateur de croissance le plus efficace capable de stimuler d'une fagon
significative la néoformation des racines a la base des bourgeons chlorophylliens obtenus
apres un séjour de 25 jours a la lumiére continue.

Dans certains cas, le transfert des boutures aprés la phase
d'induction des racines, indiqué par le pic d’activité peroxydasique, sur un milieu de base
sans hormones ou en présence de rutine améliore le pourcentage d'enracinement
(GASPAR et al., 1977; MOSELLA et MACHEIX, 1979; MONCOUSIN et GASPAR,
1983; BEKKAQUI et al, 1984; GASPAR et al., 1985; BERTHON et al. 1989).

Nous avons donc repris certaines expériences et pour cela il nous a
fallu d'abord déterminer la durée de la phase d“induction” en se basant sur 1'évolution de
l'activité peroxydasique sachant que cette phase prend fin au niveau du pic correspondant
au maximum d'activité peroxydasique (GASPAR, 1981).

L'évolution de l'activité peroxydasique (fig. 43) montre que la
phase d““induction” prend fin au sixi¢me jour. A la suite de ces résultats préliminaires, le
transfert sur des milieux de composition différente sera effectué au sixieéme jour.
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Figure 43: Evolution de I’activité peroxydasique (AP) des bourgeons
chlorophylliens de Cichorium intybus cultivées a la lumi¢re continue.
La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.
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Le transfert des bourgeons a été fait donc & partir d'un milieu
contenant de I'ANA A 10-7 M, soit sur un milieu sans régulateur de croissance ou
additionné de rutine & 103 M, toujours en présence du saccharose (Tableau 9).

Traitements % d'enracinement
(apres le 6éme jour)
MB + ANA (témoin) 74
MB 83
MB +rutine 89

Tableau 9: Néoformation de racines a partir des pousses feuillées de
Cichorium intybus transférées apres 6 jours de culture d’un milieu
contenant I’ANA (107 M) vers les milieux indiqués ci-dessus.

Le pourcentage d’enracinement a été calculé sur 48 bourgeons.

Les résultats reportés dans le tableau 9 montrent que si 1’on cultive
des bourgeons en présence d’ANA (10-7 M) pendant 6 jours et qu’on les transfere sur un
milieu de base sans régulateur de croissance, la capacité d’enracinement augmente de 74 4
83 %, par contre si les bourgeons sont transférés sur un milieu de base additionné de
rutine (10-3 M), le taux d’enracinement est nettement amélioré. Il passe de 74 2 89 %.

L’utilisation de deux milieux successifs différents donne donc, de
meilleurs résultats que lorsqu’on utilise un seul et méme milieu durant toute la durée du
processus d’enracinement. En effet, on a vu que si les bourgeons sont cultivés sur un
milieu contenant de I’ANA pendant toute la durée de la culture, le pourcentage
d’enracinement est de 79 %, alors que si ces bourgeons sont d’abord mis en culture sur
un milieu contenant de I’ANA pendant 6 jours, puis transférés sur un autre milieu
différent le taux de vitroplants est amélioré surtout en présence de la rutine avec laquelle
on obtient 89 % de bourgeons enracinés au lieu de 74 %.

III- EFFET DU PRETRAITEMENT DES BOURGEQONS A
L’OBSCURITE SUR LA NEOFORMATION DE RACINES

Jusqu’alors nos expériences d’enracinement concernaient des
bourgeons chlorophylliens provenant d’explantats racinaires ayant €t€ éclairés 24 h/24. On
s’est demandé, ensuite si des bourgeons étiolés obtenus 2 partir d’explantats racinaires
privés de lumiére puis cultivés dans les mémes conditions d’éclairement que les



68
bourgeons chlorophylliens (lumiére continue) ne permettraient pas d’améliorer le
processus d’enracinement.

1. Effi r le po nta ‘enracinement

Apres avoir réalisé cette expérience, nous avons constaté
que les bourgeons €tiolés s’enracinent trés rapidement et que leur capacité néoformatrice
de racines est nettement améliorée. En effet, les racines commencent a apparaitre dés le
huitiéme jour et le pourcentage d’enracinement est de 100 %, au lieu de 67 % dans le cas
des bourgeons chlorophylliens (Tableau 10).

Pourcentage d’enracinement

Bourgeons chlorophylliens 67

Bourgeons étiolés 100

Tableau 10: Influence des conditions d’éclairement de la plante mére
sur la capacité d’enracinement des bourgeons.

L’étude de I’évolution de I’activité peroxydasique a partir
des bourgeons étiolés (fig. 44) montre une légére diminution d’A. P. aprés un jour de
culture. Le pic d’activité intervient au troisi¢tme jour. Par conséquent la période
d’”induction” est réduite a 3 jours seulement ce qui pourrait étre li€ a 1’apparition précoce
des racines. De plus, I’ AP trouvée est plus faible que celle des bourgeons chlorophylliens.
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Figure 45: Evolution des isoperoxydases au cours de la formation de racines
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Figure 44: Evolution de I’activité peroxydasique des bourgeons étiolés
obtenus 3 partir d’explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés a
I’obscurité continue. La moyenne et les écart-types ont été calculés sur 3
extraits enzymatiques.

Le pré-conditionnement des bourgeons c’est a dire
leur obtention apres un séjour des explantats racinaires 3 la lumiere ou a 1’obscurité est
donc un facteur important pour I’enracinement des bourgeons.

L'équipement isoenzymatique des peroxydases solubles
obtenues a partir des bourgeons chlorophylliens et étiolés est schématisé dans la figure
45. Quelles que soient lec conditions des prétraitements (lumiére ou obscurité), la
composition en isoperoxydases est la méme. En effet, 4 isoperoxydases basiques Cy, Ca,
C3 et C4 ainsi qu'une isoperoxydase acide A sont révélées.

‘ Les variations les plus visibles sous les deux régimes de
lumiére sont la succession de I'augmentation et la diminution de l'activité de la plupart des
isoperoxydases basiques en passant de la phase d“‘induction” a la phase d*“initiation”. On
peut donc observer qu'en plus de Cj et Cy, I' isoperoxydase C3 présente une activité
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maximale au sixiéme jour dans le cas des bourgeons chlorophylliens, alors qu'en présence
des bourgeons étiolés cette activité est maximale au troisieéme jour. Aucune conclusion ne
peut étre tirée a partir de l'isoperoxydase Aj puisque les variations d'activité sont
généralement les mémes.

IV- ACTION DE LA NYCTIPERIODE DE DUREES
VARIABLES SUR L’ENRACINEMENT DES BOURGEONS
CHLOROPHYLLIENS

On sait que si I’on cultive des bourgeons étiolés obtenus a partir
d’explantats racinaires placés a 1’obscurité continue, la capacité d’enracinement est
nettement stimulée par rapport a celle obtenue 2 partir des bourgeons chlorophylliens. On
pouvait donc se demander quels seraient les effets des différents traitements a I’obscurité
au début de la culture sur I’enracinement des bougeons chlorophylliens.

Pour cela des bourgeons chlorophylliens sont cultivés sur un milieu
de base contenant 10 g de saccharose et sont maintenus a I’obscurité totale. Apres 3, 6, 9,
12 jours de culture, ils sont transférés a la lumiére continue. Des bourgeons placés a la
lumiére continue pendant toute la durée de l'expérience ont ét€ utilisé€s comme témoin.

4.1 Effet sur le pourcentage d’enracinement

D’apres les résultats de la figure 46, on constate que plus la
période obscure initiale est longue, plus le pourcentage d’enracinement est faible et il est
complétement inhibé quand les bourgeons sont traités continuellement a 1’obscurité
pendant 30 jours. En outre, il faut signaler que lorsque les bourgeons sont soumis
initialement 3 3 jours seulement d’obscurité, le pourcentage d’enracinement est plus
important que lorsqu’ils sont soumis a la lumiére continue pendant 30 jours. L’obscurité
exercerait donc, au début de la culture, un effet stimulateur sur le taux de bourgeons
enracinés.
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Excision des bourgeons
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Figure 46: Effet des traitements des bourgeons, avant ou apres excision ,
a I’obscurité, sur le taux d’enracinement. Le pourcentage d’enracinement
a été calculé sur 48 bourgeons.

