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Introduction

Introduction

Cichorium intybus L. (var. Witloof) ou chicorée de Bruxelles est une Astéracée
bisannuelle. Semée en avril-mai, la graine produit une racine qui arrive a maturité en octobre-
novembre et qui porte une rosette de feuilles vertes. Ce bouquet foliaire, appareil
photosynthétique de la plante permet, de juillet & octobre, I'accumulation des réserves sous
forme d'inuline dans la racine. Ces réserves servent deés le printemps de 1'année suivante a
I'édification d'une hampe florale portant des capitules a fleurs ligulées (Figure 1). La chicorée
est une plante allogame ; toutefois cette allogamie n'est pas stricte et des semences sont
produites par autofécondation lorsque les plantes sont isolées et mises en présence d'agents
pollinisateurs (Pécaut, 1958). L'appareil reproducteur est un ensemble d'inflorescences portées
par des ramifications en nombre et en ordre plus au moins variables et ayant des
développements asynchrones. Le nombre de fleurs par capitule est de l'ordre d'une vingtaine.
La floraison s'échelonne sur environ trois mois. La récolte des fruits, akénes de couleur
blanche, noire ou panachée, a lieu d'aoiit & septembre.

Dans la pratique agricole courante, les racines tubérisées miires sont récoltées en
novembre, débarrassées de leurs feuilles et mises en forgage i I'obscurité et 3 18°C. En moins
de trois semaines le bourgeon se développe produisant des feuilles étiolées étroitement
imbriquées : I'endive ou le chicon.

Cette production est surtout répandue en France, en Belgique ainsi qu'aux Pays-Bas, ou
elle occupe respectivement environ 15000, 8000 et 4000 hectares.

La chicorée de Bruxelles est une espéce qui présente de remarquables propriétés
d'organogenese. Elle est en effet capable de régénérer des plantes enti¢res a partir de tous ses
organes : racines, feuilles vertes ou étiolées (Toponi, 1963 ; Vasseur, 1986), pistils (Dubois et
al., 1988) ou anthéres (Guedira et al., 1989).

La transformation génétique de la chicorée est une alternative intéressante pour la
sélection de souches résistantes par cultures cellulaires. Disposer d'une méthode efficace de
transformation génétique de la chicorée constitue un intérét & la fois pratique, d'ordre
phytotechnique, et plus fondamental comme moyen d'études cellulaires et moléculaires.

Ainsi nous avons choisi de transformer génétiquement la chicorée (Cichorium intybus L.
var Witloof) par Agrobacterium et par €lectroporation.
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Figure 1. Représentation schématique de 1a morphologie florale chez Cichorium.
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La transformation via Agrobacterium est utilisée avec succes chez d'innombrables especes
végétales. De plus, la chicorée est une espéce sensible aux agrobactéries (Palms et al., 1989 ;
Sun et al., 1991 ; Vermeulen et al., 1992). Par ailleurs, le fragment d'ADN transféré aux
cellules végétales est en général défini et peu soumis & des événements de réarrangement ; c'est
pour cette derniére raison que la législation actuelle d'acceptation de la culture au champ de
plantes transgéniques devient plus favorable aux plantes transformées par Agrobacterium.
- Agrobacterium rhizogenes produit généralement des plantes transgéniques avec un
syst¢eme racinaire abondant et trés ramifi€é (Jouanin et al., 1987). Ces plantes,
phénotypiquement modifiées, sont peu exploitables agronomiquement. Nous avons donc choisi
d'utiliser Agrobacterium tumefaciens.

L'électroporation permet de tester rapidement de nouvelles constructions de genes et de
définir des séquences de régulation par délétion de promoteurs. Elle permet aussi 1'étude de
I'expression transitoire et stable des génes introduits dans des protoplastes. En outre, plusieurs
auteurs relatent la régénération des plantes a partir de protoplastes de différents génotypes de
chicorée (Crepy et al., 1982 ; Saski et al., 1986 ; Dubois et al., 1990 ; Rambaud et al., 1990).
Ainsi, nous avons choisi d'utiliser I'électroporation pour étudier l'expression transitoire chez la
chicorée.

Nous nous sommes servi de trois vecteurs binaires pour la transformation de la chicorée:
le vecteur pPGSGLUC], le vecteur pTDE4 et le vecteur pVD1124, conférant tous une résistance
a la kanamycine. Les ADN-T de ces constructions portent les méme geénes :

- le géne uidA d'E. coli code pour la B-glucuronidase. Cette enzyme catalyse le clivage
de nombreux B-glucuronides dont les produits de dégradation peuvent étre dosés par
fluorimétrie ou détectés par coloration histochimique. Le test GUS est un test simple, rapide et
remarquablement stable dans les cellules et dans les tissus. L'analyse histochimique qu'il
permet, offre par son biais des informations concernant 1'expression spatio-temporelle du geéne.

- le géne nptll du transposon Tn5, code pour la néomycine phosphotransférase II
(NPT-II) qui confere la résistance aux aminoglycosidiques et donc a la kanamycine. C'est un
gene de sélection fiable, qui est utilis€ fréquemment dans des constructions de vecteurs servant
a la transformation de trés nombreuses plantes. C'est aussi un géne stable chez qui aucune
mutation spontanée n'a été jusqu'a présent rapportée.
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Ces genes sont régulés par des promoteurs différents : les genes de 'ADN-T de la
construction pGSGlucl sont contrdlés par un promoteur double TR 1', 2' de la mannopine
synthase ; ceux du pTDE4 sont contr6l€s par deux promoteurs différents. Le promoteur 35 S du
Virus de la Mosaique du Chou-fleur (CaMV) contrdle le géne uidA et le promoteur nos de la
nopaline synthase préceéde le gene nptll. Les génes de I'ADN-T du vecteur pVD1124 sont
contrdlés par les mémes promoteurs que ceux du vecteur pTDE4 si ce n'est que la séquence
codante du géne uidA contient un intron.

A l'aide de ces constructions, nous avons voulu définir :

- les conditions de transformation de différents organes (explants de racines tubérisées,
de feuilles et de cotylédons) de la chicorée,

- la localisation de l'expression du géne uidA régulée par le promoteur 35S et celle
régulée par le promoteur TR et cela dans différents tissus et en fonction des stades de
développement des plantes transformées,

- d'analyser la transmission des transgeénes aux générations suivantes et ses effets sur la
physiologie de la cellule.

Par ailleurs, 2 l'aide d'un électroporateur & décroissance exponentielle, nous avons
voulu mettre au point une méthode d'électroporation pour la transformation des protoplastes de
la chicorée.
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En l'espace d'une dizaine d'années, 1'amélioration des conditions de régénération de
plantes et la maitrise grandissante des méthodes de transgenése, essentiellement celles basées
sur l'utilisation de systémes dérivés d'un transfert indirect ou direct des génes ont permis un
élargissement considérable du spectre des espéces végétales accessibles 2 la transgenése.

Le transfert indirect se fait par I'intermédiaire d'un vecteur naturel : Agrobacterium
tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes.

Les techniques de transfert direct de génes oii 'ADN nu est introduit dans des
protoplastes, dans des cellules intactes ou dans des tissus entiers, sont surtout développées pour
la transformation des monocotylédones qui sont difficilement transformables par Agrobacterium
tumefaciens. Ainsi, pour surmonter ces problemes chez les monocotylédones et chez certaines
especes de dicotylédones récalcitrantes & Agrobacterium, diverses stratégies de transformation
sont développées. Ce sont des méthodes chimiques combinées ou non 2 des méthodes
¢lectriques physiques telles que la microinjection et 'emploi de méthodes biolistiques ("canon a
particule").

1. Transfert direct de I'ADN

Cette approche fait intervenir plusieurs méthodes chimiques, physiques ou €lectriques
pour introduire un fragment d'ADN dans une cellule végétale sans intermédiaire biologique.
Elles permettent d'envisager le transfert de fragments d'’ADN non clonés et n'imposent pas de
limite due a une spécificité d'hdte. Les premieres méthodes de transfert direct ont ét€ mises au
point sur les cellules animales qui, a la différence des cellules végétales, n'ont pas de parois
pecto-cellulosiques qui limitent le passage de macromolécules telles que I'ADN.

Parmi ces techniques on peut citer la transformation en présence de polyéthyléne glycol
(PEGQ) et de polyornithine (Davey et al., 1980 ; Draper et al., 1982) ou en présence de calcium
(Krens et al., 1982). La transformation par le PEG a été utilisée avec succés chez Lolium
multiflorum, (Potrykus et al., 1985), le mais (Lyznik et al., 1991), le riz (Lee et al., 1991) et
Brassica oleracea L. var. botrytis (Eimert et Siegmund, 1992). Cependant, dans la plupart des
cas, la fréquence de transformation est faible (10-3 2 10-6) et I'expression transitoire est plus
fréquente que l'intégration stable. De plus, la concentration du PEG influence la viabilité des
protoplastes en raison de sa toxicité et provoque des fusions de protoplastes 3 une fréquence



Revue bibliographique

élevée (Jones et al., 1987). Parfois des plantes génétiquement anormales sont obtenues et
n'atteignent pas le stade de maturité ou de floraison. Pour éviter les méfaits du PEG, d'autres
techniques sont développées telles I'encapsulation d'ADN a transférer dans les liposomes,
microvésicules artificielles de phospholipides qui sont fusionnées avec des protoplastes
(Caboche et Deshayes, 1984 ; Deshayes et al., 1988). Une autre alternative, la microinjection,
consiste a injecter 'ADN dans les protoplastes, le pollen et I'embryon (Crossway et al., 1986 ;
Spangenberg et al., 1986 ; Reich et al., 1988). Cette technique a permis d'obtenir des taux
élevés de transformants pouvant atteindre 1 2 30%, mais elle ne peut pas s'appliquer 2 tous les
organismes pour de simples questions de taille des cellules. De plus, la microinjection est une
manipulation délicate qui nécessite un appareillage spécial. D'autres techniques utilisent le
transfert de geénes par sonication (Joersbo et Brunstedt, 1990), par laser (Weber et al., 1988)
par bombardement avec un appareil 2 air comprimé (Oard et al., 1990) ou tout simplement par
imbibition passive de 'ADN sur les tubes polliniques (LLuo et al., 1989) ou au cours de la
réhydratation des cellules comme cela a été fait sur les embryons somatiques de luzerne
(Seneratna et al., 1991).

Ces alternatives pour la transformation permettent une expression transitoire ou stable mais
leurs reproductibilités restent faibles.

Une méthode récente de transfert direct utilisée pour les plantes récalcitrantes a
Agrobacterium est 'emploi du canon 2 particule. C'est une méthode simple qui permet
d'entrainer I'ADN dans différents tissus végétaux a l'aide d'un microprojectile de
bombardement constitué de billes en or ou en tungsténe (Klein et al., 1987). L'ADN adsorbé
est accéléré a travers les parois et les membranes cellulaires. Cette méthode est 1a plus
performante, actuellement, pour la transformation des monocotylédones (Mc Cabe et al., 1988 ;
Fromm et al., 1990 ; Gordon-kamm et al., 1990 ; Christou et al., 1991 ; Bower et Brich.,
1992 ; Vasil et al., 1992 ; Li et al., 1993). Une proportion relativement faible de cellules
bombardées (10-3 2 10-2) intégre et exprime de fagon stable le géne étranger (Tomes et al.,
1990; Franche, 1991). La biolistique est une méthode de transgenese fiable qui a permis un
élargissement considérable du spectre des especes végétales accessibles 2 la transformation.

Une autre technique de transformation est 1'électroporation. C'est une technique largement
employée pour la transformation des monocotylédones qui présentent un intérét agronomique et
économique trés important. Cette méthode est aussi utilisée pour des espéces de dicotylédones
comme Solanum melongena (Komari et al., 1989) et Vitis vinifera (Baribault et al., 1990) qui
sont récalcitrantes a Agrobacterium tumefaciens. L'électroporation est une méthode qui permet
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I'étude de la régulation des génes chez les plantes (Davey et al., 1989 ; Goupil et al., 1992).
Grice a cette technique un certain nombre de plantes durablement transformées a pu &tre obtenu
(Rhode et al., 1988 ; Schimamoto et al., 1989 ; Potrykus et al., 1990). L'électroporation est
une technique simple, reproductible et qui peut donner des fréquences de transformation
élevées; sa bonne application est dépendante de la capacité a la régénération de plantes fertiles
(Potrykus, 1990). Cependant plusieurs variables affectent ce transfert direct de geénes tels que la
durée et le nombre de chocs électriques, l'intensité du champ électrique, les conditions ioniques,
la température, les concentrations de ' ADN, la taille et le nombre de protoplastes et 1a présence
ou l'absence d'ADN entraineur. La forme de la décharge électrique est également importante.
En effet, selon 1'électroporateur utilisé, I'impulsion électrique peut &tre soit carrée, soit a
décroissance exponentielle. Dans l'onde carrée, le voltage s'accroit brusquement de zéro a
'amplitude fixée ; il y est maintenu pendant un temps déterminé, puis redescend a zéro. Avec la
décroissance exponentielle, la différence de potentiel appliquée aux bornes de la chambre de
I'électroporateur est élevée a une valeur initiale Vo, puis décroit de mani¢re exponentielle. La
durée de l'impulsion exponentielle est représentée par le temps nécessaire pour que le voltage
atteigne 37% de sa valeur initiale. La constante de temps correspond & T = RC (T = constante de
temps en secondes ; R = résistance entre les électrodes de la chambre d'électroporateur en Ohms
; C = capacité en Farads).

L'intensité du champ électrique est obtenue par 1'équation suivante : E = V/d (E =

intensité du champ €lectrique en volts ; V = différence de potentiel en volts ; d = distance entre
les électrodes en cm) ; dans la plupart des expériences d'électroporation, ot la distance entre les
€lectrodes est fixée pendant I'impulsion €lectrique, 1'intensité du champ électrique suit la
diminution du voltage du condensateur : Et = E e¥T ( Et = intensité du champ électrique au
temps t (V/cm) ; Eo = intensité initiale (en V/cm) ; t = temps (en secondes) ; T = constante de
temps (en secondes). La résistance R de I'échantillon est inversement proportionnelle a la force
ionique du tampon d'électroporation.
Eo et T sont les deux paramétres électriques les plus importants. L'intensité du champ peut e
ajustée en faisant varier la différence de potentiel ou la distance entre les €lectrodes. La constante
de temps T peut €tre modifiée en changeant la puissance du condensateur ou en changeant la
résistance de I'échantillon qui est dépendante de la force ionique du milieu.