4-2 Effet sur 1’activité peroxydasique

D’apres les résultats résumés dans la figure 47, on constate
que pendant les 6 premiers jours de culture et quelle que soit la durée de la période
d’obscurité, I’activité peroxydasique est relativement la méme mais reste toujours
inférieure a celle des bourgeons placés pendant 30 jours a la lumiére continue (tmoin).

Apres le sixiéme jour I’ AP change. En effet, les bourgeons
transférés a la lumiére continue aprés un traitement a 1'obscurité pendant 6 et 9 jours,
présentent une AP qui est nettement plus importante que celle du témoin. Par contre,
1’obscurité donnée pendant les 3 premiers jours de culture donne durant cette deuxieme
phase, une activité qui est de méme ordre que celle du témoin.

Un traitement des bourgeons a 1I’obscurité pendant la
premiére phase d’enracinement (inductive), entraine une diminution de 1’activité
peroxydasique, par rapport au témoin, puis une augmentation de celle-ci pendant la la
deuxie¢me phase. Cette augmentation, n’est pas décelée apres un traitement de 3 jours &
I’obscurité.
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Figure 47: Action des traitements des bourgeons chlorophylliens par
I’obscurité sur I’activité peroxydasique. La moyenne et les écart-types
ont été calculés sur 3 extraits enzymatiques.
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CONCLUSION

Dans cette partie, nous avons étudi€ la capacité néoformatrice de racines a partir
des bourgeons de Cichorium intybus ainsi que leur activité peroxydasique. Elles sont
contrdlées par la composition du milieu d'induction de racines et par les conditions
d'éclairement.

Par modification de la composition des milieux de culture, notamment par apport
de proline, de naphtaléne-acétamide et/ou d'ANA, le pourcentage d'enracinement des
bourgeons chlorophylliens a été amélioré surtout quand le milieu de culture contient du
saccharose (3 10 gl-1). En effet, 'ANA (10-7 M) apparait comme le régulateur de
croissance le plus efficace. Par ailleurs il s'est avéré que la présence de cette hormone
durant toute la durée de culture n'est pas nécessaire. En effet, la capacité de formation de
racines est également améliorée par un transfert des pousses feuillées, aprés la fin de la
phase d““induction” indiquée par le pic correspondant au maximum d'activité
peroxydasique, d'un milieu additionné d'ANA sur un autre milieu sans régulateur de
croissance ou additionné de rutine. Dans tous les cas le moment d’apparition des racines
ne change pas par rapport au témoin (seizieéme jour).

Nous avons pu établir également une variation typique de l'activité des
peroxydases solubles qui se traduit par une augmentation suivie d'une diminution
précédant I'apparition des racines. Le profil cinétique obtenu est A rapprocher de celui de
GASPAR (1981) montrant un pic d'activité avant I'apparition des primordium racinaires.
Une corrélation entre activité peroxydasique et capacité néoformatrice de racines a été
établie. Lorsque les bourgeons (chlorophylliens) sont obtenus a partir d'explantats
racinaires éclairés continuellement, une forte activité peroxydasique conduit & un nombre
important de vitroplants, alors que si 'activité peroxydasique est diminuée notamment par
un prétraitement de la plante mére par un séjour préalable a 1'obscurité, I'apparition des
racines est trés précoce et la capacité néoformatrice de racines est nettement améliorée.

Par la suite, les études concernant les effets de I'obscurité sur la capacité
d'enracinement des bourgeons chlorophylliens montrent que plus la durée de la période
obscure est longue, plus le taux d'enracinement est réduit voir méme inhibé. Ceci pourrait
s'expliquer par l'augmentation de l'activité peroxydasique apres le pic d’activité
peroxydasique contrairement & ce qu'on doit trouver pour améliorer le processus
d'enracinement.Toutefois, il faut signaler qu'il y a moins de bourgeons chlorophylliens
enracinés en lumiére continue que lorsque ils sont soumis initialement & 3 jours
d'obscurité pendant lesquels I'AP diminue.
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L'obscurité exerce donc, en début de culture, un effet positif sur la capacité
d'enracinement des bourgeons mais sans pour cela réduire le moment d’apparition des
racines.
Enfin, I'acclimatation des vitroplants montre une grande conformité morphogéne
vis 2 vis de la plante mere (planche 6).
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Chapitre 4: DISCUSSION

A la fin de chaque chapitre nous avons en conclusion fait ressortir les faits
marquants de nos résultats et nous allons maintenant les replacer et les discuter dans le
contexte de la littérature.

Pour notre expérimentation, les tissus végétaux utilisés sont ceux de la racine
tubérisée de Cichorium intybus. Depuis quelques années, les travaux réalisés dans
le laboratoire portent sur cette Astéracée d'intérét économique et nos prédécesseurs ont
montré que ces tissus possédent de remarquables capacités de régénération
d’organes et que I’on peut méme orienter cette différenciation (LEFEBVRE,
1979; SENE et al., 1983).

11 est maintenant bien établi que la néoformation de cals, de bourgeons ou de
racines est sous la dépendance de 1’équilibre hormonal auxine/cytokinine (SKOOG et
MILLER, 1957) et que, par ailleurs, les peroxydases peuvent intervenir comme auxine-
oxydase (HOYLE, 1972) et ainsi moduler cet équilibre hormonal. Il nous a paru donc
intéressant d’étudier 1’évolution des enzymes du catabolisme auxinique au cours de la
différenciation a partir de petits explantats racinaires cultivés in vitro.

Apres une adaptation, 3 notre matériel végétal, des techniques déja mises au point
par LEGRAND (1987), nous nous sommes d’abord intéressé a l’activité auxine-
oxydasique des tissus de racine de chicorée. Ces derniers, lors du prélévement,
présentent une activité auxine-oxydasique qui n’est plus mesurable aprés 6 jours de
culture. Or GASPAR (1965) a montré que I’activité auxine-oxydasique est inhibée par
certains composés phénoliques et par ailleurs LOOMIS et BATAILLE (1966) ont signalé
qu’au cours de I’extraction, les composés phénoliques pouvaient s’oxyder et former des
liaisons covalentes avec les protéines entrainant I’inactivation des enzymes. Nous avons
donc pensé 2 ajouter au cours de I’extraction de la polyvinylpyrrolidone insoluble (PVP)
qui a la propriété d’empécher l'association de ces inhibiteurs avec les enzymes au cours
de I’extraction (CASTILLO et al., 1981). Ce procédé nous a permis de mesurer
une activité auxine-oxydasique dans les tissus de chicorée aprés plusieurs
jours de culture in vitro. 11 existe donc dans ces tissus des protecteurs d’ ‘uxine qui
sont €liminés par le PVP lors de I’extraction. Ce dernier fixe donc tout ou partie des
composés phénoliques dont le role dans la régulation de I’activité auxine-oxydasique a été
largement démontré (STONIER, 1972; STONIER et al., 1979; LEE et al., 1982;
GARCIA-FLORENCIANO et al. 1991 a). Nos résultats confirment ceux de POUX et
OURNAC (1972), GARCIA-FLORENCIANO et al. (1991 a, b.)
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Cette méthodologie pose le probléme de la validité d’une telle mesure. En effet lors
de I’extraction, la compartimentation des composés cellulaires est supprimée et 1’extrait
contient un mélange de nombreux composés qui étaient cloisonnés dans la cellule.

La compartimentation des peroxydases est bien connue (LEE, 1973; LEGRAND
et DUBOIS, 1977; IMBERTY et al., 1985; GARCIA FLORENCIANO et al., 1991 b;
FERRER et al., 1991 a) nous avons, par une extraction fractionnée, voulu savoir si les
peroxydases solubles, liées ioniquement et/ou de fagon covalente présentaient une activité
auxine-oxydasique. Nos résultats montrent un parallélisme parfait entre
activité auxine-oxydasique et peroxydasique (GASPAR et XHAUFFLAIRE,
1967, LEGRAND et DUBOIS, 1977). Ce parallélisme a fait que nous avons abandonné
les mesures de I’activité auxine-oxydasique en considérant uniquement 1’activité
peroxydasique avec comme corollaire que toute augmentation d’activité peroxydasique
était le reflet d’une augmentation du catabolisme auxinique et inversement que la
diminution de I’activité peroxydasique était synonyme d’une diminution de la dégradation
de I’auxine endogene.

Si une faible concentration de PVP favorise le dosage des deux activités
peroxydasique et auxine-oxydasique, des quantités plus importantes permettent
une amélioration de la mesure de [’activité auxine-oxydasique mais
diminuent P’activité peroxydasique. Nous supposons que parmi les phénols
fixés par le PVP, il existe non seulement des inhibiteurs de 1’activité
auxine-oxydasique mais aussi des activateurs de P’activité peroxydasique.
Cette hypothese permettrait d’expliquer les résultats de GARCIA-FLORENCIANO et al.
(1991 b) qui montrent que les anthocyanes inhibent I’activité auxine-oxydasique dans les
suspensions’ cellulaires de la vigne alors qu’ils n’ont aucun effet sur I’activité
peroxydasique.

Il existe une relation entre activité peroxydasique et teneur en phénols des
explantats de Cichorium intybus. L’activité peroxydasique est faible quand la teneur en
phénols totaux est élevée dans les tissus et inversement quand il y a une diminution de la
quantité des phénols, une augmentation de 1’activité peroxydasique est observée
(LEGRAND, 1987). Il serait donc intéressant de connaitre la nature des
composés phénoliques fixés par le polyclar ainsi que leur action sur
I’activité peroxydasique d’une part et ’activité auxine-oxydasique d’autre
part.

Nous avons constaté que les activités peroxydasique et auxine-oxydasique sont
plus importantes dans les fractions solubles que dans les fractions ioniques qui elles
mémes présentent des activités peroxydasique et auxine-oxydasique plus fortes que celles
des fractions covalentes. Les peroxydases solubles sont donc les plus
représentées dans les extraits de tissus de chicorée. Ceci est vrai quelles que
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soient les conditions d’éclairement et la composition du milieu de culture, par conséquent
pour la suite de nos expériences seules les peroxydases solubles ont été analysées pour
témoigner des modifications du catabolisme auxinique dans les tissus de Cichorium
intybus. Ces résultats montrant 1’importance de 1’activité dans les fractions solubles,
rejoignent ceux trouvés par ROBINSON et al. (1989) et GARCIA-FLORENCIANO et
al. (1991b).

Si ROS BARCELO et al. (1987) ont trouvé que chez le lupin les isoperoxydases
acides sont surtout représentées dans les fractions covalentes, chez la vigne GARCIA-
FLORENCIANQO et al. (1991b) ont montré que ces isoenzymes sont révélées dans la
fraction soluble alors que les fractions covalentes ne présentent que des isoperoxydases
basiques. Chez la chicorée, les résultats d'électrophorése ont mis en
évidence des profils isoperoxydasiques différents selon chaque fraction.
Ainsi, la fraction soluble contient aussi bien des isoperoxydases basiques qu'acides, dans
la fraction ionique ne sont présentes que les isoperoxydases basiques et la fraction
covalente est représentée essentiellement par des isoperoxydases acides.

-Une activité auxine-oxydasique a été mesurée dans chacune des
fractions méme dans la fraction covalente dont les isoperoxydases sont pour la
plupart acides qui sont généralement connues comme des isoenzymes intervenant dans le
processus de lignification. Des résultats identiques ont été trouvés par CHIBBAR et
VAN HUYSTEE (1984) sur les cellules d’arachide et PRESSEY (1990) sur la tomate.
Par conséquent in vitro n’importe quelle isoperoxydase est capable de dégrader I’ AIA, en
est-il de méme in vivo? Le probléme reste entier.

Un autre probléme se pose, celui du nombre des isoperoxydases et du choix des
co-substrats. Pour nos expériences, la révélation des isoperoxydases de chicorée sur gel
d’amidon a été réalisée en présence de gaiacol ou de benzidine. Il est évident que la
benzidine permet une meilleure résolution des isoperoxydases et que 1'utilisation d’autres
co-substrats aurait donné des résultats, peut €tre, différents. En effet, certains
isoperoxydases présentent des affinités plus ou moins grandes selon le donneur
d’électrons utilisé (ROS BARCELO et al., 1987; FERRER et al., 1991a; CALDERON et
al., 1992). Ceci aboutit parfois a des résultats contradictoires puisque ROS BARCELO
(1987) montre que des isoperoxydases acides, donc réputées comme intervenant dans les
étapes de synthese de lignine, ne réagissent pas avec la syringaldazine alors qu’elles
oxydent le gaiacol. De méme TIGIER et al. (1991) ont montré une activité gaiacol-
peroxydase et AIA-oxydase de toutes les isoperoxydases alors que l’activité
syringaldazine-peroxydase n’était décelable que dans quelques isoperoxydases basiques.
Enfin, PANG et al. (1989) ont montré qu’in vitro, les peroxydases pariétales oxydent la
syringaldazine alors qu’in vivo, seules les isoperoxydases impliquées dans le processus
de lignification interviennent dans cette oxydation.
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Dans notre cas, l'utilisation de donneurs d’électrons différents ne se
justifiait pas puisque notre but était de comparer les profils
isoperoxydasiques en fonction de la morphogenése.

Nous avons pu orienter, en modifiant la composition des milieux de culture, la
différenciation des tissus de chicorée et notre étude a alors porté sur 1’évolution de
I’activité peroxydasique et des profils isoperoxydasiques au cours de la callogenése, de la
caulogenése et la rhizogenése.

11 faut d’abord noter que le développement des explantats se traduit dans tous les
cas par I’apparition d’un cal dans lequel des méristémes se forment. L’émergence des
organes est relativement décalée dans le temps: les premiers bourgeons sont
visibles au dixieme jour alors que les racines n’apparaissent qu’au seiziéme
jour de culture. Comme nous voulions étudier les modifications métaboliques
précoces susceptibles d’orienter la différenciation, nos analyses ont été faites avant
I’émergence des organes.

La croissance exprimée par la masse de matiére fraiche augmente considérablement
pour les explantats cultivés sur les milieux rhizogéne et callogéne et faiblement sur le
milieu caulogeéne. Nous avons montré une entrée d’eau considérable dans les deux
premiers cas, entrée d’eau due 2 la pfésence de fortes concentrations en ANA dans les
milieux concemés (HACKETT et THIMANN, 1952; KETELAPPER, 1953).

Si nous choisissons comme critére de croissance la masse de mati¢re séche, nous
constatons sur le milieu callogéne une diminution de la croissance. Ce milieu de culture
ne contient pas de glucose et la perte de la masse de matiére séche pourrait s'expliquer par
une hydrolyse des fructosanes qui constituent la principale réserve de carbohydrates dans
les racines tubérisées de Cichorium intybus (environ 15 % de la masses de matiére
fraiche).

Par conséquent la masse de matiére fraiche et de matiére seche sont des critéres
qui reflétent assez mal la croissance, par contre les mesures des teneurs en protéines au
cours des premiers jours de culture peuvent étre interprétées comme des modulations de
la croissance au cours du développement.