L'électroporation est une technique qui a été développée dans les années 80 et qui
exploite les propriétés physiques des membranes cellulaires. En effet I'action d'un champ
€lectrique sur les protoplastes crée une différence de potentiel transmembranaire qui provoque
une désorganisation de la membrane qui devient dés lors perméable & diverses molécules
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exogenes. Ce phénomene d'électroperméation peut €tre réversé. L'amplitude du potentiel ‘
transmembranaire (V) est proportionnelle au champ électrique (E) et au rayon (r) du protoplaste,
selon I'équation V= 1,5. E.r.cos ¢ (Zimmermann, 1982). L'angle @ correspond a 'angle formé
entre les sites membranaires sur la surface des protoplastes avec les lignes du champ (E) (Fig
2).

La séparation de charge a travers le plasmalemme entraine I'apparition d'une force
électrostatique conduisant & une compression de la membrane et a l1a formation de pores. Si les
cellules sont d'abord en contact étroit, I'impulsion électrique entraine la fusion des protoplastes
(Templan et Jones, 1985).

La formation des pores n'a lieu que lorsque le voltage (V) appliqué a la membrane
devient superieur 2 la valeur du potentiel transmembranaire (Vc¢) toujours présente. Le champ
électrique (E) s'ajoute au potentiel membranaire (V¢) (une différence de potentiel d'environ -100
mYV existe au niveau du plasmalemme). Quand le champ électrique est important (V>V¢) un
grand nombre de pores se forment d'abord a I'équateur des protoplastes, a I'opposé de 1'anode.
Lorsque le champ électrique appliqué traverse toute la cellule, les pores se forment sur les deux
faces (coté anode et cathode) du protoplaste.

L'électroporation a ét€ utilisée avec succes pour introduire des geénes étrangers chez le riz
(Toriyama et al., 1988 ; Zhang et al., 1988 ; Shimamoto et al., 1989 ; Battraw et Hall, 1992), le
soja (Dhir et al., 1991) et le citrus (Hidaka et Omura, 1993).

'Un grand nombre de parametres électriques et biologiques est mis en jeu dont seule la maitrise
" conditionne le succeés du transfert direct de genes. Bénéficiant d'un électroporateur 2
décroissance exponentielle au laboratoire, nous avons naturellement choisi 1'utilisation de
1'électroporation pour la transformation des protoplastes de la chicorée.

2. Transfert indirect de 1'ADN

2-1 Transformation par voie virale

Un vecteur naturel utilisé pour le transfert des geénes étrangers dans les plantes est le
systeéme viral. Le virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) et les virus gémeaux ont été

particuli¢rement utilisés. Les virus 8 ARN sont également utilisés pour le transfert des geénes. Le
taux de transformation obtenu par les systemes viraux est de 1 2 50%. Cependant ces systémes
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sont généralement trés spécifiques de 1'hdte et la mise au point de tels vecteurs nécessite des
travaux beaucoup plus importants qu'un autre systéme de transformation. De plus les systemes
viraux présentent trois inconvénients qui limitent leur utilisation. Premiérement, tous les virus
ne sont pas transmissibles par les graines et le caractére introduit doit etre ajouté par réinfection
a chaque génération (Grimsley et al., 1987). Deuxiemement, les virus ne peuvent pas transférer
de grands fragments d'ADN étranger et finalement, les virus pourront, par d'éventuels
réarrangements, devenir dangereux pour la plante et 'environnement.

2-2 Transformation par voie bactérienne

Jusqu'a présent, Agrobacterium tumefaciens est le systeme naturel qui présente la
meilleure efficacité de transformation génétique des plantes supérieures sans remaniement
important du génome de la plante. Agrobacterium rhizogenes produit généralement des plantes
transgéniques avec un systéme racinaire abondant et trés ramifi€ (Jouanin et al., 1987). Ces
plantes, phénotypiquement modifi€es, sont peu exploitables agronomiquement.

2-3 La galle du collet

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie du sol Gram négative de la famille des
Rhizobiaceae. Elle infecte une grande gamme de gymnospermes et d'angiospermes
dicotylédones et récemment il a €té démontré qu'elle peut également infecter quelques
monocotylédones.

Le processus d'infection nécessite une blessure de la plante et 1'attachement polaire de la
bactérie a la membrane des cellules végétales. Il en résulte, aprés une séquence d'événements
complexes, des tumeurs : la galle du collet. Dés qu'il y a induction de la tumeur, la bactérie
n'est plus nécessaire 4 la croissance tumorale. Les tumeurs se distinguent des cals non
transformés par deux caractéristiques : |
1- dans des conditions aseptiques, les tumeurs sont capables de se développer, sur un milieu
minéral synthétique sans aucune addition d'’hormones, alors que les cals nécessitent trés
souvent I'addition d'hormones pour leur croissance in vitro.

2- les tumeurs produisent des composés azotés particuliers, dérivés des acides aminés: les
opines. Ce sont des composés organiques spécifiques aux souches bactériennes. Elles ne sont
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pas métabolisées par la cellule végétale, mais constituent une source d'azote et de carbone pour
les bactéries (Guyon et al., 1980 ; Hille et al., 1984 ; Hooykaas et Schilperoort, 1984 ; Petit et
- Tempé, 1985). Les fonctions cataboliques des opines sont portées par le plasmide Ti, mais ne
sont pas intégrées dans le génome végétal : ces genes sont en effet situ€s dans la partie non
transférée du plasmide.

La tumeur provient d'une intégration stable d'un élément génétique du plasmide Ti
présent dans Agrobacterium. Aprés une infection, la bactérie est capable de transférer un
fragment d'ADN : ' ADN-T, porté par le plasmide Ti, dans le génome de la plante. Les génes
insérés dans 1' ADN-T sont cotransférés et intégrés dans le génome de la plante.

2-4 Structure et fonction du plasmide Ti

Les plasmides Ti sont classés d'apres les opines qu'ils déterminent. Les types les mieux
étudiés sont les plasmides a nopaline et & octopine. L'organisation fonctionnelle de ces deux
types de plasmides a été comparée (Figure 3). I1 y a quatre régions d'homologie au niveau de la
séquence de 'ADN. Deux régions conservées (A et D) contiennent des génes essentiels pour
I'oncogénicité. La région A fait partie de 'ADN-T ; la région D appelée région vir, est exprimée
dans la bactérie et dirige l'interaction bactérie-plante ainsi que le transfert de ' ADN-T. La région
B contient l'origine de réplication du plasmide Ti et la région C détermine des fonctions de
transfert conjugatif.

Dans le cas du plasmide de la souche C58 a octopine, deux segments contigus sont
présents dans les lignées transformées. le "TL" (ADN-T gauche) de 14 kb est toujours présent
et contient la région commune avec ' ADN-T a nopaline (la région d'homologie A). Le segment
TR (ADN-T droit) de 7kb n'est pas toujours présent et contient des génes qui codent pour la
biosynthese de plusieurs opines.

2-5 Fonctions des génes de I'ADN-T

L'ADN-T contient essentiellement deux groupes de genes (Figure 4 ) :
- les génes responsables de la croissance des tumeurs
- les génes codant pour la synthése des opines.
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Figure 4 : Organisation fonctionnelle de 'ADN-T 2 nopaline (au dessus) et & octopine (en
dessous) des plasmides Ti. Les fleches indiquent les différents génes et le sens de transcription
dans les cellule végétales. La nomenclature suit les désignations d'origine par rapport 2 la taille
de transcription (Willmitzer et al., 1982 et 1983 ; Velten et al., 1983). Nos : synth¢se de
nopaline ; acs : synthése d'agrocinopine ; ocs : synthese d'octopine ; Roi : inhibition de racines
(aussi nommé tmr "tumor morphology roots” (Garfinkel et al., 1981) ; Shi : "Shoot inhibition”
(aussi nommé #ms " tumor morphology shoots" (Garfinkel et al., 1981) ; Les régions en lignes
hachurées sont des régions d'homologie entre les deux types d ADN-T.
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L'action conjuguée de trois génes (iaaM , iaaH et ipt) détermine le caractére tumoral et la
morphologie de la tumeur. Les génes (iaaM et iaaH) codent pour la tryptophane-mono-
oxygénase et l'indolacétamide-hydrolase qui sont impliquées dans la synthése d'auxines. Le
geéne (ipt) code pour l'isopentényl-transférase qui intervient dans la biosynthése des
cytokinines.

L'effet simultané des génes iaaM , iaaH et ipt provoque la biosynthése d’hormones dans la
cellule végétale, ce qui entraine une prolifération continuelle non régulée des tissus végétaux.
Ces geénes ont donc regu le nom d'oncogenes.

/ En plus des geénes de synthe¢se d'auxine et de cytokinine, I'ADN-T contient d'autres
génes ne produisant de phénotype particulier. En effet, le g&ne 6b est capable, i lui seul,
d'induire des tumeurs chez un nombre limité d'espéces comme le Nicotiana glauca et le
Kalanchoe tubiflora (Hooykaas et al., 1988). Quand il est combiné aux autres oncogenes, il
module 1a tumorisation (Leemans et al., 1982 ; Spanier et al., 1989 ; Tinland et al., 1989).

Le géne 5 module l'activité des facteurs de croissance. En effet, il est impliqué dans la synthese
d'un analogue d'auxine : 1'acide indole lactique. Dans les plantes déréglées par les transgénes
impliqués dans la syntheése d'auxine, I'TAL protége ces plantes en question contre 1'effet toxique
de l'auxine en se liant compétitivement a aux récepteurs d'auxine (Schell et al., 1993). Le
promoteur du geéne 5 est activé en présence de taux élevés d'auxine et il est négativement régulé
par un antagoniste d'auxine.

Les geénes a, b, c, d, e dans ' ADN-T 2 nopaline, le géne 7 dans le TL et les genes 3' et
4' dans le TR 2 octopine ainsi que le géne 6a ont un role mineur dans la formation de la tumeur.

En ce qui concerne les génes de synthése d'opines, il y a les génes de la nopaline
synthase(nos) et le géne de l'agrocinopine synthase (acs) dans le plasmide a nopaline. De méme
on a pu localiser le géne codant pour l'octopine synthase (ocs) sur le segment TL de 'ADN-T &
octopine, alors que le segment TR code pour différentes enzymes impliquées dans la synthése
des opines : les transcrits 1' et 2' sont nécessaires a la production de mannopine et le transcrit 0'
est responsable de la conversion de la mannopine en agropine.

10
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2-6 Systéeme analogue : Agrobacterium rhizogenes

L'inoculation par Agrobacterium rhizogenes induit des phénotypes tumoraux différents.
Il provoque une prolifération de racines due aux genes de I'ADN-T du plasmide Ri ("root
induicing"). Seules certaines souches transferent les génes de biosynthése d'auxine (White, et
Nester, 1980). Le transfert de ces seuls génes entraine une faible formation de racines. Les
principaux génes impliqués dans la formation des racines sont les quatre génes rol (rolA, rolB,
rolC et rol D). Les génes rol sensibilisent les cellules a 1'auxine endogeéne et c'est probablement
ce mécanisme qui provoque la formation de racines (Winans et al., 1992). Les génes rolA, rolB
et rolC utilisés seuls ou combinés modifient 1a croissance des plantes transgéniques. En effet, le
gene rolA provoque un phénotype gaufré des feuilles (Schmulling et al., 1988). Le géne rolB
code pour une B-glucosidase (Estruch et al., 1991b) libérant I'AIA de sa forme conjuguée.
L'augmentation de l'activité auxinique induit une modification morphologique des plantes lors
de la floraison et une augmentation des nombres de racines sur les tiges (Nilsson et al., 1993).
Le gene rolB est capable 2 lui seul d'induire des racines chez Kalanchoe diagremontiana. Quand
il est muté, il provoque une avirulence d'Agrobacterium rhizogenes chez cette plante (Spena et
al., 1987). De méme, le géne rolC code pour une B-glucosidase (Estruch et al., 1991a) qui
permet de liberer les cytokinines actives a partir de leur forme glucosidiques conjuguées. Le
gene rolC augmente la capacité de croissance des racines transformées, réduit la dominance
apicale, la production des graines et altére la morphologie des feuilles (Schmulling ez al., 1988).
Malgré que la souche A4 d'Agrobacterium rhizogenes posséde un géne homologue (fzs) au
geéne ipt il n'est pas transféré dans les cellules (Regier et al., 1989). Ainsi aucune souche
d'Agrobacterium rhizogenes ne transfére le géne ipt.
En plus des oncogénes, I'ADN-T d'Agrobacterium rhizogenes contient aussi des génes pour la
biosynthése des opines.

Bien qu'Agrobacterium rhizogenes et Agrobacterium tumefaciens aient des
caractéristiques spécifiques, ils présentent certains points communs. En effet, ils induisent une
prolifération des cellules et une synthése d'opines apres insertion de 1'ADN-T dans les cellules.
De plus, la région de virulence du plasmide Ri etant homologue a celle du plasmide Ti. Ainsi le
mécanisme de transfert de ' ADN-T chez ces agrobactéries est identique.

11
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2-7 Mécanisme moléculaire du transfert de I'ADN-T

Le mécanisme de transfert de ' ADN-T inclut au moins deux étapes. Premiérement,
l'interaction de la bactérie avec les cellules de la plante qui initie une série d'événements activant
des genes spécifiques dans la bactérie (Matthyse, 1984) et qui permettent le transfert de ' ADN-
T dans les cellules de la plante. Deuxiémement la recombinaison de ' ADN-T avec le génome
végétal qui se termine par une intégration stable.

Le processus de transfert nécessite la présence de deux régions différentes du plasmide
Ti : les frontieres de 'ADN-T et les génes de virulence ou génes vir. Les séquences flanquant
I'ADN-T sont constituées par 25 paires de bases directement répétées (Zambryski, 1988). Ces
25 pb sont trés homologues entre les différents types de plasmides. Elles dirigent le transfert de
I'ADN-T. En effet ce transfert est polaire. Le bord droit "BD" est nécessaire et suffisant pour le
transfert et l'intégration de ' ADN-T dans le génome végétal ; le bord gauche "BG" a un effet
moindre dans le transfert.

Les genes de virulence sont au nombre de 8 opérons :vir A, B, C, D, E, F, G et H.
(Garfinkel et Nester, 1980 ; Ooms et al., 1980 ; Stachel et Nester, 1986 ; Kanemoto et al.,
1989). Les protéines codées par ces génes vir ont trois fonctions. Elles reconnaissent un hdte
approprié€ et disponible, elles catalysent le processus de transfert de I'ADN-T, en générant un
ADN-T intermédiaire qui est transféré et elles assurent le transport de 'ADN-T intermédiaire a
travers I'enveloppe bactérienne jusqu'a arriver dans le noyau de la cellule végétale.

Les génes de virulence sont induits par une série de composés phénoliques produits par
les cellules végétales (Stachel et al., 1985 ; Stachel et Nester, 1986), par un milieu de croissance
acide (Stachel et al., 1986) et certains monosaccharides (Cangelosi et al., 1990 ; Shimoda et
al., 1990). Dans ces conditions, le plasmide Ti produit un ADN-T simple brin qui est un
intermédiaire dans le processus de transfert (Bilang et al., 1992 ; Jasper et al., 1994).

Les génes vir A et vir G sont des geénes de régulation et leur expression est nécessaire a
l'induction des génes vir (Stachel et Zambryski, 1986 ; Rogowsky et al., 1987 ; Winans et al.,
1988). En plus des composés phénoliques qui induisent les génes de virulence, des
monosaccharides comme le glucose et le galactose activent également ces geénes. Ces
monosaccharides se lient a la protéine chv E qui rend plus sensible la protéine Vir A aux
inducteurs phénoliques. (Shimoda et al., 1990). Ainsi, la protéine Vir A qui est une kinase

12
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transmembranaire, s'autophosphoryle et phosphoryle Vir G (Huang et al., 1990 ; Jin et al.,
1990a ; Jin et al., 1990b ; Morel et al., 1990). Vir G se lie ensuite spécifiquement a des
séquences de régulation impliquées dans l'activation des genes de virulence. Le geéne vir G est
induit en plus par trois classes de stimuli : composés phénoliques produits par les plantes
blessées, manque de phosphate dans le milieu et présence d'un milieu acide (Stachel et
Zambryski, 1986 ; Veluthambi et al., 1987 ; Winans et al., 1988). La transcription du vir G est
initiée au niveau de deux promoteurs P1 et P2. Le promoteur P1 est induit par les composés
phénoliques et par un manque de phosphate dans le milieu (Stachel et Zambryski, 1986 ;
Winans, 1990 ; Aoyama et al., 1991), alors que le promoteur P2 semble étre stimulé par un
milieu acide (Winans, 1990).

La premire réaction qui permet la synthése du simple brin d'ADN est catalysée par les
enzymes codées par le locus vir D qui code potentiellement pour cinq polypeptides. Vir D1 & Vir
D5. La protéine Vir D5 n'est pas nécessaire a la virulence. En présence de la protéine Vir D1, la
protéine Vir D2 coupe, au niveau des frontiéres un site spécifique pour former le simple brin de
I'ADN-T (Yanofsky et al., 1986 ; Jayaswal et al., 1987) et reste attachée d'une fagon covalente
a I'extrémité 5' de ' ADN coupé (Herrera-Estrella ez al., 1988 ; Ward et Barnes, 1988 ; Young
et Nester, 1988 ; Howard et al., 1989 ; Vogel et Das, 1992 ; Jasper et al., 1994). Cette réaction
est la premiere étape dans la synthése du brin intermédiaire. La protéine Vir D4 est nécessaire a
la pathogénicité d'Agrobacterium (Stachel et Nester, 1986) alors que la protéine Vir D3 n'est
pas essentielle pour la tumorisation de plusieurs espéces de plantes (Vogel et Das, 1992).

Le gene vir C code pour deux protéines Vir C1 et Vir C2 qui jouent un role déterminant
dans l'orientation et dans l'efficacité du transfert de I'ADN-T (Toro et al., 1989 ; Mozo et
Hooykaas, 1992). 11 semble que les protéines Vir C dirigent la protéine Vir D2 dans le
processus de formation du fragment intermédiaire en commengant préférentiellement par la
séquence du bord droit du simple brin. Les protéines Vir C se lient ensuite au bord droit et
activent le transport de ' ADN-T.

Le gene vir E code pour deux protéines Vir E1 et Vir E2. II a ét€ montré que la protéine
Vir E2 se lie au simple brin de ' ADN-T (Gietl et al, 1987 ; Christie et al., 1988 ; Citovsky et
al., 1988 ; Das, 1989) et peut protéger ainsi le fragment intermédiaire contre les activités
endonucléasiques du cytoplasme bactérien ou végétal.

4
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Le locus vir B code pour 11 polypeptides allant de Vir B1 a Vir B11. Ces polypeptides
sont localisés au niveau de la membrane (Ward et al., 1988 ; Shirasu et al., 1990). IIs assurent
le transport de ' ADN-T 2 travers la membrane (Ward et al., 1991). Les génes vir B9, B10,
B11 sont essentiels pour la tumorisation (Ward et al., 1990). Le géne vir B10 produit une
protéine qui se trouve contre la membrane interne d'Agrobacterium tumefaciens (Ward et al.,
1990), ce qui suggere que c'est un élément essentiel dans le transport de 'ADN-T. Le vir B11
code pour une séquence d'acides aminés dont une partie est similaire 8 Com G1, protéine
impliquée dans la prise et dans le passage de 'ADN a travers la paroi des cellules compétentes
de Bacillus subtilis (Christie et al., 1989 ; Albano et al., 1989).

Les fonctions du vir B ne sont pas impliquées dans les réactions de coupure de ' ADN-
T. Ces geénes ont une réaction tardive dans le processus de transfert de 1'ADN-T
d'Agrobacterium aux plantes ; ils permettent de former des pores membranaires favorisant le
passage de ' ADN-T (Christie et al., 1988 ; Ward et al., 1988).

Le gene vir F code pour une protéine Vir F qui se trouve dans le cytoplasme bactérien et
qui assure le transfert de I'ADN-T a partir d'Agrobacterium jusqu'aux cellules de la plante
(Regensburg et Hooykaas, 1993).

Les opérons vir A, vir G, vir B et vir D sont donc absolument nécessaires pour le

processus du transfert de ' ADN-T. Les opérons vir C, vir E, vir F sont surtout nécessaires
pour certains hdtes d'Agrobacterium .
Par ailleurs, 3 génes chromosomiques bactériens sont impliqués dans le processus
d'attachement d'Agrobacterium aux cellules de la plante (Cangelosi et al., 1987 ; Matthysse,
1987 ; Thomashow et al., 1987). Les loci chv B et exo C sont impliqués dans la synthése d'un
polysaccharide cyclique le B8-1,2 glucane (Puvanesarajah et al. 1987 ; Cangelosi et al., 1987).
Le locus Chv A est nécessaire au transfert de ce polysaccharide du cytoplasme au périplasme et
au milieu externe (Das, 1988 ; Cangelosi ef al., 1989). Il n'est pas encore clair si le
polysaccharide synthétisé€ sert & 'attachement d'Agrobacterium 2 la cellulc.végétale ou s'il
affecte d'autres propriétés de la surface cellulaire permettant 'attachement.

L'enveloppe des bactéries 2 Gram™ pourrait également jouer un role dans le phénoméne
d'attachement. En effet, seules les structures bactériennes les plus externes sont susceptibles
d'intervenir dans l'adhésion. Il s'agit :

- des liposaccharides et des protéines de la membrane externe,
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- des polysaccharides capsulaires et extracellulaires,

- des structures fibrillaires émergeant du corps bactérien a savoir les microfibrilles de cellulose.
Ces différents composés pourraient participer a 1'adhésion grace a leur spécificité de structure.
IIs pourraient agir comme récepteurs ou molécules spécifiquement reconnues par un récepteur
porté par la surface d'un tissu végétal. En effet, chez Rhizobium leguminosarum, les
lipopolysaccharides sont des structures qui reconnaissent chez le tréfle une lectine, la trifoliine
A (Dazzo et Brill, 1979).

Les protéines de la membrane externe sont actuellement mal connues. La plupart de ces
protéines sont liées de fagon covalente a un peptidoglycane de la membrane externe. La
participation d'une protéine membranaire, la rhicadhésine, a I'adhésion des bactéries sur les
racines de pois a été démontrée (Smit et al., 1992). Cette protéine a été isolée chez
Agrobacterium tumefaciens. Swart et al. (1993) ont suggéré que cette molécule de 14 kD, la
rhicadhésine, serait aussi codée par le chromosome d'Agrobacterium et nécessite pour €tre
active, la synthese du B-1,2 glucane. Par ailleurs, Kang et Delmotte (1992) ont mis en évidence
la présence de lectines bactériennes chez Agrobacterium tumefaciens qui pourraient intervenir
dans l'attachement d'agrobactéries aux cellules de la plante. Des molécules végétales peuvent
également €tre impliquées dans 1'attachement des bactéries mais elles n'ont pas été, jusqu'a
présent, bien caractérisées. Récemment Wagner et Matthysse, (1992) ont montré qu'une
protéine pariétale de type vitronectine, jouerait un role dans l'attachement des cellules aux
substrats.

Deux autres génes chromosomiques d'Agrobacterium codent aussi pour des protéines
servant a 'attachement de la bactérie :
- le locus cel impliqué dans la synthese des fibrilles de cellulose (Matthysse, 1983). Celles-ci
agissent tardivement dans 1'accrochage de la bactérie a la plante ; elles interviendraient dans la
consolidation de la liaison bactérie-hote.
- le locus att codant pour une protéine de surface cellulaire (Matthysse, 1987).

2-8 Vecteur de transformation basé sur le plasmide Ti

Le plasmide d'Agrobacterium peut €tre utilis€é comme vecteur pour l'insertion de génes
étrangers dans le génome de la plante. Il suffit pour cela de remplacer les oncogenes par les
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genes qui codent pour les caractéres que 1'on désire intégrer. Ainsi 'Agrobacterium qui en
dérive conserve son aptitude a transférer les segments de 'ADN-T aux cellules de la plante.

Pour que I'ADN-T soit un vecteur utilisable, il faut que les conditions suivantes soient
remplies :

1- 'ADN-T doit €tre flanqué par les fronti¢res.

2- la souche bactérienne utilisée doit contenir les fonctions vir en trans ou en cis.

3- les cellules transformées doivent étre capables de régénérer des plantes normales et
fertiles ; c'est la raison pour laquelle les g¢nes oncogeénes ont €té éliminés car ils perturbent la
différenciation normale de la plante.

4- le vecteur doit contenir en plus du géne a introduire, un géne marqueur de sélection.

Deux méthodes ont été développées pour introduire des génes étrangers via les ADN-T
dans les plantes :
- systéme de cointégration
- systéme binaire

2-8-1 Systeme de cointégration

Dans ce syste¢me le plasmide Ti est utilisé, mais les oncogeénes sont remplacés par une
séquence de pBR322 de E. coli. (Zambrisky et al., 1988). Un exemple de systeme de
cointégration est le pGV3850. C'est le premier plasmide Ti non oncogene fabriqué. L'intérét
d'une telle construction est que tout fragment d'ADN cloné dans le pBR322 peut facilement étre
intégré dans le plasmide pGV3850 par recombinaison homologue. Le pBR322 n'est pas un
plasmide conjugatif mais il peut tre mobilisé€ en présence de certains plasmides transférables
(plasmides pRK "helper") qui fournissent des fonctions de transfert. Par recombinaison un
cointégrat est formé et les agrobactéries contenant ce cointégrat peuvent étre sélectionnées grace
a un marqueur de résistance a un antibiotique (Figure 5).

Le systeme de cointégration reconstitue un ADN-T fonctionnel avec les frontiéres droite

et gauche. Il offre 1'avantage d'un plasmide stable dans Agrobacterium et assure la
transformation.
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est capable de se répliquer de fagon autonome. Les fonctions vir sont fournies en trans par
le plasmide pGV2260.
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2-8-2 Systéeme binaire
Ce systeme consiste en deux éléments séparés :

1- un vecteur désarmé capable de se répliquer dans E. coli et Agrobacterium. 1l porte des
sites de clonage uniques, un geéne marqueur entre les bords de 'ADN-T, des marqueurs de
sélection d'origine bactérienne ou végétale et les fonctions nécessaires a la mobilisation de E
.coli vers Agrobacterium.

2- le plasmide Ti (exemple pGV2260) qui est délété pour la région T fournit en trans les
fonctions vir nécessaires au transfert de ' ADN-T (Figure 6).

Le systéme binaire a été utilisé avec succés chez plusieurs espeéces de plantes (De
Framond et al., 1983 ; Hoeckema et al., 1983 ; Simoens et al., 1986). L'avantage des vecteurs
binaires est qu'ils sont stabilisés avec une fréquence de 10-1 2 10-2, ce qui correspond 2 la
fréquence de conjugaison, alors que les vecteurs de cointégration sont stabilisés avec une
fréquence de 10-3 2 10°6. De plus, possédant l'indépendance d'un plasmide Ti spécifique, ils
peuvent étre introduits dans tout hdte d'Agrobacterium contenant le plasmide Ti ou le plasmide
Ri, pourvu que les fonctions vir soient présentes.

2-9 Intégration de I'ADN-T

Le mécanisme de recombinaison de ' ADN-T dans le génome de la plante implique
plusieurs fonctions: ouverture et configuration de la chromatine, arrivée du brin intermédiaire,
coupure au niveau des séquences cibles dans I'ADN de la plante et extension de la coupure avec
une activité exonucléasique 5'-3, insertion de ' ADN-T, synthese du brin complémentaire de I'
ADN-T par les enzymes cellulaires et finalement le processus de réparation qui se met en place.
Apres la recombinaison, des phénomenes de réarrangement peuvent exister. Ainsi, I'insertion
de nouvelles séquences de longueur variable, de délétions affectant aussi bien 'ADN-T que les
séquences de ' ADN de plante aux jonctions avec 'ADN bactérien ont ét€ mises en évidence.

Plusieurs études ont ét€ entreprises pour déterminer le nombre et la localisation des

inserts de I' ADN-T. Une ou plusieurs molécules peuvent €tre transférées et intégrées dans le
génome végétal (Thomashow et al., 1980 ; Ursic et al., 1983 ; Chyi et al., 1986 ; Spielman et
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Simpson, 1986 ; Jorgensen et al., 1987). Ces copies sont parfois li€es entre elles et parfois
dispersées dans le génome de la plante. Les copies liées peuvent étre en tandem ou orientées
inversement (Chyi et al., 1986 ; Jorgensen et al., 1987).

Les séquences d'ADN de plusieurs jonctions ADN-T/ADN de plante ont ét€ analysées
(Simpson et al., 1982 ; Yadav et al., 1982 ; Zambryski et al., 1989) et ont montré qu'en
général, la jonction du c6té du bord droit est plus précise que celle du bord gauche. L'extrémité
droite du fragment intermédiaire obtenu dans Agrobacterium contient 3 bases du bord droit
auxquelles la protéine Vir D2 se lie d'une fagon covalente. L'extrémité gauche contient 22 bases
du bord gauche et il n'y a pas de liaison protéique. Apres insertion de ' ADN-T, I'analyse de la
frontiére droite a la jonction montre que le bord droit inclut toutes ou presque toutes les bases du
fragment intermédiaire (Zambryski, 1989), alors que la fronti¢re gauche de I'ADN-T apres
transfert perd assez souvent des s€quences de l'extrémité gauche du fragment intermédiaire. Le
nombre de bases perdues peut aller jusqu'a 100. Le site d'insertion avant et apres 1'intégration
de 'ADN-T a été séquencé dans plusieurs especes. Chez le tabac, l'insertion provoque la
duplication de 158 pb de part et d'autre de I'ADN de la plante ainsi qu'une délétion, une
translocation de plusieurs paires de bases (Gheysen et al., 1987). Chez Arabidopsis, plusieurs
événements d'intégration dans le génome ont ét€ examinés (Matsumoto et al., 1990). Les
jonctions gauches entre I' ADN-T/ADN de plante montrent plus d'altérations que les jonctions
droites. De mé€me des délétions de plusieurs paires de bases (7 & 100 pb) sont mis en évidence a
I'extrémité gauche de I'ADN-T. Parfois de nouvelles séquences s'insérent entre ' ADN-T et
I'ADN de plante. Ces séquences sont assez souvent présentes (40% chez Arabidopsis thaliana)
et elles varient de 3 2 44 nucléotides.