Nous pouvions escompter, compte tenu des corrélations entre _roissance et
peroxydase (LEGRAND et DUBOIS, 1977, SANCHEZ et al., 1989; ZHENG et VAN
HUYSTEE, 1992) des diminutions d’activité peroxydasique quand la croissance était
forte et inversement des activités peroxydasiques fortes pour une croissance faible. Les
résultats des études cinétiques de 1’activité peroxydasique nous ont montré au contraire
des variations typiques suivant 1’orientation morphogeéne. Cela signifie que ces
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variations ne sont pas liées uniquement a la croissance mais bien au
phénomeéne de différenciation. Par exemple, un pic d’activité peroxydasique
est décelable au sixieme jour de culture sur le milieu caulogéne, alors que
sur le milieu rhizogéne ce pic intervient au douziéme jour. Par contre, sur le
milieu callogéne, ot seule une prolifération cellulaire intervient, les variations d’activité
peroxydasique sont faibles sans pic d’activité.
Par conséquent, un pic d’activité peroxydasique précede toujours
IPémergence des organes, il est donc caractéristique de la différenciation
et laisse supposer une intervention des peroxydases au cours de ce
phénomene. De plus, le moment d’apparition du pic est caractéristique de
IPorgane néoformé.

Les moment d’apparition différents des pics pourraient étre reliés a
PPontogenése des organes. En effet, le processus de bourgeonnement passe
par différentes étapes. Généralement, la néoformation de bourgeons débute par une
activation et une dédifférenciation cellulaire. Une activité mitotique et ’induction des
nodules méristématiques sont observées par la suite.

ATTFIELD et EVANS (1991) ont montré que chez Nicotiana tabacum les cellules
du parenchyme palissadique et de la gaine périvasculaire se divisent pour former les
nodules méristématiques qui seront a 1’origine des primordiums caulinaires. Les divisions
cellulaires commencent au quatriéme jour et les nodules des cellules en division contenant
les trachéides sont observés au huitieme jour. Au neuvieéme jour les méristémes
apparaissent et les primordiums caulinaires deviennent visibles au douzi¢me jour.

Chez les explantats racinaires de la chicorée on peut constater une période
d’activation cellulaire suivie d’une phase de préparation 2 la différenciation cellulaire se
terminant au troisi¢me jour, par 1’apparition des premieres cellules méristématiques a
I’origine des futurs bourgeons (ROGER et VASSEUR, 1983). C’est durant cette période
que ’activité peroxydasique augmente dans nos explantats jusqu’a un maximum apres
lequel les bourgeons commencent a devenir visibles.

L’évolution particuli¢re de 1’activité peroxydasique au cours du bourgeonnement
rejoint celle trouvée par THORPE et al.(1978) chez le tabac, VON ARNOLD et
GRONROOS (1986) chez Picea abies et LEGRAND (1987) chez la chicorée.

Au cours de la rhizogeneése, de nombreuses études ont montré que 1’origine
ainsi que la durée de ce processus morphogene varient en fonction de I’espece végétale.
Dans la plante, existent des cellules prérhizogeénes qui ont la propriété de répondre en
premier a toute stimulation conduisant 2 1a néoformation de racines (CHRIQUI, 1985).
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Généralement, les racines ont une origine profonde (2 proximité des faisceaux
vasculaires). Les primordiums racinaires prennent naissance a partir du phloéme
(SATOO, 1955) mais aussi dans les cellules du parenchyme des rayons phloémiens chez
Hydrangea macrophylla (MOLNAR et LACROIX, 1972) et chez Hedera helix
(GIROUARD, 1967) ou encore dans les cellules parenchymateuses prés du cambium
interfasciculaire du Pois (BOLLMARK et al., 1988), ou i partir de la gaine périvasculaire
et les cellules du parenchyme vasculaire chez le tabac (ATTFIELD et EVANS, 1991).
Chez pinus sylvestris, GRONROOS et VAN ARNOLD (1985) ont montré que les
primordiums racinaires peuvent aussi apparaitre dans les cals et ils ont montré que le
processus de callogenese et de rhizogenese ont tous les deux un aspect histocytologique
similaire. IIs ont observé la formation de tissu vasculaire composés de trachéides courtes
a partir desquels se développent les racines. FUKUDA et KOMARINE (1982) ont
- montré que ces trachéides se forment au niveau des parois secondaires qui se lignifient.
Dong, si la néoformation d’organes, in vitro , débute par la formation de trachéides, ceci
devrait se refléter au niveau des isoperoxydases plus particulierement celle impliquées
dans le processus de lignification.

Le peu de variations constatées concernant les isoperoxydases acides chez la
chicorée ne nous permettent pas d’aboutir aux conclusions de GASPAR (1981) qui
montre que la période d’induction de la rhizogenése est caractérisée par une augmentation
de l’activité peroxydasique totale due a une augmentation des isoperoxydases cationiques
et anioniques et la période d’initiation correspond & une chute de I’activité peroxydasique
accompagnée d’une diminution des isoperoxydases cathodiques et d’une accentuation
continue des isoperoxydases anioniques jouant un role au cours de la derni¢re étape de la
synthese de lignine.

En ce qui concerne les isoperoxydases cationiques, des variations
d’activité ont été observées. Toutefois, aucune différence des profils
isoperoxydasiques ne peut étre décelée entre explantat caulogéne ou
rhizogéne. Nous avons pu montrer qu'un tissu orienté vers la prolifération
cellulaire uniquement présente moins d'isoperoxydases (absence de deux
isoperoxydases basiques C et Cs) que lorsqu'il différencie des organes et ceci rejoint les
observations de KEVERS et al., 1981 démontrant que chez la betterave a sucre le nombre
d'isoperoxydases est moins important dans les conditions non organogenes.

Les résultats trouvés montrent que si on considére uniquement la condition de
lumiére qui est favorable au bourgeonnement et a la rhizogenese, il apparait que les
isoperoxydases ne peuvent pas servir de marqueur moléculaires de la
nature de 1’organe néoformé; par contre les profils des cinétiques d’activité
peroxydasique présentent des pics qui sont des marqueurs spécifiques de
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I’organogenése (GASPAR 1981; MONCOUSIN et GASPAR, 1983; KRSNIK-
RASOL, 1991).

Les facteurs physiques (lumi¢re, obscurité) peuvent jouer un rdle sur la
morphogenése et exercent une influence sur l'activité peroxydasique (LEGRAND, 1987;
DRUART, 1982; MONCOUSIN, 1982; CHENG et REISCH, 1989, SAITOU et al.,
1992). Dans les tissus de Cichorium intybus, la lumiere favorise aussi bien la
caulogenese que la rhizogenese . Cet effet favorable de la lumiére sur le bourgeonnement
a déja été signalé par MURASHIGE (1974) sur I’orchidée et LEGRAND (1974) sur les
tissus étiolés d'endive. Par contre nos résultats sont en désaccord avec ceux trouvés chez
les pousses de Malus (DRUART et al., 1982; JAMES, 1983; ZIMMERMAN, 1984;
VAN DER KRIEKEN et al., 1992) qui ont montré que la lumiére réduit plutdt la
formation de racines adventives et chez la vigne (CHENG et REISCH, 1989) ou la
régénération des pousses feuillées est inhibée par la lumiére. '

Les explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés a
I'obscurité présentent toujours une activité peroxydasique supérieure a
celle des tissus éclairés. Cette différence se traduit, dans les conditions
d’induction de l'organogenése, par I'expression a D’obscurité d'une
isoperoxydase basique a forte migration électrophoreétique (Cs). L’absence
de cette isoperoxydase  la lumiére pourrait s'expliquer d’une part par le fait qu'elle soit
masquée par les composés phénoliques qui sont synthétisés en grande quantité lorsque
les tissus sont éclairés ou d’autre part par la répression a la lumi¢re du geéne de cette
isoenzyme. La premiére hypothése trouve ses sources dans la littérature, ol I’absence
d’une isoperoxydase ne serait pas forcément liée a sa non synthése, mais plutdt & sa non
révélation suite 2 une inactivation par les composés phénoliques (LEGRAND et al.,
1976; SRIVASTAVA et VAN HUYSTEE, 1977; CASTILLO et al., 1981). Pour vérifier
cette hypothese, il faudrait disposer d’anticorps spécifiques de I’isoperoxydase et qui ne
reconnaissent pas des groupements glycosylés qui seraient communs 2 d’autres
peroxydases ou méme d’autres protéines.