L'analyse des séquences nucléotidiques de ' ADN des plantes au niveau de la jonction,
avant et aprés l'insertion de ' ADN-T, montre une faible similitude de séquence avec ' ADN-T.
De méme, chez le tabac, 1'analyse des séquences cibles montre peu de similitudes avec les
jonctions aux bordures des séquences de ' ADN-T (Matsumoto et al., 1990) ce qui suggére que
I'intégration implique un processus de recombinaison illégitime (Low, 1988).

Des indications montrent que I'ADN-T s'integre préférentiellement dans des régions
transcriptionellement actives (Koncz et al., 1989 ; Herman et al., 1990). Ainsi les blessures des
fragments de plante stimulent la prolifération des cellules, la synthése de I'ADN et activent le
systéme de réparation utile pour la recombinaison de 'ADN-T.
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Un modele d'intégration de ' ADN-T, plus au moins général, a ét€ proposé (Figure 7).
Les différentes étapes de ce modele ne sont pas exécutées strictement dans 1'ordre indiqué. Il
n'est pas a exclure que le bord gauche puisse d'abord s'intégrer avant que le bord droit ne soit
li€ a la séquence de 'ADN de plante. L'ADN-T tronqué résulte de I'homologie des parties
internes (au lieu de celle des bords) (Figure 7 ; Etape 3a, 3b) aux séquences de 'ADN de
plante. Cependant les délétions ne touchent pas uniquement les bords de ' ADN-T (Gheysen et
al., 1991).

Des variations de ce modele ont été proposées. Elles concernent la présence des deux
bords entiérs ou bien 1'un des bords est conservé, 1'autre perdu (Deroles et al., 1988), ou enfin
les séquences ADN-T sont directement ou indirectement répétées (Jorgensen et al., 1987).

3. Contréle de l'expression d'un géne

Certaines constructions chimériques fonctionnelles utilisent des promoteurs qui
proviennent des génes de ' ADN-T (promoteur de la nopaline synthase "nos" ou de l'octopine
synthase "ocs"). Le promoteur double TR 1'-2' de 1a mannopine synthase est largement utilisé.
En effet, il peut contréler en méme temps deux séquences codantes disposées inversement ; en
plus il est induit par des blessures et par des régulateurs de croissance (Langridge et al., 1989).
Parmi les promoteurs d'origine virale utilisés on peut citer le promoteur 35S du virus de la
mosaique du chou fleur, qui est constitutif (Odell et al., 1985). 11 a été utilisé dans
d'innombrables constructions chimériques pour augmenter l'efficacité d'expression des genes
marqueurs et des geénes de sélection (Paszkowski et al., 1984 ; Lloyd et al., 1986 ; Ow et al.,
1986 ; Pietrzak et al., 1986 ; Assad-Garcia et al., 1992). Ce promoteur permet 1'expression des
geénes introduits dans différents organes de plantes transgéniques. Cependant, le caracteére
constitutif du 35S est discuté. En effet, le promoteur 35S contient deux domaines (A et B). Le
domaine A contient le motif as-1, qui lorsqu'il est en interaction avec le facteur nucléaire ASF-1
(Lam et al., 1989 ; Katagiri et al., 1989), entraine une expression prédominante dans 1'apex
racinaire alors que dans les autres cellules 1'expression est faible (Benfey et al., 1989). Le
domaine B qui a été divisé en cinq sous-domaines (B1, B2, B3, B4, et B5), contient des
séquences de régulation en cis qui déterminent chacune, une expression spécifique et différente
en fonction du stade de développement chez le tabac (Benfey, 1989 ; Benfey et Chua, 1989).
L'effet de ces séquences de régulation est additive et synergique (Benfey et al., 1990).
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Gene Source Hote transgénique  Inducteur Référence
rbcS Pois Tabac lumiere Nagy et al., 1985
Fluhr et al., 1986
rbcS Pois Pétunia lumiere Fluhr et al., 1986
rbcS N. plum., N. plum. lumiére Poulsen et al., 1986
Pétunia
Tabac
rbcS Soja Pétunia lumiére Shirley et al., 1987
cab Pois Tabac lumiere Simpson et al., 1986
cab Bl¢ Tabac lumiére Nagy et al., 1986
Nagy et al., 1987
cab N. plum. Tabac lumiére Castresana et al.,
1988
Hse Mais Pétunia chaleur Rochester et al.,
1986
Hse Soja Tabac chaleur Baumann et al.,
1987
Strittmatter et Chua,
1987
ADH Mais Tabac anaérobiose Ellis et al., 1987
Prot. P.deterre  Tabac blessure Sanchez-Serano
inhibiteur et al., 1987
GBSS P.deterre  P.de terre sucre van der Steege et al.,
Tabac 1992
A. thal.
DC8 Carotte Carotte ABA Goupil et al., 1992
RCHI0 Riz Tabac éliciteur Zhu et al., 1993

fongique + blessure

Tableau 1: Effet de certains stimuli environnementaux sur 1'expression des génes
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D'autres études montrent une régulation du 35S. En effet, chez le melon, 'analyse de
l'expression du geéne uidA placé derriere le 35S montre une expression préférentielle dans les
tissus vasculaires et dans les jeunes tissus. L'expression change en fonction du stade de
développement de la plante (Dong et al., 1991). Dans le fruit de Physalis ixocarpa,
l'expression du 35S-uidA montre une régulation qui dépend surtout de 1'dge physiologique du
fruit puisque 1'expression est trés importante dans les fruits jeunes alors qu'elle est inexistante
dans le fruit mature (Assad-Garcia et al., 1992).

A cdté de ces promoteurs d'origine bactérienne ou virale, d'autres constructions
chimériques sont placées derri¢re des promoteurs de plantes (promoteur de la petite sous-unité
de la Ribulose-1,5 biphosphate carboxylase oxygenase ou du promoteur de la protéine antenne
liants les chlorophylles a/b) dans le but d'étudier les séquences de régulation des génes de
plantes.

3-1 Régulation des génes

Les plantes transgéniques constituent un outil intéressant pour étudier I'expression des
génes introduits. L'expression est étudiée en fonction des stimuli d'environnement, de la
spécificité des tissus et des différents stades de développement de la plante. Ces parameétres ont
permis d'identifier des séquences de régulation en cis & l'extrémité 5' ou 3' du promoteur, et
des facteurs nucléaires qui sont codés par une autre région du génome. Ces facteurs protéiques
agissent en trans ('Trans-acting factors"). Lorsqu'ils viennent se fixer sur les séquences
régulatrices, ils modifient l'expression du geéne dans le sens d'une augmentation ou d'une
diminution de l'activité.

3-1-1 Geénes inductibles

Plusieurs stimuli environnementaux peuvent influencer l'expression des génes. Ainsi,
e tableau 1 montre que la lumiére, dés régulateurs de croissance, les blessures, des chocs
thermiques, 1'anaérobiose, les sucres et les €liciteurs fongiques combinés a des blessures
peuvent €tre des facteurs modifiant 'expression. L'étude de ces facteurs a permis de mettre en
évidence des séquences de régulation de certains génes.
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Gene Plante Hote transgénique  Organe/tissu Référence
rbcS Pois Tabac Feuille Nagy et al., 1985
Fluhr et al., 1986
rbcS Pois Pétunia Feuille Fluhr et al., 1986
rbcS N. plumb. N. plumb. Feuille Poulsen et al.,1986
Pétunia
Tabac
cab Pois Tabac Feuille Simpson et al., 1986
cab Bié Tabac Feuille Lampa et al., 1985
Patatine P.deterre  P. de terre Tubercule Twels et Ooms, 1987
leghem Soja Lotus Nodule Jensen et al., 1986
glutenine  Blé Tabac Graine Colot et al., 1987
legumine Pois Tabac Graine Ellis et al., 1987
ESPS Pétunia Pétunia Fleur Benfey et Chua, 1989
tual Arabidopsis  Arabidopsis Pollen Carpenter et al., 1992
Zml3 Mais Mais Pollen Hamilton et al., 1992
Tradescantia
IATS2 Tomate Tabac Pollen Twel, 1992
prolamin Riz Tabac Albumen Zhou et Fan, 1993

Tableau 2: Expression de génes dans des tissus spécifiques.
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Les genes (cab) de la protéine antenne liants les chlorophylles a/b constituent un des
modeles utilisés dans 1'étude de I'expression des génes dans les plantes. Leur expression est
régulée par la lumiere et par la nature des tissus (Berry-Lowe et al., 1982 ; Cashmore, 1983).
"La dissection” du géne cab AB80 du pois montre qu'un fragment de 247 pb de -347 a -100 est
capable de conférer une réponse 2 la lumiére. L'activit€ de la transcription est indépendante de
l'orientation de la séquence, qu'elle soit combinée dans son orientation d'origine ou inversée
(Simpson et al., 1986). De méme, le géne cab-1 du blé a une séquence de 268 pb de -347 4 -89
activatrice de l'expression (Nagy et al., 1987). L'analyse du geéne cab-E de Nicotiana
plumbaginifolia indique la présence de deux séquences activatrices et d'une séquence inhibitrice
de l'expression et d'un facteur nucléaire agissant en interaction avec le promoteur (Castresana et
al., 1988).

L'extrémité 3' du géne peut également étre importante pour l'induction de 1'expression
des geénes ; un exemple a été rapporté montrant que la région terminale du géne d'un inhibiteur
de la protéase de type Il est responsable de l'expression du géne aprés une blessure (Stanchez-
Serrano et al., 1987 ; Thornburg et al., 1987).

Il est clair que la qualité de la transcription est régulée par des séquences activatrices se
trouvant soit & l'extrémité 5' soit aux deux extrémités, comme c'est le cas du geéne d'un
inhibiteur de la protéase de type II. Cependant, les facteurs impliqués dans le contrdle
quantitatif du taux de transcription sont encore mal connus. De plus, comme le montre le
tableau 1, d'autres facteurs modifiant I'expression des geénes ont €té mis en évidence.

3-1-2 Expression des geénes spécifiques des tissus

Une reproduction fidele de 'expression endogeéne des génes a été trouvée chez les
plantes transgéniques (Tableau 2). Chez le tabac transgénique, le gene rbcS-3A du pois (Fluhr
etal., 1986b), le gene rbcS ss3.6 et le gene cab AB80 du pois (Simpson et al., 1986) ainsi le
géne cab-1 du blé (Lampa et al., 1985) montrent une expression forte dans les feuilles, faible
dans les tiges et non décelable dans les racines. Les génes induits par la lumiere s'expriment
dans les tissus chlorophylliens. Chez les génes qui codent pour les protéines impliquées dans la
photosynthése, les séquences induites par la lumiére sont identiques a celles qui conférent une
expression spécifique dans les tissus.
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Les genes codant pour les protéines de réserve du grain de blé s'expriment
spécifiquement dans le grain (Colot et al., 1987). Cette régulation est indépendante de
I'anatomie et du stade de développement de la graine par rapport a la plante mére (Sengupta et
al., 1985). L'expression peut étre spécifique du type cellulaire. Ainsi chez le blé 1'expression
est détectée dans les cellules de 1'albumen (Colot et al., 1987).

L'expression peut étre spécifique des feuilles, des tubercules, des nodules, des grains de
pollen, des fleurs, des graines et des fruits (tableau 2).

4. Facteurs influencant l'expression des génes

La transformation génétique des plantes peut conduire & I'insertion d'une ou plusieurs
copies de ' ADN-T. Ces copies peuvent étre entieres, délétées, réarrangées ou inversement
répétées, et l'insertion peut se faire en un ou plusieurs sites d'insertion dans le génome de la
plante. Ces parametres génétiques peuvent entrainer une forte variabilité de l'expression des
geénes entre les différents transformants (Jones et al., 1985 ; Eckes et al. 1986 ; Dean et al.,
1988 ; Last et Gray, 1990). En plus, l'activité des génes de 'ADN-T peut étre affectée par des
séquences adjacentes de I'ADN de plante (effet de position), par méthylation des geénes de
I'ADN-T ou par la structure de la chromatine. Cependant aucun de ces facteurs génétiques ne
peut Etre la seule explication de cette variabilité de 1'expression. Par ailleurs, il a été assez
souvent noté qu'il n 'y a pas de corrélation positive entre le taux d'expression et le nombre de
copies de I'ADN-T insérées (Jones et al., 1985 ; Jones et al., 1987 Dean et al., 1988 ; Weissing
et al., 1988 ; Last et Gray, 1990). Les plantes ayant un nombre élevé de copies montrent un
taux d'expression faible du géne introduit di généralement a la méthylation (Hobbs et al., 1990;
Meyer et al., 1992). Les régions activement transcrites sont hypométhylées (Antequera et Bird,
1988) alors que ' ADN méthylé est faiblement transcrit (Linn et al., 1990). La présence de
plusieurs copies pourrait entrainer une perte de l'activité transcriptionnelle suivie d'une
méthylation du promoteur. La méthylation touche les sites CpG et CpNpG en particulier dans le
promoteur (Gruenbaum et al., 1981).

D'autres facteurs peuvent €tre une source de méthylation. Un stress dii au milieu de
culture peut provoquer une variation génétique et une induction de la méthylation de ' ADN
(Brown, 1989 ; Miiller et al., 1990). De méme les conditions de culture peuvent favoriser la
méthylation des geénes introduits. LoSchiavo et al., (1989) ont montré que I'auxine a un effet
important sur le taux de méthylation de la m3C des cellules embryonnaires de la carotte. La
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méthylation de I'ensemble des cytosines peut atteindre 15 4 70 %. De méme chez le pétunia,
Renckens et al. (1992) ont montré qu'une forte concentration d'auxine dans le milieu de culture,
utilisé pour contre-sélectionner le géne iaaH, a favorisé la méthylation des génes introduits. Ces
changements de méthylation contribuent a 1'apparition de variations somaclonales parmi les
plantes transformées (Phillips et al., 1990).

Les différences conformationnelles de la structure de la chromatine peuvent €tre
responsables de l'inactivation des geénes introduits. Cette liaison a aussi été observée chez les
cellules animales (Weintraub, 1985). La méthylation de ' ADN peut modifier la structure de la
chromatine, la rendant insensible aux nucléases .

L'inactivation des génes par méthylation est un processus réversible. La réversion des
cytosines méthylées peut Etre spontanée et étre reli€e a un cycle activation/inactivation (Matzke et
al., 1989). Une réactivation spontanée est observée apres croisement des plantes (Mittelsten et
al., 1991). La réactivation a été aussi assurée par un traitement a la S-azacytidine (5-AZA)
(Weber et al., 1990 ; Zhu et al., 1991 ; Bochardt et al., 1992 ; Palmgren et al., 1993). La 5-
AZA est un analogue chimique de la m3C (Jones, 1985) et un inhibiteur des ADN
méthyltransférases (Santi et al., 1983).

5. Conclusion

Depuis 1982, date a laquelle ont été obtenus les premiers cals transgéniques, d'énormes
progrés ont été réalisés et de nombreuses especes ont pu étre transformées avec plus ou moins
de succes. A coté des méthodes indirectes dont le principal vecteur demeure Agrobactererium
tumefaciens, les méthodes de transfert direct, telles que 1'électroporation de protoplastes ou la
biolistique, se sont développées et ont surtout été utilisées pour des essais de transformation
d'especes récalcitrantes et en particulier pour 1'obtention des céréales transgéniques. Malgré les
succes enregistrés, nous avons vu que 1'un des parametres essentiels n'est toujours pas maitrisé
a savoir l'insertion d'un geéne transféré dirigée dans un locus particulier (transformation
homologue). Le fait que l'insertion se fasse au hasard et que le nombre d'inserts ne soit pas
contrdlable a pour conséquence qu'il faut souvent €liminer un nombre de transformants chez
lesquels, ou bien le geéne introduit ne s'exprime pas, ou bien des effets pléiotropiques résultent
en l'apparition de transformants inintéressants. Si I'on veut donc dans 1'avenir parler de génie
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génétique, en éliminant une grande partie d'effets secondaires aléatoires, il reste donc encore
bien des voies a explorer.

Un autre aspect non encore maitrisé concerne l'acquisition de la compétence a la
transformation génétique par certaines cellules végétales. Quelques rares travaux (Sangwan et
al., 1992) posent le probléme et ouvrent la voie & de nombreuses interrogations, plus qu'ils ne
permettent de répondre a des questions telles que:

1- Dans quel état physiologique doit se trouver une cellule pour pouvoir étre transformé?
Faut-il, par exemple, qu'elle soit engagée dans une voie de dédifférenciation. Dans ce cas,
pourquoi les cellules ayant conservé des caractéristiques méristématiques sont-elles plus
difficiles a transformer ?

2- Existe-t-il des sites spécifiques de liaison des agrobactéries; quelle en serait leur
nature ? Les protéines de surface, tels que le type vitronectine sont-elles des candidats sérieux
de la liaison ? Faut-il au contraire rechercher du c6té de macromolécules spécifiques
polypeptidiques et/ou polysaccharidiques dont la synthése serait induite par les agrobactéries?

Il semble dés lors évident que des recherches de type fondamental sont encore
nécessaires pour comprendre les différents mécanismes d'interaction plante-bactéries
intervenant lors d'une transformation génétique.
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Tableau 3

Composition des milieux d'induction du bourgeonnement sur les explants de
racine tubérisées (H5), d'enracinements des bourgeons (H10) et de
germination des graines (H20)

Macroélemen Concentration en (mg.1"D)
CaClp, 2H70 75
MgSGs, TH20 250
NaH7PO4, HO 125
NaNO3 600
KCl1 750
Fe-EDTA : FeSO4,7Hy0 19,5
Nap; EDTA 1
Microélemen
ZnS04 TH0 1
MnSOy4, 4H0 0,1
CuSOy4, SHYO 0,03
AlCl;3 0,03
NiClp, 6H2O 0,03
KI 0,01

Saccharose : 5g.1-! pour H5

10g.1-1 pour H10
20g.1-1 pour H20
pH : 5,6

Agar : 5gi-!
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1. Le matériel végétal

Ce travail a ét€ effectué sur Cichorium intybus L. var. Witloof cultivar Flash. Le
matériel a été mis 3 notre disposition par Ets. Hoquet "Graines".

La conservation des racines récoltées a I'automne se fait en chambre froide a 4°C et celle
des akeénes au congélateur a -20°C.

2. Aseptisation

Les racines matures sont épluchées, stérilisées par une solution d’hypochlorite de
calcium 2 60 g.1"! pendant 30 min, puis rincées par trois bains successifs d'eau stérile pendant
10 min.

Les akeénes sont désinfectés pendant 20 min par une solution de chlorure mercurique a
1%. 1ls sont ensuite rincés a l'eau stérile trois fois pendant 5, 10 et 20 min respectivement.

3. Mise en culture
3-1 dés explants racinaires

Apres aseptisation, des fragments de 6 mm de diametre sont découpés a 1'aide d'un
emporte-pi¢ce dans la partie médiane de la racine, au niveau de l'assise cambiale. IIs sont
ensuite débités en trongons de 2 mm d'épaisseur puis sont mis en culture sur un milieu gélosé
(H5) (Tableau 3) contenant les éléments minéraux du milieu de Heller (Heller, 1953 ). La
régénération des bourgeons a lieu en présence de 16 h de lumiére, la température des pieces de
culture étant de 24° + 2°C le jour et 20° + 2°C la nuit.

3-2 des explants foliaires

Les akeénes aseptisés sont mis & germer sur un milien H20 (Tableau 3) pendant 48h et
sont ensuite repiqués et mis en culture sur le méme milieu pendant 21 jours pour assurer leur
développement. Les conditions de température et de lumiere sont les mémes que pour les
explants racinaires
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Tableau 4

Composistion du milieu de base pour l'induction du bourgeonnement sur les
explants foliaires et cotylédonaires

Macroélemen Concentration en (mg.I')
CaClp, 2Hy0 440

MgS04, TH20 185

KH;PO4 85

KNO3 1900

NH4NO3 1650

FeSO4,7H20 19,5

Napz EDTA 1

Microélements : les mémes que pour le milieu de Heller

Vitamines : voir tableau 3

Saccharose 10.103
Glutamine 150
Agar 5g.l-!
pH:5,6

Substances de croissance variables selon le milieu :

M2 =BAP: 0,1 mg. I M'2 = BAP : 0lmgl-!
2,4-D:0,1 mg I'l
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Les feuilles prélevées sur les plantules sont blessées par des incisions au niveau du
limbe pour augmenter les surfaces réactionnelles et mises en culture sur un milieu de MS
(Muraschige et Skoog, 1962) gélosé contenant 0,1 mg.I'! de BAP (M'2) (Tableau 4).

3-3 des explants cotylédonaires

Les graines germées sont repiquées sur le milieu H20 et sont mises en culture a
l'obscurité pendant 5 jours. Les cotylédons étiolés sont incisés et mis en culture sur le milieu
M'2.

4. Enracinement des bourgeons

Les bourgeons formés sur les différents explants de la chicorée sont excisés et mis sur
un milieu d'induction de racines. Le milieu de Heller contenant 10 g.1-! de saccharose (H10,
Tableau 3) est utilisé comme milieu de base pour l'enracinement.

Dans le but d'augmenter le pourcentage d'enracinement, la proline & 100 mg.l-1, une
double concentration de nitrate et du NAM 2 0,1 mg.1-! sont ajoutés séparément a ce milieu de
base et sont testés pour améliorer l'enracinement des bourgeons.

5. Test de sensibilité a la kanamycine

Le geéne de résistance a la kanamycine (nptl]) est utilisé comme marqueur de sélection. Il
permet de cribler les cellules transformées.

Afin de déterminer la concentration de kanamycine pour laquelle aucun bourgeon ne se
forme, une gamme de kanamycine allant de 0 2 150 mg.1-! a été employée pour les trois types
d'explants utilisés pour la transformation.

6. Les souches d'Agrobacterium tumefaciens

Trois souches d’Agrobacterium tumefaciens sont utilisées pour la transformation de la
chicorée. Chaque souche se différentie des autres par la nature du plasmide qu'elle possede.
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Figure 8A : Représentation schématique de I'ADN-T de la souche pGSGLUC1
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Figure 8B : Représentation schématique de I'ADN-T de la souche pTDE4

nptll : gene de la néomycine phosphotransférase Il

uidA : gene de la B-glucuronidase

pTR1' et pTR2' : promoteur double 1', 2' de la mannopine synthase
pnos : promoteur de la nopaline synthase

35SCaMYV : promoteur 35 S du virus de la mosaique du chou-fleur
3’ ocs : région 3' du géne de l'octopine synthase.

3'nos : région 3' du géne de la nopaline synthase.

3’tr 7 : région 3' du géne 7.

BD : bord droit

BG : bord gauche
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- pGSGLUCI1 : Elle contient un vecteur binaire dérivant de la souche C58
d'Agrobacterium tumefaciens et possédant le plasmide pTiB6S3. Son ADN-T dé€lété, il donne
le plasmide Ti 2260 (plasmide de virulence) (Deblaere et al., 1985). A ce plasmide est associé
un plasmide dérivant du plasmide pTi941. Il posseéde entre les bordures de son ADN-T le géne
de 1a néomycine phosphotransférase (géne nptll) conférant la résistance a la kanamycine, et le
gene de la B-glucuronidase (géne uidA) qui est un marqueur de la transformation. Ces deux

genes se trouvent sous le contrdle du promoteur double TR1'2' de la mannopine synthase
(Figure 8A).

- pTDE4 : Elle comporte également un vecteur binaire. Elle contient le plasmide
pGV2260. L' ADN-T de cette souche contient les mémes génes que I'ADN-T de la construction
pGSGLUCI mais sous le contrdle de promoteurs différents. Le geéne uidA est sous le contrdle
du promoteur du Virus de la Mosaique du Chou-fleur (CaMV 35S) et le géne nptl] sous le
contrdle du promoteur nos de la nopaline synthase (Figure 8B).

L'intérét d'utiliser ces deux constructions est de comparer I'expression du géne uidA
sous les promoteurs TR et 35S CaMV dans les différents tissus et organes de la chicorée.

Afin de localiser les cellules infectées de 1'explant végétal et de déterminer 1'efficacité de
transformation des tissus, nous avons utilisé une troisieme souche d'Agrobacterium
tumefaciens. Cette souche d’Agrobacterium contient un vecteur binaire. C'est la souche
LBA4404 (Hoekema et al., 1983) possédant un plasmide pYDH124 (Figure 8C) portant sur
son ADN-T les mémes génes marqueur et de sélection, sous les mémes promoteurs que dans la
construction pTDE4 si ce n'est que la séquence codante du geéne de la B-glucuronidase contient
un intron (Vancanneyt et al., 1990). L'ARN provenant de ce géne chimérique ne peut étre
épissé et donc exprimé dans les bactéries.

7. Préparation des bactéries

Les agrobactéries utilisées pour la transformation sont conservées a 4°C pendant un
mois sur un milieu YEB gélosé€ (Van Larebeke et al., 1977) avec les antibiotiques adéquats pour
maintenir la stabilit€ des souches ou sont conservées a -80°C dans le glycérol (un volume de
suspension bactérienne pour un volume de glycérol).

Une colonie bactérienne est inoculée dans un erlen meyer stérile contenant 10 ml de
milieu YEB liquide comprenant les antibiotiques suivants: rifampicine 100 mg.l-1,
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Figure 8C : Représentation schématique de 'ADN-T de la souche pVD1124.

nptll : géne de la néomycine phosphotransférase I

GUS intron : géne de la B-glucuronidase avec un intron

p35 SCaMV : promoteur 35 S du virus de la mosaique du chou-fleur
pnos : promoteur de la nopaline synthase

3' nos : région 3' du géne de la nopaline synthase.

3' 35S : région 3' du géne du virus de la mosaique du chou-fleur
BD : bord droit

BG : bord gauche
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spectinomycine 100 mg.l-, streptomycine 300 mg.I-1, triacilline 100 mg.I-1. Les bactéries sont
placées a 28°C pendant une nuit (16 h) dans un incubateur avec une vitesse d'agitation de 200
rpm. Quand la valeur de la densité optique (DO) de la suspension bactérienne a 600 nm est
voisine de 1, les bactéries sont centrifugées pendant 15 min a S000 rpm. Le culot bactérien est
lavé avec une solution de MgSO4 1mM et resuspendu dans 10 ml de milieu MS ou HS liquide,
constituant la suspension d'inoculation des explants.

8. Infection des explants
8-1 Les explants racinaires

L'infection des explants racinaires a été réalisée uniquement par les construction
pGSGLUCI et pTDEA. Plusieurs conditions d'infection ont été utilisées pour ce matériel. Les
explants sont soit directement mis dans une solution contenant la culture bactérienne (1 ml de
suspension bactérienne dans 9 ml de milieu HS liquide), soit mis dans la méme solution a
laquelles sont ajoutées différentes concentrations d'acétosyringone (20, 50, 75 et 100 uM).
Dans les deux cas, la coinfection dure 20 min. Les explants sont parfois enduits par des
bactéries prélevées directement sur une boite de Pétri.

Apres la coinfection, les explants sont 1égérement séchés avec du papier filtre stérile et
mis en coculture sous une faible intensité lumineuse (9 pmole. (m2)-1- s-1). Les explants
"enduits" restent "tartinés”. Une coculture en milieu HS liquide a également ét€ essayée. Dans
tous les cas la coculture dure 48 h

Apres 2 jours de coculture, les explants sont lavés avec du milieu H5 liquide contenant
250 pg.ml -1 de céfotaxime. Les explants sont ensuite séchés sur du papier filtre stérile et mis
sur le milieu de sélection. La culture se fait 2 24°C 3 une intensité lumineuse de 14 umole.(m?2)-
1 s-1 (tubes cool White) avec une photopériode de 16 h de lumitre et de 8 h d'obscurité. Les
bourgeons obtenus sont ensuite repiqués sur le milieu d'enracinement contenant la kanamycine.

Lorsque la pousse a formé quelques racines, elle est prélevée et transférée dans la tourbe
humide. Afin d'acclimater les plantules, elles sont maintenues 1 a 2 semaines a 22° + 2°C. Les
jeunes plantes sont ensuite placées dans des pots contenant du terreau et sont transférées en
serre.
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8-2 Les explants foliaires et cotylédonaires

Pour les cotylédons étiolés et les feuilles, 1'infection se fait sur le milieu M2 liquide
contenant 100 uM d'acétosyringone. Apres 20 min d'inoculation, les explants sont séchés sur
du papier filtre stérile et mis en coculture sur le milieu M2, Les conditions de coculture sont
identiques a celles des explants racinaires. Aprés 48 h de coculture, les explants sont lavés dans
le milieu M'2 contenant 250 pg.ml-! de céfotaxime, séchés sur papier filtre stérile et placés sur
le milieu de sélection.