Par ailleurs, il semblerait que cette isoperoxydase Cs soit spécifique
du tissu racinaire, car a partir de tissus de feuille étiolée de Cichorium
intybus, cultivé a 1’obscurité, LEGRAND (1987) n’a pas constaté cette

isoenzyme supplémentaire.

Les expériences de morphogenése sont menées 2 partir de milieu de compositions
tres différentes. Nous pouvions alors nous demander si les variations
peroxydasiques observées étaient directement corrélées aux programmes
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morphogénétiques ou au contraire induites par les composants du milieu.

Les effets des sucres sur la production de bourgeons sont différents selon le
matériel végétal. Chez le tabac (BARG et al., 1976, BROWN et al., 1979), la carotte
(NEUMANN et GARCIA, 1974) des concentrations élevées de saccharose inhibent la
formation de pousses feuillées par contre elles la favorisent chez Populus (DOUGLAS,
1985) et chez le tabac (KAUL et SABHARWAL , 1971; FOSSARD et al., 1974;
THORPE, 1974). 1l n’existe donc pas de régle générale et ces résultats contradictoires
peuvent étre attribuées soit a la différence génétique des lignées utilisées (LINSMAIER et
SKOOG, 1965; EDELMAN et HANSON, 1971) soit pour une méme espéce a des
différences des conditions expérimentales. Par exemple BADILA et al. (1991) trouvent
un effet stimulant du saccharose sur la néoformation de bourgeons de chicorée, mais ces
auteurs expérimentent sur des explantats de grande taille dont le contenu en substrats
métabolisables et phytohormones endogenes proportionnellement plus important que nos
petits explantats doit influencer le développement.

Chez Cichorium intybus, nos résultats montrent que 1’influence du glucose sur le
bourgeonnement se traduit par une diminution du nombre de bourgeons & mesure que sa
concentration augmente. La lumiére favorise le bourgeonnement, mais ceci n’est vrai que
si le glucose est présent & des concentrations faibles puisqu’a I’obscurité, on constate le
phénomene inverse.

La variation des teneurs en glucose endogéne dans les tissus de chicorée pourrait
étre I’un des facteurs intervenant dans la différence de l'inhibition du bourgeonnement
par de fortes concentrations en glucose entre les explantats cultivés a la lumi¢re ou
maintenus a I’obscurité. En effet, quand ils sont cultivés a la lumiére, les tissus racinaires
deviennent chlorophylliens des le deuxiéme jour de culture et par conséquent le glucose
ajouté au milieu de culture en plus de celui synthétisé par photosynthése aboutit a des
concentrations supraoptimales ce qui expliquerait 1’inhibition de la formation des
bourgeons. Par contre, lorsque les explantats racinaires sont cultivés & 1’obscurité
I’augmentation de la teneur en sucres exogenes compense 1’absence de photosynthése et
donc les concentrations dans les tissus sont trop faibles pour inhiber le bourgeonnement.
Cette explication serait corroborée par les résultats de BADILA et al. (1991) qui ont
montré que lorsque I’héméropériode est réduite & 9 heures, I’adjonction de saccharose
(225 %) a un effe favorable sur la néoformation de bourgeons floraux a partir
d’explantats racinaires de Cichorium intybus sans que le nombre moyen de bourgeons
par explantats soit supérieur 2 celui trouvé sous une héméropériode de 16h. Les sucres
compensent donc partiellement 1’effet de la lumiére en jours courts.
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Lorsque la teneur en sucre du milieu de culture est augmentée, nous avons pu
constater que la diminution de capacité de bourgeonnement des explantats était précédée
dans les premiers jours de culture par une diminution de I’activité peroxydasique. Ceci
confirme les résultats de LEGRAND (1987) montrant qu’une forte activité
peroxydasique, en début de culture, conduit 2 un nombre important de bourgeons
néoformés alors qu’inversement si I’activité peroxydasique est diminuée, dans notre cas
par de fortes concentrations en glucose, le nombre de bourgeons néoformés est plus
faible. Les profils isoperoxydasiques par contre ne sont pas affectés par la
présence du glucose dans le milieu de culture.

Le glucose n’intervient donc pas sur D’orientation de la
morphogenése, il ne modifie que le nombre de bourgeons néoformés, et
en diminuant D’activité peroxydasique aux fortes concentrations, il
diminue le catabolisme de 1’auxine endogéne qui défavorise la
caulogenése.

Chez Cichorium intybus, la présence d’ANA dans le milieu de culture
inhibe complétement la formation de bourgeons. Ce résultat confirme celui
trouvé par LEFEBVRE et al. (1992) a partir des tissus de chicorée. Par contre la
néoformation de racines adventives a partir des petits explantats
racinaires est optimale en présence de  10-6 M. Des concentrations élevées
provoquent uniquement 1’apparition de cals sans aucune manifestation organogeéne
apparente.

Les cytokinines ont été définies comme des composés qui, en présence de
concentration optimale d’auxine, induisent la division cellulaire (LETHAM, 1978). Ces
phytohormones interviennent également dans la croissance et la différenciation cellulaire.
Elles agissent €galement sur de nombreux processus physiologiques liés a la croissance
et au développement des plantes (SKOOG et AMSTRONG, 1970) notamment durant la
rhizogenese. Dans certains cas, les cytokinines sont considérées comme inhibitrices de
I’enracinement, cependant, chez certaines espéces, un faible apport de ces hormones peut
permettre un bon enracinement.

Dans nos expériences, la combinaison d’autres facteurs hormonaux tels que
’acide gibbérellique et/ou la kinétine 2 I’ANA a montré que les associations ANA-
Kinétine et ANA-AGj3augmentent le nombre d’explantats produisant des
racines ce qui confirme les résultats de SENE et al. (1983), alors que 1’association de
ces trois hormones le diminue. Nous proposons donc de simplifier le milieu de
rhizogenése signalé par SENE et al. (1983) (contenant les trois hormones précitées) en
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utilisant I’ANA 2 la concentration 10-6 M associé soit 2 1a kinétine (10-7) M ou 2 1’acide
gibbérellique (10-5 M). Il faut également signaler qu’au cours de toutes les expériences
réalisées, le processus de rhizogenése est favorisé en présence de glucose.

La production de racines n’est donc améliorée de maniére notable que lorsque les
explantats racinaires de Cichorium intybus bénéficient d’un apport équilibré en glucides,
auxines et cytokinines. La lumiére, 1’acide gibbérellique ou la kinétine associé a I’ANA
sont par ailleurs capables de promouvoir la formation des racines. L’effet favorable de la
lumiére sur la rhizogenese a ét€ signalé également par SENE et al., (1983).

L’activité peroxydasique est considérablement inhibée par de fortes
concentrations d’acide naphtyl-acétique provoquant la formation de cals
ce qui se traduit par 1’absence de deux isoperoxydases basiques C; et Cs,
quelles que soient les conditions d’éclairement. Or on a déja vu que lorsque les explantats
racinaires sont cultivés sur le milieu callogene, I’activité peroxydasique est faible et ces
deux isoperoxydases sont également absentes. Ceci nous laisse supposer que c’est cette
hormone qui est responsable de I'inhibition de 1’activité peroxydasique et du nombre
réduit d’isoperoxydases d’explantats cultivés sur le milieu callogéne. L’isoperoxydase
Cs ne serait donc pas uniquement réprimée par la lumiére, mais aussi par une forte
concentration d’ANA.