Les bourgeons qui se différencient au bout de 2 a 3 semaines de sélection sont repiqués
sur le milieu d'enracinement en présence de kanamycine.

L'effet d'une préculture de 3 jours a été testé sur les explants foliaires et cotylédonaires.
La préculture est faite sur un milieu qui induit la callogenése. Les explants dilacérés sont mis
sur le milieu M'2 additionné de 0,1 mg. I'! de 2,4-D. Une cicatrisation apparait au niveau des
blessures au bout de 72 h de préculture. Aprés 48 h de coculture, une sélection avec la
concentration létale de kanamycine a été directement effectuée afin d'éviter le phénomeéne
d'échappement qui pourrait &tre engendré par la prolifération du cal.

9. Adhésion bactérienne

L'adhésion des bactéries sur un support dépend 2 la fois des propriétés de surface du
tissu et des bactéries. Fréquemment, 1'étape d'adhésion ne constitue que 1'étape préliminaire
avant la multiplication et la colonisation a la surface cellulaire. Cette étape est nécessaire a
l'infection des plantes par Agrobacterium tumefaciens.

L'attachement des bactéries aux explants a été analysé sur les tissus foliaires,
cotylédonaires et racinaires, avec ou sans préculture de 3 jours.
Ces explants sont infectés par la suspension bactérienne (préparée comme indiqué dans le
paragraphe 5). Aprés 48 h de coculture les explants sont rincés avec du tampon cacodylate
0,1M pH 7,2 par agitation manuelle pendant 20 s. Les bactéries faiblement adhérentes et non
adhérentes sont détachées au cours de ce traitement, et les bactéries encore attachées apres ce
ringage sont considérées comme fermement attachées.
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Les explants racinaires, foliaires et cotylédonaires avec ou sans préculture, portant les
bactéries attachées, sont immergés successivement dans les solutions suivantes:

Trak I T Tncuban
ler jour
- pré-fixation dans 0,5% de glutaraldéhyde
dans un tampon cacodylate 0,1M, pH 7,2 + 30 min
0,05% de rouge de ruthénium
- 5 lavages par de la glutaraldéhyde dans le tampon
cacodylate + 0.05% de rouge de ruthénium 2h / bain
- lavage dans le tampon cacodylate 30 min
2¢me jour
- post-fixation dans une solution de tétroxyde
d'osmium a 2% dans le tampon cacodylate 2h
- 5 lavages dans le tampon cacodylate 30 min / bain
- 1% de thiocarbohydrazide 30 min
- 6 lavages a I'eau distillée 15 min / bain
- 1% de tétroxyde d'osmium 2h30
- 6 lavages a l'eau distillée 15 min / bain
3¢éme jour
- thiocarbohydrazine 1% 30 min
- 6 lavages a l'eau distillée 15 min / bain
- 1% tétroxyde d'osmium 2h30
- 6 lavages a l'eau distillée 15 min / bain
- déshydratations successives par de 1'éthanol 30 min / bain

a 10, 20, 30, 50, 70, 80, 95, 100% ( 2 fois)

Les échantillons peuvent étre conservés dans 'éthanol absolu avant d'étre coupés en fragment
de 1 cm et collés sur des pontons pour subir une déshydratation jusqu'au point critique puis une
métallisation or/ palladium.

Tableau S : Préparation d'échantillons pour la microscopie & balayage
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Les échantillons ont été préparés suivant la méthode de McCowan et al. (1978) (Tableau
5). Les observations sont effectuées au microscope électronique par balayage en collaboration
avec J.P. Tissier du laboratoire INRA de Villeneuve d'Ascq.
Afin d'observer les points d'ancrage des bactéries aux cellules, des coupes ont été préparées sur
les précédents explants et leurs observations ont été réalisées en microscopie électronique a
transmission en collaboration avec C. Sloniami de l'unité 42 de I' INSERM a Villeneuve
d'Ascq.

10. Détection de la vitronectine dans les tissus de la icorée

La participation de protéines membranaires dans l'attachement d'Agrobacterium a été
démontrée sur les racines de pois (Smith et al., 1992). Récemment, 1a vitronectine, protéine de
surface a été détectée chez plusieurs especes de plantes et selon certains auteurs (Wagner et
Matthysse, 1992), elle serait impliquée dans l'attachement d'Agrobacterium aux cellules
végétales.

Nous avons examiné tout d'abord, si la vitronectine est présente dans les tissus de la chicorée.

Des fragments de feuilles, de cotylédons et de racines tubérisées sont fixés pendant 30
min 2 4°C dans le tampon PBS pH 7,0 contenant de la paraformaldéhyde a 4% et de la
glutaraldéhyde a 0,1%. Ces fragments sont ensuite lavés dans le PBS et conservés a 4°C
pendant une nuit dans une solution de saccharose a 2,3 M et du PVP 4 20%. Les échantillons a
examiner sont lavés dans le PBS avec de 'ovalbumine (PBSO) afin de saturer les sites.

Ensuite les fragments de feuilles, de cotylédons et de racines tubérisé€es sont incubés
pendant 30 min & 37°C en présence d'un anticorps primaire: anticorps monoclonal anti-
vitronectine de souris (Monoclonal anti-vitronectine. Mouse Ascites Fluid Clone VIT-2, Sigma)
dilué au 1/100. Les échantillons sont lavés S x 5 min dans le PBSO et sont incubés en présence
d'anticorps anti-souris marqués a la fluorescéine (Zymed) dilués au 1/100, en présence du bleu
d’Evans dilué au 1/1000 afin de réduire le bruit de fond. Apreés 30 min d'incubation a 37°C, les
échantillons sont lavés 5 x 5 min dans le PBSO. Une observation au microscope 2 fluorescence
est effectuée afin de déterminer la localisation de la vitronectine dans les différents tissus de la
chicorée.
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11. Analyse histochimique

11-1 Test GUS

La B-glucuronidase catalyse 1'hydrolyse des B-glucuronides. Cette hydrolyse n'est pas
spécifique des aglycones (Stoeber, 1961) et donc plusieurs substrats donnant des colorations
différentes peuvent étre utilisés par 'enzyme. Les produits obtenus précipitent a 'endroit de la
réaction enzymatique ce qui permet de détecter 1'activité GUS in situ et donc de localiser
I'expression du géne uidA dans différents organes et a différents stades de développement des
plantes transformées. Ce test histochimique est fait selon le protocole de Jefferson ez al. (1987).

Les tissus fraichement coupés sont immergés dans le tampon phosphate 50 mM pH 7,4
contenant le substrat 5-bromo 4-chloro 3-indolyl-8 acide glucuronique (X-GLUC; Biosynth,
Suisse) a2 1 mM. Ils sont ensuite incubés & 37°C pendant une nuit. La B-glucuronidase catalyse
le X-GLUC et suite a cette réaction, un précipité bleu se dépose au niveau du site d'activité de
I'enzyme. Apres l'incubation, en vue de favoriser 'analyse, les tissus sont débarrassés des
pigments chlorophylliens par trois trempages dans de 1'éthanol 3 70%.

L'activité GUS a aussi ét€ mesurée par fluorimétrie. Ce test est tres sensible et permet
une bonne quantification de I'activit€ de la B-glucuronidase. Le substrat 4-méthylumbelliferyl
glucuronide (MUG), quand il est clivé par la 8-glucuronidase, libére un produit fluorescent: 4-
méthyl umbelliferone (MU) (Jefferson, 1987). Les protéines sont extraites de feuilles ou de
racines de plantes transformées et non transformées 2 l'aide de 150 pul de tampon d'extraction
(NaH2PO4 50 mM pH 7, B-mercaptoéthanol 10 mM, EDTA 10 mM, N-lauroylsarcosine 0,1%,
Triton X-100 0,1%). A 100 pl d'extrait protéique sont ajoutés 500 ul de MUG 1 mM dissous
dans le tampon d'extraction. Le mélange est incubé a 37°C, et une aliquote de 100 pl est
prélevée au temps Tg et & des intervalles de temps de 30, 60 et 120 min. La réaction est stoppée
par l'addition de 0,9 ml de NayCO3 0,2 M . L'adjonction de NapCOj3 stoppe la réaction
enzymatique et développe la fluorescence de la MU. La fluorescence est mesurée avec une
excitation 2 365 nm et & une émission a 455 nm dans un fluorimétre HITACHL. Le fluorimétre
est calibré avec le standard MU 20,1 UM et & 1 uM dans du 0,2 M NaCO3, La concentration
des protéines dans l'extrait est mesurée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976) (Bio-Rad
laboratories) et exprimée en mg équivalents de serum albumine bovine.
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11-2 Confection des coupes

Apres incubation dans le X-GLUC, les tissus sont rincés dans du tampon phosphate de
sodium 50 mM pH 7 puis fixés pendant 4h a température ambiante dans le mé€me tampon
contenant de la glutaraldéhyde 4 1%. Les tissus sont ensuite déshydratés et inclus dans la résine
LR White (London Resin White, Bio-Rad laboratories). La déshydratation se fait comme suit:

- éthanol 30% , 90 min

- éthanol 70% , 90 min

- éthanol 95%, 90 min

- mélange LR White / éthanol 95% (3v / 1v), 60 min

- deux bains de LRWhite pur, 60 min.

Les tissus déshydratés sont inclus dans des capsules remplies de résine qui sont placées dans
une étuve 2 60°C pendant 20 h. Des coupes de 2 um sont faites 2 1'aide d'un microtome a
couteaux de verre. Les coupes sont ensuite déposées sur une lame dans une goutte d'eau, et
sont séchées a 60°C. Une goutte de Depex™, agent de montage, est rajoutée aux coupes.
L'observation se fait sur un microscope a fond noir.

Les coupes des boutons floraux sont réalisées a partir d'inclusions & 6% d'agarose
préparé dans de l'eau distillée stérile. En raison de la taille du bouton floral, des coupes d'une
épaisseur de 100 um sont effectuées au vibratome. Les échantillons sont directement récupérés
dans le tampon phosphate de sodium 50 mM pH 7 puis immergés dans le tampon de réaction.
Apreés une nuit d'incubation & 37°C, les coupes sont blanchies par trempage dans I'éthanol
comme décrit ci-dessus et sont observées a 'aide d'un microscope en lumiére blanche.

12. Analyse biochimique

La néomycine phosphotransférase II ou NPTII est une enzyme codée par le transposon
TnS. Elle est capable de phosphoryler des antibiotiques aminoglycosidiques, comme la
néomycine, la gentamycine, la G 418 et la kanamycine (Davies et Smith, 1987). La réaction de
phosphorylation implique le transfert du gamma-phosphate de I'ATP sur la molécule de
'antibiotique. Cette addition de phosphate empéche l'interaction de l'antibiotique avec les
ribosomes. Le géne nptl] est utilis€ comme marqueur de sélection des plantes transgéniques.

La présence de 1'enzyme NPTII est mise en évidence par une phosphorylation in situ de
1a kanamycine avec du Y32P-ATP (Reiss et al., 1984).
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Des fragments de feuilles de plantes de chicorée transformées et non transformées sont
testées pour l'activité NPTII selon ce protocole. Environ 100 mg de feuilles sont broyés dans
environ 100ul de tampon d'extraction contenant du Tris-HCl 50 mM pH 6,8, du B-
mercaptoéthanol 1%(v/v) et de la leupeptine 0,13 mg.ml-1 ; I'homogénat est conservé a 0°C.
Des quantités égales de protéines, mesurées par la technique de Bradford, sont séparées par
électrophorese sur un gel de polyacrylamide non dénaturant. Aprés équilibrage du gel dans le
tampon de réaction, 30 ml de tampon de réaction maintenus a 45°C et contenant 1% (w/v)
d'agarose, 100 mg.ml-! de kanamycine et 50 pCi y32P-ATP (activité spécifique: 3000
Ci/mmol), sont coulés directement sur le gel. Une feuille de papier filtre Whatman P81 est
placée sur le gel d'agarose gélifié, le tout est incub€é 30 min 2 température ambiante. Trois
feuilles de papier filreWhatman 3 MM, 3 cm d'épaisseur de papier Sopalin, une plaque de
verre et un poids de 200 g sont placés sur le papier P81 pendant 3h afin de réaliser un
transfert. Le papier P81 est ensuite lavé quatre fois pendant 15 min dans du tampon phosphate
de sodium 50 mM pH 7 a 80°C, et exposé sur un film X-ray (Kodak X-OMAT) pour une
autoradiographie qui est effectuée pendant une nuit a -70°C.

13. Analyse moléculaire des plantes transgéniques

13-1 Préparation de I'ADN génomique des plantes et transfert par
southern sur une membrane de nylon

L'ADN génomique est isolé a partir de feuilles de plantes transformées et non
transformées selon le protocole de Dellaporta et al. (1983). Apres précipitation dans de 1'éthanol
absolu et centrifugation, le culot d'ADN est dessalé dans 1'éthanol 70% puis resuspendu dans
du TE (Tris pH 8, 10 mM et EDTA pH 8, 0,1 mM).

10 pg d'ADN sont digérés pendant 12h a 37°C dans un mélange de 5 mM de
spermidine, en présence de 10 unités d'enzyme de restriction et de 3 ul de tampon de réaction
complété a 30 ul par de 1'eau distillée stérile .

Les plantes transformées par la souche pGSGLUCI1 sont digérées par 1'enzyme de

restriction Bcl 1. Une digestion par Hin dIII est choisie pour les plantes transformées par la
souche pTDE4.
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Les extraits digérés sont chargés sur un gel d'électrophor¢se TAE (Tris Hcl 40 mM ;
acide acétique (glacial) ; EDTA 1 mM pH 8) contenant 0,8% d'agarose. La migration s'effectue
pendant 30 V.

Le transfert de I'ADN se fait selon la technique de Southern (1975) sur une membrane
de nylon hybond-N%* (Amersham). Aprés transfert, ' ADN est fixé sur la membrane par
cuisson a 80°C pendant 2h.

13-2 Préparation d'ADN plasmidique et marquage des sondes
13-2-1 Extraction

Un grand volume (200 ml) de milieu LB (Extrait de levure 0,5% ; tryptone1% ; NaCl
1% ; pH 7,5) est infecté d'une colonie bactérienne, en présence de 50 mg. 1! de I'antibiotique
de sélection (Ampicilline). Aprés une nuit de culture & 37°C sous agitation a 150 tours / min, les
bactéries sont récupérées par centrifugation 2 5000g pendant 15 min 2 4°C. La suite de
I'extraction des plasmides est effectuée selon le protocole des colonnes échangeuses d'anions
Qiagen. Divers tampons sont utilisés a cet effet. Les tampons P1 ( 50 mM Tris/HCl, 100 mM
EDTA, pH 8, 100 pg.ml-! d'ARNase A ) et P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) permettent de lyser
les bactéries, de détruire les ARN et de dénaturer ' ADN génomique. Un tampon P3 (2,55 M
KAc, pH 4,8) précipite les protéines et 'ADN génomique.

Apres centrifugation, ' ADN plasmidique présent dans le surnageant est récupéré par
élution d'une colonne Qiagen puis précipité a 1'éthanol absolu pendant une nuit a -20°C. L'ADN
plasmidique est resuspendu dans de 1'eau stérile et aliquoté.

13-2-2 Digestion et électrophorese

Les plasmides sont digérés, durant 2 h & 37°C, en présence d'enzymes de restriction a
raison de 5 unités par pg d'ADN, de tampon de digestion spécifique a I'enzyme dans un
volume final de 20 pl. A l'issue de la digestion, les fragments de restriction obtenus sont
séparés par électrophoreése d'un gel d'agarose a faible point de fusion 2 0,8% dans le TAE
pendant 2 h 2 60 volts ; le fragment d'ADN 2 isoler est découpé du gel et soumis 2 la
purification.
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13-2-3 Purification et quantification de 1'ADN

L'ADN contenu dans 'agarose est purifié par une succession d'extractions au phénol et
de centrifugations d'une durée de 30 min. L'ADN est précipité en présence de 1/10 de volume
de chlorure de sodium 5 M et 2 volumes d'éthanol absolu pendant une nuit 3 -20°C. Aprés une
centrifugation de 20 min a 10 000g & 4°C, ' ADN est resuspendu dans de I'eau stérile. La
concentration est estimée sur boite de Pétri contenant un gel d'agarose 1% supplémenté en
Bromure d'Ethydium (5 pg.ml-1) avec une gamme connue d'ADN de phage lambda (Christen
et Montalbano, 1988).

14. Marquage et purification des sondes

Un marquage radioactif des sondes au 32P dCTP est réalisé selon le principe de la
synthése & amorce aléatoire décrit par Feinberg et Vogelstein (1983,1984). L'ADN polymérase
T7 (Pharmacia LKB) permet cette synthese en présence de 50 ng de matrice d'ADN dénaturé,
de nonameres nucléotidiques servant d'amorces, de 50 pCi de o 32P dCTP et de 300 mM de
dATP, dCTP, dGTP et de dTTP non radioactifs. Pour ce marquage, 15 a 20 min de réaction
enzymatique a 37°C suffisent. Les nucléotides non incorporés sont €élués sur colonne d'affinité
(Qiagen tip-5). La sonde purifiée est dénaturée a 100°C pendant 10 min. A 'aide d'un compteur
a scintillation (Gamma), 1'intensité du marquage est déterminée. L'intensité obtenue est
généralement de l'ordre de 2000 cpm.

15. Hybridation

Une préhybridation de la membrane dure au moins deux heures a 42°C dans le tampon
de préhybridation auquel on ajoute de I'ADN de sperme de hareng dénaturé (Tableau 6) qui
permet la saturation des sites de la membrane. La préhybridation se fait dans un volume de 25
ml dans un four a hybridation (Techné). Les sondes radioactives correspondant aux séquences
du geéne uidA ou du geéne nptll sont ajoutées séparément 3 10 ml de tampon d'hybridation.
L'hybridation est poursuivie durant une nuit a 42°C.

Le lendemain, 1a membrane est lavée 2 x 5 min dans du 2 x SSC contenant 0,1% de
SDS a température ambiante et 1 h dans le méme tampon a 65°C. Enfin elle est rincée dans du 2
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x SSC, séchée entre deux papiers Whatman 3 MM et mise dans une cassette en plomb. On
procede 2 une autoradiographie sur un film Kodak (X - OMAT) pendant une nuit a - 70°C.

Solutions Tampon de Tampon d'hybridation
préhybridation (25 ml) (10 ml)
Formamide déionisée 12,25 ml Sml
20 x SSC 6,25 ml 2,5ml
100 x Denhardt's 1,25 ml 0,1 ml
20% SDS 0,125 ml 0,1 ml
1 M tampon phosphate 1,25 ml 0,2 mi
de sodium (pH 6,8)
Dextran sulfate - g
(PM 500000)
Eau stérile 3,885 ml 1ml

Tableau 6 : Composition des tampons de préhybridation et d'hybridation.

16. Analyse de la génération F1

Les plantes transformées a 'aide des constructions pTDE4 et pPGSGLUC1 sont mises a
vernaliser pendant 2 mois 2 4°C, puis sont placées en serre 2 22°C pour la mise 2 fleur. Apres 2
mois, des hampes florales se développent et des boutons floraux commencent 3 s'ouvrir. Les
plantes sont fertiles et une autofécondation manuelle est effectuée pour obtenir la génération F1.
Apres un mois, les graines obtenues par autofécondation des plantes-meres sont stérilisées et
mises & germer sur le milieu H20. Au bout de 48 h, les graines germées sont transférées de
nouveau sur le méme milieu avec 50 pg.ml-1 de kanamycine afin de sélectionner les
transformants résistants de la génération F1.

Le test GUS est effectué sur des grains de pollen des boutons floraux jeunes (non
ouverts) et des boutons floraux matures (ouverts) des plantes transformées et non transformées
ainsi que sur les embryons des graines qui n'ont pas germé.

La chicorée étant une plante bisannuelle, les graines issues des croisements de seconde
génération n'ont pu €tre analysées.
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17.Transformation des protoplastes par électroporation

Les protoplastes sont des cellules végétales momentanément débarassées de leur paroi,
ils sont sphériques et limités uniquement par le plasmalemme. Tout en conservant les
potentialités des cellules végétales enti¢res et en particulier leur capacité a régénérer des plantes,
les protoplastes se prétent 3 des manipulations d'ordre génétique pouvant contribuer a
I'amélioration des especes végétales ou a I'étude des séquences de régulation des genes.

Au cours de notre travail, nous avons exploité les connaissances déja acquises sur
I'obtention, la culture et la régénération des protoplastes foliaires de Cichorium intybus L. var
Witloof par Crépy et al. (1982), Saski et al. (1986), Wali Alami (1987) et Rambaud ez al.
(1990) pour tenter de déterminer les conditions permettant 1'électroporation des protoplastes de
la chicorée.

17-1 Le matériel végétal

Les graines de chicorée (Cichorium intybus L. var Witloof) désinfectées sont mises &
germer sur le milieu de Heller gélosé contenant 20 g/l de saccharose (H20). Les plantules sont
cultivées en photopériode de 16h de lumiére et de 8h d'obscurité et sous une intensité lumineuse
de 14 pmole.(m2)-1.5-1 fournis par des tubes fluorescents de type "Deluxe cool white". Aprés
12 jours de culture, les feuilles sont lacérées au niveau de 1’épiderme inférieur puis mises dans
le milieu de macération PO (Saski et al., 1986) (Tableau 5) en présence de cellulase (345L) et
de pectinase (M2L) face lacerée contre le milieu. Apres la macération a 30°C, les protoplastes
sont ensuite filtrés sur un filtre sterile en en acier inoxydable de 80 um de vide de maille puis
centrifugés pendant 10 min a 100 g. Le surnageant est éliminé a 'aide d'une pipette pasteur
stérile alors que le culot est redissous dans le milieu PO puis recentrifugé pendant 10 min.
L’opération est répétée 3 fois afin d’éliminer les enzymes dont la présence génerait la
reconstitution de la paroi et par conséquent la division. Au bout de la 3éme centrifugation, les
protoplastes sont comptés dans une cellule de Nageotte. La concentration des protoplastes est
ajustée A 106 protoplastes.ml-!. Puis ils sont resuspendus dans un tube Falcon de 15 ml dans
du milieu d’électroporation. Ils sont ensuite incubés pendant 5 min a 45°C puis mis sur glace.
L'ADN du plasmide circulaire (issu de la construction pTDE4) et I'ADN entraineur (ADN du
sperme de hareng) sont ajoutés a la suspension de protoplastes dans un volume inférieur a 50
pl. Un volume de 800 pul de la suspension de protoplastes est placé dans une cuvette
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Tableau 7

Composition des milieux : PO

(mg.1-1)

Macroélements
KCl1 -
CaClp, 2H20 440
MgS04, TH20 185
KH7PO4 85
KNO;3 950
NH4NO3 825
Fe-EDTA : FeSQ4,7H70 19,5

Najy EDTA 1

MC1

750

Microélements : les mémes que pour le milieu de Heller

Vitamines : voir tableau 3

Inositol 1
Pantothenate de Ca 1
Thiamine 1
Ac. nicotinique 1
pyridoxine 1
Biotine 0,01

Saccharose 5.103
Mannitol 80.103
Glutamine -

Substances de croissance

ANA -
BAP -

Agar -

Composition des milieux d'obtention et de culture de protoplastes de Cichorium intybus L.

d'aprés Saksi et al. (1986).

PO : Milieu de macération (sauf enzymes) et milieu de lavage des protoplastes

MC1: milieu de multiplication cellulaire initiale

Le pH est ajusté A 5,6 avant passage a 1'autoclave a 110°C pendant 20 min
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d'électroporation (0,4 cm Bio-Rad) préalablement refroidie. La cuvette est mise dans
'électroporateur qui fournit des impulsions 2 décroissance exponentielle. Une décharge
électrique est envoyée 2 une capacitance de 960 pF. La cuvette est remise sur glace pendant 10
min. Les protoplastes sont mis en culture A raison de 30.103 protoplastes.ml-! dans le milieu
MCI1 (Tableau 7).

17-2 Détermination des parameétres de survie des protoplastes
Afin d'avoir un nombre important de protoplastes, différentes durées de macération ont été

utilisée. La centration de cellulase a été réduite lors des macérations de longue durée (Tableau
8).

Durée de macération & 30°C Enzymes
5h30 -0,5 mg.ml-1 M2
-3 mg.ml-! 345L
16h -0,5 mg.mi-1 M2
- 1 mg.ml-1 345L

Tableau 8 : Effets de la concentration en cellulase (345L) et de la durée de macération
sur le rendement en protoplastes.

Une expérience initiale consiste a optimiser 1'application du voltage afin d'obtenir des
pourcentages €levés de protoplastes vivants. Des impulsions électriques d'intensité variant de
200 2 600V 2 une capacitance de 960 WF ont été testées sur les suspensions contenant 106
protoplastes. ml-1 dans le milieu d'électroporation. Apres électroporation, les protoplastes sont
remis en culture 2 raison de 105 protoplastes dans 3 ml de milieu MC1.

La calcéine est utilisée comme sonde fluorescente pour I'étude de la perméabilisation des
protoplastes électroporés a 300 V.
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17-3 Survie des protoplastes apreés traitement électrique

Le pourcentage de protoplastes vivants est déterminé par observation directe sur
microscope. Les protoplstes vivants sont repérés par :

- leur forme parfaitement sphérique

- un cytoplasme clair et réfringent

17-4 Concentrations du plasmide et de I'ADN entraineur utilisées

Afin de trouver les conditions optimales de transfert d'ADN dans les protoplastes de
chicorée, nous avons fait varier la concentration d'ADN plasmidique. Pour une densité de 106
protoplastes.ml-1, nous avons utilisé des concentrations d'ADN plasmidique de 0, 25, 50 ou 75
pg. D'autre pért, des €lectroporations ont été effectuées en présence ou en absence de 50 pg
d'ADN entraineur.

17-5 Test GUS

La détection de la B-glucuronidase dans les cellules est faite 24 h aprés électroporation
selon le protocole de Jefferson et al. (1987) 16 h. Le nombre de protoplastes exprimant le géne
uidA dans chaque boite de Pétri (environ 105 protoplastes au total) est compté sous microscope
24 h apres le test. L'efficacité de transformation est calculée en se basant sur le nombre de
cellules montrant une activité GUS et rapportée au nombre total de protoplastes mis en culture.
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Résultats

I. Aptitude de différents organes de la chicorée de Bruxelles
a la culture in vitro

Avant d'entreprendre la transformation des tissus de la chicorée, nous avons confirmé
les aptitudes a la régénération de cette plante en culture in vitro. Pour cela, nous nous sommes
servi d'explants prélevés sur des racines tubérisées. Nous avons également étudié les
conditions de régénération d'explants foliaires et cotylédonaires étiolés provenant de plantules
cultivées en conditions aseptiques.

1. Mise en culture d'explants racinaires
1-1 Composition du milieu de culture

Depuis les travaux de Sene et al. (1983) et de Vasseur et al. (1986), on sait que chez la
chicorée, l'orientation d'une voie de différenciation organogene dépend 2 la fois de 1a teneur en
sucre et de celle en auxine du milieu de culture.

L'auxine et le sucre en forte concentration inhibent la différenciation de bourgeons et
favorisent la rhizogenese. L'auxine a donc été éliminée du milieu et une teneur de 5 g.1'! de
saccharose a €t€ utilisée dans le milieu de culture.

1-2 Zone de prélévement d'explants

Des explants de 6 mm de diamétre et de 2 & 3 mm d'épaisseur sont prélevés au niveau
de l'assise cambiale dans la moiti€ supérieure de la racine. Les explants sont mis sur le milieu
HS et placés en salle de culture & 24°C, avec une photopériode de 16 h de lumiére et 8 h
d'obscurité (planche 1A).

Apres deux semaines de culture, des bourgeons apparaissent sur tous les explants
(planche 1B) et on dénombre de 3 & 4 bourgeons par explant (Tableau 9). La qualité de ces
bourgeons (vigueur, couleur, absence de vitrosité) est satisfaisante.
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Nombre Explants avec Fréquence de Moyenne de
d'explants bourgeons bourgeonnement bourgeons/explant
testés (%)
37 37 100% 4102

Tableau 9 : Fréquence de régénération de bourgeons 2 partir d’explants racinaires de
Cichorium intybus L. var Witloof.

2. Mise en culture d'explants foliaires
2-1 Matériel de départ utilisé

Les graines de Cichorium intybus L. var Witloof sont mises a germer sur un milieu
H20 pendant 3 jours.
Les jeunes plantules sont transplantées dans des tubes contenant le milieu H20. Aprés 2 a 3
semaines de cylture 3 une température de 24°C avec une photopériode de 16 h de lumiére et 8 h
d'obscurité, des plantules chlorophylliennes se développent (planche 1C) ; leurs feuilles sont
utilisées pour la régénération des bourgeons.

2-2 Composition du milieu de culture

Les feuilles prélevées sur des plantules de 21 jours sont blessées par deux incisions
perpendiculaires a la nervure principale, elles sont mises en culture sur le milieu M2, qui
contient les éléments de Murashige et Skoog (1962) (MS), les vitamines de Morel et Wetmore,
du myo-inositol, du saccharose (10 g.I-1), de la glutamine et une substance de croissance :
1'adénine amino purine (BAP) 2 0,1 mg.I-1.