Chez la chicorée nous avons constaté que les cytokinines ne sont pas
indispensables a 1’initiation des bourgeons. Toutefois nous avons pu montrer que la
nature et la concentration de ces cytokinines agissent considérablement sur la capacité de
bourgeonnement et le nombre moyen de bourgeons produits par explantat. En présence
de la BAP les tissus racinaires perdent leur capacité de produire des
bourgeons, tandis que la Kinétine et la 2 IP augmentent le nombre moyen
de bourgeons néoformés par explantat. Ces résultats contradictoires pourraient
étre attribués soit 4 la modification du rapport endogeéne auxine-cytokinine, soit & une
sensibilité différente des tissus racinaires aux différentes cytokinines, ou a leur capacité
de les métaboliser NIEDERWIESER et van STADEN, 1992). AUER et al. (1992) qui
ont étudié le métabolisme de la BAP en relation avec ses effets sur la caulogenese de
Petunia, ont montré que la base libre BAP n’était pas décelable pendant la phase
d’induction et ils ont postulé que le pool des conjugués BAP serait une forme de réserve
A court terme de la cytokinine active. L’évolution typijue de I’activité
peroxydasique au cours du bourgeonnement n’est pas retrouvée en
présence de BAP. En effet, plus faible en début de culture, cette activité continue
d’augmenter apres le sixiéme jour. Des résultats similaires ont été trouvés par BHARTI
et LALORAYA (1981) sur les cotylédons du concombre et qui ont suggéré que
I’augmentation tardive de I’activité peroxydasique n’est pas une action directe de la
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benzyladenine mais peut-étre le résultat de quelques réactions secondaires déclenchées
par cette hormone ou par ses produits métaboliques.

La réaction rapide induite par la kinétine et la 2 IP et la réponse tardive 4 la BAP
sur I’activité peroxydasique pourraient également étre liées aux affinités différentes des
récepteurs concernant le type de cytokinine utilisée. Mais il est difficile d’argumenter
uniquement sur la différence de métabolisme de la kinétine, 2 IP et la BAP. Plusieurs
autres facteurs tels que le taux d’absorption, I’affinité des récepteurs, la modification du
rapport auxine/cytokinine sont probablement & prendre en considération.

Afin de mieux comprendre le mode d’action de ces différentes cytokinines, il
serait nécessaire de réaliser, au cours d’expériences de transferts, des
applications séquentielles de chacune d’entre elles et d’analyser les
teneurs endogeénes de leurs formes libres et conjuguées.

Conjointement, les profils isoperoxydasiques sont influencés par la nature et la
concentration des différentes cytokinines et particuli¢rement par la BAP qui exerce un
effet inhibiteur sur I’expression d’isoperoxydases. Contrairement a ce qu’ont
trouvé RUCKER et MARKOTA (1977) chez le tabac ou une augmentation de la
concentration de BAP entraine I’augmentation d’activité de certaines isoperoxydases,
chez la chicorée la présence de cette hormone a forte concentration
entraine 1’absence d’une isoperoxydase basique (C2). La régulation de
I’expression de cette isoperoxydase semble tout a fait spécifique de la BAP puisqu’en
présence de la kinétine et 1a 2 IP elle est exprimée. Toutefois, il faut signaler que I’effet
inhibiteur de la BAP est temporaire puisqu’aprés le sixieéme jour de culture
I’isoperoxydase Cj est exprimée. Cette expression tardive pourrait s’expliquer par un
retard dans le signal de transduction.

Donc I’expression de I’isoperoxydase C2 semble indépendante du phénomene de
bourgeonnement, mais est contrdlée par la concentration et la nature de la cytokinine. Par
contre, I’isoperoxydase Cj3 dont [Pactivité est proportionnelle au
pourcentage d’explantats caulogénes serait directement impliquée au
cours de cette différenciation et en serait un marqueur biochimique.

L’enracine. nent des bourgeons est parfois un probléeme délicat créant une barriére
a I’obtention de vitroplants. Nous avons donc recherché les conditions optimales
d’enracinement des bourgeons néoformés de chicorée. Les résultats les plus
spectaculaires n’ont été obtenus qu’en présence de saccharose (10 g.1-1) et d’ANA (107
M) appliqués pendant toute la durée de la culture. La présence constante des hormones
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‘n’est pas toujours nécessaire (MONCOUSIN et GASPAR, 1983; BERTHON et al.,
1990).

En nous inspirant de la stratégie mise au point par GASPAR et al. (1990) qui
consiste, par des changements dans la composition des milieux et/ou des conditions de
culture, 3 mimer le profil caractéristique de 1’activité peroxydasique au cours de la
rhizogenese, nous avons tenté d’améliorer I’enracinement spontané, mais faible des
bourgeons chlorophylliens de chicorée.

Par des expériences de transfert, nous avons augmenté sensiblement les capacités
rhizogeénes des bourgeons chlorophylliens. Ce transfert intervenait au sixiéme jour au
moment ol nous avions décelé€ le pic d’activité peroxydasique, pic qui d’aprés GASPAR
(1981) est un indicateur de I’instant propice au transfert. Ce procédé, c’est-a-dire la
transplantation des bourgeons cultivés au préalable en présence d’ANA
sur un milieu dépourvu de régulateur de croissance, nous a permis
d’améliorer sensiblement D’enracinement des bourgeons. Des résultats
similaires ont été trouvé par GASPAR et al. (1977 a), MONCOUSIN et GASPAR
(1983), BEKKAOQUI et al.(1984), BERTHON et al.(1987, 1989, 1990).

Par ailleurs, si on ajoute au milieu de transfert de la rutine, le
pourcentage de bourgeons présentant des racines est augmenté. Ce résultat
est & rapprocher de ceux de GASPAR et al. (1977 a), MOSELLA et MACHEIX (1979),
MOSELLA et al. (1980), MONCOUSIN et GASPAR (1983), GASPAR et al. (1985),
BERTHON et al. (1987, 1989) pour qui les composés phénoliques ajoutés a la fin de la
phase d'induction ont un effet stimulateur sur la rhizogenése car ils diminuent 1’activité -
peroxydasique. La rutine aurait donc un effet bénéfique sur l'enracinement en agissant
comme protecteur de 1'auxine (TOMASZEWSKI et THIMANN, 1966; LEE, 1980).

Chez Cichorium intybus, nous avons constaté que les bourgeons étiolés,
c’est-2-dire néoformés sur des explantats racinaires cultivés continuellement a
I’obscurité, s’enracinent a 100 %. Ces résultats confirment ceux de HERMANN et
HES (1963); SACHS (1865) qui ont montré que les tissus étiolés forment, lorsqu'ils
sont bouturés, plus de racines que les tissus chlorophylliens a condition cependant que
l'absence de la photosynthése soit compensée par un apport glucidique exogéne.

Si les profils isoperoxydasiques a partir des deux types de bourgeons sont
les mémes, ’activité peroxydasique est moins importante dans Iles
bourgeons étiolés que dans les bourgeons chlorophylliens. L’auxine serait
donc moins dégradée dans les bourgeons étiolés ce qui expliquerait I’augmentation des
explantats s’enracinant. De plus, I’émergence des racines intervient au huitieme
jour pour les bourgeons étiolés alors qu’elles ne sont visibles qu’au seiziéme jour
pour les bourgeons chlorophylliens. Corrélativement, le pic d’activité
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n’est pas toujours nécessaire (MONCOUSIN et GASPAR, 1983; BERTHON et al.,
1990).

En nous inspirant de la stratégie mise au point par GASPAR et al. (1990) qui
consiste, par des changements dans la composition des milieux et/ou des conditions de
culture, 3 mimer le profil caractéristique de 1’activité peroxydasique au cours de la
rhizogeneése, nous avons tenté d’améliorer I’enracinement spontané, mais faible des
bourgeons chlorophylliens de chicorée.

Par des expériences de transfert, nous avons augmenté sensiblement les capacités
rhizogenes des bourgeons chlorophylliens. Ce transfert intervenait au sixiéme jour au
moment ol nous avions décel€ le pic d’activité peroxydasique, pic qui d’aprés GASPAR
(1981) est un indicateur de I’instant propice au transfert. Ce procédé, c’est-a-dire la
transplantation des bourgeons cultivés au préalable en présence d’ANA
sur un milieu dépourvu de régulateur de croissance, nous a permis
d’améliorer sensiblement I’enracinement des bourgeons. Des résultats
similaires ont été trouvé par GASPAR et al. (1977 a), MONCOUSIN et GASPAR
(1983), BEKKAOUI et al.(1984), BERTHON et al.(1987, 1989, 1990).

Par ailleurs, si on ajoute au milieu de transfert de la rutine, le
pourcentage de bourgeons présentant des racines est augmenté. Ce résultat
est & rapprocher de ceux de GASPAR et al. (1977 a), MbSELLA et MACHEIX (1979),
MOSELLA et al. (1980), MONCOUSIN et GASPAR (1983), GASPAR et al. (1985),
BERTHON et al. (1987, 1989) pour qui les composés phénoliques ajoutés a la fin de la
phase d'induction ont un effet stimulateur sur la rhizogenése car ils diminuent I’activité
peroxydasique. La rutine aurait donc un effet bénéfique sur 1'enracinement en agissant
comme protecteur de 1'auxine (TOMASZEWSKI et THIMANN, 1966; LEE, 1980).

Chez Cichorium intybus, nous avons constaté que les bourgeons étiolés,
c’est-a-dire néoformés sur des explantats racinaires cultivés continuellement a
’obscurité, s’enracinent & 100 %. Ces résultats confirment ceux de HERMANN et
HES (1963); SACHS (1865) qui ont montré que les tissus étiolés forment, lorsqu'ils
sont bouturés, plus de racines que les tissus chlorophylliens a condition cependant que
l'absence de la photosynthése soit compensée par un apport glucidique exogeéne.

Si les profils isoperoxydasiques a partir des deux types de bourgeons sont
les mémes, 1’activité peroxydasique est moins importante dans les
bourgeons étiolés que dans les bourgeons chlorophylliens. L’auxine serait
donc moins dégradée dans les bourgeons étiolés ce qui expliquerait I’augmentation des
explantats s’enracinant. De plus, 1’émergence des racines intervient au huiti¢éme
jour pour les bourgeons étiolés alors qu’elles ne sont visibles qu’au seizi¢me jour
pour les bourgeons chlorophylliens. Corrélativement, le pic d’activité
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peroxydasique intervient respectivement au troisi¢me jour et au sixieme
jour pour les bourgeons étiolés et les bourgeons chlorophylliens.

Ces variations d’activité peroxydasique, ainsi que celles trouvées au cours de la

néoformation de racines 2 partir des explantats racinaires, sont a rapprocher de celles
trouvées sur les boutures des plantes en rosette de Cynara scolymus (MONCOUSIN et
GASPAR, 1983), des pousses feuillées de Malus domestica (DRUART et al., 1982), de
tige de Vitis riparia (MONCOUSIN et al., 1989).
Par ailleurs, il est intéressant de signaler qu'a partir de tissus complétement
différents a savoir les explantats racinaires et la base des bourgeons,
nous avons trouvé une évolution d'activité peroxydasique paralléle avant
I’émergence des racines.
Toutefois, il est intéressant de signaler, qu’a partir des bourgeons étiolés, une diminution
de D’activité peroxydasique a été observée au cours des 24 heures qui suivent
I’enracinement. Cette chute précoce d’activité peroxydasique pourrait étre interprétée par
le fait que les bourgeons étiolé€s que nous avons utilisés se trouvent déja induits et
posse¢dent donc une aptitude préalable 2 I’enracinement (selon le concept de GASPAR,
1981). Cette hypothese a déja ét€ émise par MONCOUSIN (1987) qui trouve également
une chute d’activité peroxydasique spécifique au cours des premiéres heures qui suivent
le bouturage des microboutures de vigne. Une telle diminution a été également signalée
au cours de la rhizogenése adventive de Malus (MONCOUSIN, 1986 ¢).

DRUART et al. (1982) ont signalé qu’un traitement a 1’obscurité pendant la phase
d’induction augmente le taux d’enracinement, par contre pour MONCOUSIN et
GASPAR (1983) 1’obscurité favorise la formation de racines lorsqu’elle est appliquée
pendant la période d’initiation. Chez la chicorée, le traitement des bourgeons
chlorophylliens a 1’obscurité puis a la lumi¢re montre que 3 jours seulement d’obscurité
appliquée au début de la culture provoquent une augmentation significative du nombre de
bourgeons enracinés par contre des durées plus longues I’inhibent. Toutefois, les
traitements des bourgeons chlorophylliens par 1’obscurité ne modifient pas le moment
d’apparition du pic, mais par contre au dela de 6 jours d’obscurité nous ne constatons
plus la chute correspondant a la période d’”initiation”, ce qui se traduit par un nombre
beaucoup plus faible de bourgeons enracinés.
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CONCLUSION GENERALE

Selon la composition du milieu de culture, les explantats racinaires de Cichorium
intybus, cultivés in vitro, peuvent produire soit des racines, soit des bourgeons, soit des
cals.

Dans la mesure o il était couramment admis que, chez les végétaux, certaines
isoperoxydases ont une fonction auxine-oxydasique et participent donc 2 une régulation
de la balance hormonale, le but initial de notre travail était de mesurer les variations des
activités auxine-oxydasique et peroxydasique ainsi que les modifications des profils
isoperoxydasiques au cours de la différenciation organogéne d’explantats racinaires de
chicorée de Bruxelles.

Au début de notre entreprise, la mesure de I’activité auxine-oxydasique s’est
révélée €tre difficile et 1’utilisation du polyvinylpyrrolidone insoluble nous a permis de
lever cette difficulté. Un parallélisme parfait entre activité peroxydasique et activité
auxine-oxydasique a été démontré, ce qui nous a conduit & ne nous intéresser qu’aux
variations de I’activité peroxydasique, comme reflet des variations du catabolisme
auxinique au cours des phénomenes de différenciation.

En effet, dans les conditions de culture qui induisent la néoformation d’organes,
des pics d’activité peroxydasique apparaissent et sont caractéristiques du type d’organe
néoformé: selon que les explantats produisent des bourgeons ou des racines, le moment
de I’apparition du pic varie. Par contre les profils isoperoxydasiques sont identiques qu’il
s’agisse de caulogenése ou de rhizogenése. Il apparait donc que dans nos conditions
expérimentales aucune isoperoxydase ne soit spécifique de la nature de 1’organe
néoformé. Cependant les conditions d’éclairement jouent apparemment un rdle sur la
régulation de certaines isoperoxydases puisque 1’isoperoxydase Cs ne s’exprime qu’a
I’obscurité dans les conditions organogenes. L’effet dépresseur de la lumiere sur cette
isoperoxydase mériterait une étude approfondie afin d’évaluer s’il s’agit d’une action pré
ou post traductionnelle. Curieusement la présence de fortes teneurs en ANA dans le
milieu de culture d’explantats cultivés a 1’obscurité, mime 1’effet de 1a lumiére puisqu’elle
entraine également 1’absence de I’isoperoxydase Cs.

Il est intéressant de noter que les cytokinines n’agissent pas toutes de la méme
fagon sur le bourgeonnement et sur le profil isoperoxydasique. D’une part, la kinétine et
.1a 2 IP qui favorisent le bourgeonnement semblent agir également sur I’expression de
I’isoperoxydase C3 que nous avons considéré comme un marqueur de I’intensité du
bourgeonnement. D’autre part, seule la BAP empéche I’expression de I’isoperoxydase
C2, ce qui serait un effet spécifique de cette cytokinine. Ce résultat mérite d’€tre
approfondi.
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De méme, le fait que la lumiére, tout comme de fortes teneurs en ANA agissent sur
Cs laisse supposer qu’il peut exister des points communs dans la transduction des deux
types de signaux, mais la confirmation de ce genre d’hypothése nécessite encore un trés
gros travail.

Au cours de I’enracinement des bourgeons, 1’utilisation de deux milieux de
rhizogenése nous a permis d’améliorer le pourcentage d’enracinement des bourgeons
verts. Par contre, les bourgeons étiolés cultivés sur un milieu simple (sans régulateurs de
croissance) s’enracinent & 100 %. Dans ce demier cas, ’enracinement est plus rapide que
dans le cas des bourgeons chlorophylliens et le moment d’apparition de pic d’activité
peroxydasique pourrait étre corrélée i la vitesse d’enracinement.

Nous sommes conscient, que vouloir expliquer la différenciation par la seule étude
des variations peroxydasiques et isoperoxydasiques et les modifications des équilibres
hormonaux endogenes qu’elles entrainent est insuffisante. Mais nous espérons que les
résultats obtenus apporteront des éléments supplémentaires dans la compréhension de ce
phénomene.



Explantats racinaires de Cichorium intybus (25 jours) & 8

Planche 1: Explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés pendant 25 jours
a 1a lumiére ou a I’obscurité sur des milieux induisant la formation de bourgeons
(M 1IB), deracines (MIR) oude cals M1 C).
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Planche 2: Explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés pendant 25 jours

3 la lumiere (A) ou i 1’obscurité continue (B) en présence de différentes
concentrations de glucose.
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Planche 3: Explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés pendant 25 jours

a la lumiére (1 et 3) ou a I’obscurité (2 et 4) en présence de différentes concentrations
de kinétine (A) ou d’acide gibbérellique (B).



Planche 4: Explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés pendant 25 jours

a la lumitre en présence de différentes coi centrations d’ANA.



Planche 5: Explantats racinaires de Cichorium intybus cultivés pendant 25 jours

a la lumiére (2 gauche) ou a I’obscurité (2 droite) en présence d’ANA associé soit &
la kinétine (Kin) ou 2 I’acide gibbérellique (GA3) en présence (1) ou en absence (2)
de glucose.
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Planche 6: Cichorium intybus obtenues aprés enracinement des bourgeons

chlorophylliens (A) ca étiolés (B).
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RESUME

L’expression des activité peroxydasique et auxine-oxydasique a été€ étudiée au cours
de la morphogenese des tissus de racine de Cichorium intybus cultivés in vitro.

Selon la composition du milieu de culture, la morphogenése des explantats
racinaires a ét€ orientée vers la production soit de bourgeons, soit de racines ou de cals.

Apres avoir adapté la technique de la mesure de I’activité auxine-oxydasique, un
parallélisme entre activité peroxydasique et auxine-oxydasique a été €tabli quelles que
soient les fractions enzymatiques utilisées: solubles, ioniques ou covalentes.

Les réponses différentes constatées au cours de la différenciation morphogéne sont
précédées par des variations des profils cinétiques d’activité enzymatique: alors que dans
les tissus non organogénes aucun pic d’activité peroxydasique n’a été décel€, au cours de
la néoformation de bourgeons ou de racines, celle-ci augmente et présente des pics
précédant toujours 1'émergence des organes. Le moment d’apparition de ces pics est
spécifique de la nature de I’organe néoformé. Ces différences se traduisent par 1’absence
des isoperoxydases C2 et C5 dans les conditions non organogenes.

Nous avons pu montrer que la lumiére ou certains régulateurs de croissance (ANA
et BAP) sont capables d’induire ou de réprimer I’expression de certaines isoperoxydases.
En effet, dans les conditions induisant une différenciation caulinaire ou racinaire, la
culture des explantats a 1’obscurité provoque ’apparition d’une isoperoxydase basique
supplémentaire (C5). Cette isoperoxydase n’est plus exprimée en présence d’ANA qui,
tout comme la BAP entrainent la répression d’une autre isoperoxydase basique C2.

L’absence de cette derniére isoperoxydase est accompagnée d’une inhibition
d’organogenese.

Par ailleurs, lorsque le milieu de culture contient de trés fortes concentrations en
glucose, 1’activité peroxydasique est diminuée ce qui se traduit par un nombre de
bourgeons néoformés plus faible.Une corrélation entre activité peroxydasique en début de
culture et capacité néoformatrice de bourgeons a ét¢ démontrée.

En ce qui concerne 1’enracinement des bourgeons, nous avons montré que parmi
les substances rhizogénes utilisées, I’ANA augmente d’une fagon significative le
pourcentage d’enracinement des bourgeons chlorophylliens et que le transplantation de
ces derniers d’un milieu contenant I’ANA vers un milieu sans régulateurs de croissance
ou additionné de rutine améliore le taux d’enracinement.

En jouant sur les conditions d’éclairement, nous avons montré que d’une part,
lorsqu’on effectue un traitement des bourgeons chlorophylliens, en début de culture,
pendant 3 jours a I’obscurité puis 2 la lumi€re, le nombre de vitroplants obtenus est exalté
en absence de tout régulateur de croissance, d’autre part I’ utilisation de bourgeons étiolés
provoque un enracinement précoce et atteint 100 %. De plus, le pic d’activité
peroxydasique obtenu 2 partir des bourgeons étnlés apparait avant celui des bourgeons
chlorophylliens.
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ABSTRACT

The peroxidase as well as IAA-oxidase activities have been studied during
morphogenesis of small root explants of Cichorium intybus L cultured in vitro. _

According to the culture media composition, morphogenesis was directed towards
the production of either buds, roots or the calli.

After having set up the technical aspects concerning the assay of IAA-oxidase
activity, a parallelism between IAA-oxidase and peroxidase activities was established
whatever enzyme fractions used: soluble, ionic or covalent.

The different responses observed during morphogenic differentiation are preceded
by kinetic profile variations of peroxidase activity. While, in non organogenetic tissue, no
peak of pei‘bxidasc activity could be detected, during either bud or root differentiation, the
peroxidase activity increased and always showed a peak preceeding the organ emergence.
The peak emergence moment was specific of the nature of the neoformed organ. These
differences are expressed by the absence of C and Csisoperoxidases in the non
organogenic conditions.

We showed that light or some growth regulators were able to induce or suppress
the expression of some isoperoxidases. Indeed, in conditions which induce a
caulogenesis or rhizogenesis differentiation, the culture of roots in darkness cause to
happen the appearance of a supplementary basic isoperoxidase (Cs). This isoperoxidase
is suppressed when explants are grown with NAA (10-5 or 5 10-5 M). Moreover the
presence of NAA or BAP (103 M) led to the repression of an other basic
isoperoxidase:Cy. The absence of this later is accompanied by an organogenesis
inhibition. _

A relationship between level of peroxidase activity at the early stage of the culture
and the yield of bud formation have been established: a high peroxidase activity is
correlated with a high capability to neoformed buds.

Concerning the rooting of neoformed buds, we have shown that among the
rhizogenic substances used, the NAA increased significantly the percentage of green buds
rooting and that the transfer of these explants from a medium containing NAA to an other
deprived of growth regulators or containing rutine improved the rate of rooting.

Changes of light conditions on green buds cultured in hormone free conditions
showed that a 3 days treatment in the dark (at the onset of the experience) increase the
number of vitroplants obtained in vitro.

Utilisation of etiolated buds cultivated in the same conditions, lead to a precocious
rooting with attained 100 %. In this case, peak peroxidase activity occured earlier than
with green buds.