Apres trois semaines de culture, les explants foliaires régénerent des cals sur lequelles
apparaissent des bourgeons (planche 1D). La moyenne de bourgeons néoformés est de 10
(Tableau 10). Lorsque les bourgeons atteignent une taille de 0,5 2 2 cm, ils sont excisés et mis
en culture sur un milieu d'enracinement.
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Nombre Explants Explants Fréquence de Moyenne de
d'explants avec cals avec bourgeonnement bourgeons/
testés bourgeons (%) explant

45 45 45 100% 10 £ 0,45

Tableau 10 : Fréquence de régénération de bourgeons 2 partir d'explants foliaires de
Cichorium intybus L.var Witloof.

3. Mise en culture d'explants cotylédonaires étiolés

Les plantules sont repiquées dans des tubes contenant le milieu H20 et sont mises en
culture a I'obscurité pendant 5 jours. Les cotylédons étiolés (planche 1E) sont incisés et mis en
culture sur le milieu M'2. Deux semaines plus tard 4 & 5 bourgeons (Tableau 11) apparaissent
par explant au niveau de la blessure (planche 1F).

Nombre Explants Explants Fréquence de Moyenne de
d'explants avec cals avec bourgeonnement bourgeons/
testés bourgeons (%) explant

40 40 35 87,5% 504

Tableau 11 : Fréquence de régénération des bourgeons a partir d'explants cotylédonaires
étiolés de Cichorium intybus L. var Witloof.

4. Conclusion

Tous les tissus de la chicorée sont capables de différencier des bourgeons sur des
milieux appropriés. La fréquence de régénération de pousses feuillées la plus élevée est
obtenue sur des explants foliaires et racinaires. Par ailleurs, les explants foliaires produisent
plus de bourgeons que les explants prélevés sur d'autres types tissulaires.
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PLANCHE 1

Néoformation de bourgeons 2 partir d'explants racinaires, foliaires et
cotylédonaires de Cichorium intybus L.

(A) : Explants racinaires mis en culture sur le milieu de régénération HS.

(B) : Production de pousses feuillées par les explants racinaires aprés trois semaines de
culture.

Mise en culture des feuilles (C) et des cotylédons étiolés (E).

Production de pousses feuillées par des explants foliaires (D) et par des explants
cotylédonaires (F) apres trois semaines de culture.



Planche 1
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5. Enracinement des bourgeons

Pour induire I'enracinement des bourgeons, nous les avons placés sur le milieu base
(H10, Heller a 10 g.1-! de saccharose) que nous avons varié pour améliorer I'enracinement.

- Des pousses feuillées ont été repiquées sur le milieu H10 contenant 100 mg.1-! de
proline. Ce composé azoté semble étre intéressant dans la différenciation rhizogéne. En effet,
dans cette condition, des racines filiformes se sont développées a la base de la pousse feuillée.
L'union des faisceaux vasculaires du bourgeon 2 ceux de la racine semble étre directe sans
I'intermédiaire de cal.

- Par ailleurs, des travaux antérieurs, efféctués au laboratoire ont montré que la
formation des racines est augmentée en présence de nitrate. Ces travaux permettent de penser
que la nitrate réductase pouvait &tre un marqueur de la rhizogenese dans notre matériel
(Dorchies et Rambour 1983, 1985). C'est pour cette raison que nous avons utilisé des milieux
d'enracinement contenant une teneur en NO-3 double de celle utilisée habituellement. Une
amélioration de l'enracinement sur un milieu de Heller, avec la double concentration de NaNO3
a ét€ observée sur les bourgeons comparée A 1'enracinement des bourgeons témoin (Tableau
12).

- L'addition de naphtylacétamide (NAM) a 0,1 mg.I'! au milieu de Heller a permis
d'obtenir 76% d'enracinement des pousses feuillées (Tableau 4). Le NAM est métabolisé par la
chicorée a I'aide d'hydrolases aspécifiques (Vuylsteker et al., 1992). Les plantes sont capables
de transformer le NAM en acide naphtylacétique (ANA) qui est une molécule ayant des
propriétés auxinomimétique ; cultivées en présence de 0,1 mg.l'1 de NAM, les pousses
néoformées différencient de nombreuses racines. Cependant un petit cal se développe 2 la base
de la pousse mais cela ne nuit pas au développement de la plantule.

n % d'enracinement
100 mg. I-! de proline 29 27,5
2 x NaNO3 25 36
0,1 mg. I'1 de NAM 33 76
H10 31 25

Tableau 12 : Effet de la proline, du NAM et d'une double concentration de nitrate sur
I'enracinement des bourgeons aprés un mois de culture sur un milieu de base

(H10, saccharose 10 g.I'1).

n : nombre de bourgeons mis en culture.
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Apres avoir testé divers facteurs en vue d'améliorer I'enracinement, nous sommes
parvenu grice en utilisant du NAM 2 0,1 mg.l'1, A provoquer l'enracinement de 76 % de
bourgeons.

Les bourgeons qui ne se sont pas enracinés sont soit des bourgeons de taille réduite (0.5 cm)
dont la croissance semble Etre arrétée, soit des bourgeons vitreux.

6. Conclusion

Nous avons montré qu'a partir de racines tubérisées, de feuilles et de cotylédons de
chicorée, il était possible de régénérer des bourgeons et de les enraciner facilement en présence
du NAM. Notre travail de transformation pouvait donc commencer.

7. Test de sensibilité a la kanamycine

Nous avions a notre disposition trois types de tissus de chicorée : des racines
tubérisées, des feuilles et des cotylédons. 11 était alors indispensable, avant de commencer la
transformation, de définir les doses 1étales de l'antibiotique 2 employer dans les milieux
d'induction et de différenciation des bourgeons.

Pour cela, nous avons ajouté aux milieux de culture des concentrations croissantes de
kanamycine. La kanamycine représente un marqueur de sélection fiable, qui est utilisé
fréquemment dans des constructions de vecteurs servant 2 la transformation de trés nombreuses
plantes. C'est aussi un géne stable dans lequel aucune mutation spontanée n'a été jusqu'a
présent rapportée.

La kanamycine a été introduite aseptiquement dans le milieu de culture maintenu & 45°C.
- Une gamme de kanamycine : 0, 10, 20 30, 50, 75, 100 et 150 pug.ml-! a été utilisée afin de
déterminer la concentration létale.

Un autre antibiotique a été incorporé dans le milieu de culture : la céfotaxime
(céfotaxime, Hoechst). La céfotaxime, agent bactériostatique, inhibe le développement des
agrobactéries, et n'est toxique pour les végétaux qu'a de trés fortes concentrations. Nous
l'avons utilis€ A une concentration de 500 pg.mi-1.
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7-1 Explants racinaires

Des fragments de 2 & 3 mm d'épaisseur sont prélevés au niveau de I'assise cambiale
dans la moitié supérieure de la racine et sont mis en culture en présence de différentes
concentrations de 'agent sélectif.

Les explants produisant des bourgeons sur du milieu H5 contenant différentes
concentrations de kanamycine ont été comptés apres trois semaines de culture. La figure 9
montre qu'a 75 pg.ml-1 de kanamycine, la production de bourgeons par les explants racinaires
est completement inhibée. Cette concentration est alors utilisée pour la sélection des bourgeons
transformés.
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Figure 9 : Test de sensibilité a la kanamycine effectué sur des explants de racines tubérisées
de Cichorium intybus L. var Witloof.
% de bgt : nombre d'explants régénérant des bourgeons sur le nombre total d'explants

racinaires testés.
nb bg/ expl : nombre de bourgeons formés par explant racinaire.
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7-2 Explants foliaires

Des explants foliaires ont été cultivés sur le milicu M'2 en présence des mémes teneurs
variables de kanamycine, afin de déterminer la concentration 1étale.

Apres trois semaines de culture en présence des différentes concentrations de
kanamycine, les cals et les bourgeons ont été dénombrés sur les explants foliaires.
La figure 10 montre qu'au dela de 50 pg.ml-1, I'explant foliaire se nécrose et ne forme aucun
bourgeon.
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Figure 10 : Test de sensibilité & la kanamycine effectué sur des explants foliaires de
Cichorium intybus L. var Witloof.

% d'expl. cal : nombre d'explants foliaires avec des cals sur le nombre total d'explants.

% de bgt : % de bourgeonnement : nombre d'explants régénérant des bourgeons sur le nombre
total d'explants foliaires testés.

nb bg/ expl : nombre de bourgeons formés par explant foliaire.
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7-3 Explants cotylédonaires

La méme gamme de kanamycine utilisée pour les feuilles a été employée sur les
explants cotylédonaires étiolés (Figure 11).

100 L 12
@ | B % exp. cal
8 ,’ [ % de bt L0 g
5 80 7 ’ [ nb bgt/exp &
= A L8 S
© ’ 8
@ 60 - ’ O
- / Lo £
3 Il # g
> / ©
8 401 4 8
a / = ,
LR | 7 E
g 20 )
*’ 5
R l ‘

o AL CR— S —

0 10 20 30 50 75 100 150

Kanamycine pg.ml-1

Figure 11 : Test de sensibilité a 1a kanamycine effectué sur des explants de cotylédons étiolés
de Cichorium intybus L.

% d'explant.cal : nombre d'explants cotylédonaires avec des cals sur le nombre total d'explant.
% de bgt = % de bourgeonnement : nombre d'explant régénérant des bourgeons sur le nombre
total d'explants cotylédonaires testés.

nb bg/ exp : nombre de bourgeons formés par explant.

Une concentration de kanamycine de 50 pg.ml-! inhibe complétement le développement
de bourgeons sur les explants cotylédonaires.
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8. Conclusion

Les résultats montrent que les différents tissus de la chicorée sont sensibles a la
kanamycine et que celle ci est 1étale a2 75 pg. ml-1 pour les trois types d'organes. Bien que la
sensibilité des feuilles et des cotylédons soit plus importante que celle des explants racinaires,
nous avons conservé cette concentration dans toutes nos expériences ultérieures.

II Transformation par Agrobacterium tumefaciens

La transformation de la chicorée est envisageable car les processus de la régénération et
de l'enracinement sont maitris€s. Nous avons commencé, pour la transformation des différents
organes de la chicorée, par l'utilisation de deux souches d'Agrobacterium tumefaciens : la
souche pTDE4 et la souche pGSGLUCI. Leur ADN-T comportent deux geénes d'origine
bactérienne : le géne de la néomycine phosphotransférase II (nptll) qui confere la résistance a 1a
kanamycine et le géne de la B-glucuronidase (géne uidA) qui catalyse le clivage de nombreux
B-glucuronides. Ces génes sont régulés par des promoteurs différents : les genes de 'ADN-T
de la construction pGSGLUC! sont contrlés par un promoteur double TR 1'-2'de la
mannopine synthase ; ceux de la construction pTDE4 sont contrdlés par deux promoteurs
différents. Le promoteur 35 S du Virus de la Mosaique du chou-fleur (CaMV) contrdle le géne
uidA et le promoteur nos de la nopaline synthase précede le géne nptil.

Ces deux constructions sont utilisées pour comparer I'expression du géne uidA sous le
promoteur TR et 35S dans les tissus de la chicorée.

Nous nous sommes également servi d'une troisi¢me souche (LBA4404). Cette souche
posséde un plasmide binaire pVDH124 qui a le méme ADN-T que la construction pTDEA4, si ce
n'est que la séquence codante du géne de 1a B-glucuronidase contient un intron (Vancanneyt et
al., 1990) empéchant son expression chez les bactéries. Grice a cette derniére caractéristique,
cette souche est utilisée pour cribler les explants pour leur compétence & exprimer les genes
introduits et pour estimer leur efficacité a la transformation.
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1. Transformation des explants racinaires

Les fragments de 6 mm de diametre et de 2 & 3 mm d'épaisseur préparés a partir
d'explants racinaires sont co-infectés dans un milieu composé de 1 ml d'une suspension de
bactéries qui ont été€ cultivés pendant une nuit et de 9 ml d'un milieu H5 liquide. Aprés
coculture, les explants sont lavés dans le milieu H5 contenant le céfotaxime puis séchés et
transférés sur le milieu de sélection. Ce dernier comprend :

- les éléments minéraux de Heller
- 5 g.I'! de saccharose

- 75 ug.mil-1 de kanamycine

- 500 pg.ml-! de céfotaxime

Les explants sont placés dans une salle de culture ol la température est de 24 +2°C le
jour, et 20 + 2°C la nuit, avec une photopériode de 16 h de lumiere et 8 h d'obscurité .

Les explants racinaires forment des bourgeons aprés 15 jours de culture sur le milieu de
sélection. 11 se forme 1 & 3 bourgeons par explant transformé avec les souches pPGSGLUCI1 ou
pTDE4 (tableau 13) (planche 2A). Lorsque ces bourgeons atteignent une taille de 0,5 2 1 cm,
ils sont transférés dans des bocaux contenant le milieu d'enracinement (H10 avec 0,1mg.1-! de
NAM et 75 ig.ml-! de kanamycine).

La fréquence de transformation, exprimée en pourcent d'explants ayant des bourgeons
résistants et rapportée au nombre d'explants mis en culture.

Vecteurs Nombre Explants avec Nombre de Fréquence de
utilisés d'explants bourgeons bourgeons transformation
testés résistants transformés (%)
pTDEA4 60 3 9 5
pGSGL 57 3 5 5
UC1

Tableau 13 : Efficacité de transformation d'explants racinaires de chicorée par les
constructions pTDE4 et pGSGLUCI1.
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Les résultats (tableau 13) indiquent que la fréquence de transformation des explants
racinaires est identique pour les deux constructions. Cette fréquence paraissant faible, nous
avons alors essayé d'améliorer la transformation en utilisant d'autres facteurs susceptibles
d'augmenter son efficacité de transformation. Nous avons testé les effets de 1'acétosyringone,
d'une durée de coculture de trois jours et de cinq jours, d'un milieu de coculture liquide et enfin
d'une condition ot une couche de bactérie cultivée en milieu solide a ét€ étendue sur les
explants racinaires pendant 24 h ou 48 h.

1-1 Optimisation des conditions de la transformation
1-1-1 Influence de l'acétosyringone

La transformation des plantes par Agrobacterium est réalisée apres blessure de la plante.
Stachel et al, (1985) ont montré que la synthése de certains composés phénoliques comme
I'acétosyringone (AS) ou I'hydroxy-acétosyringone (AS-OH) augmentent au cours de la
blessure de Nicotiana tabacum. Ainsi, I'infection par Agrobacterium nécessite des stimuli
produits lors des blessures de cellules. Nous avons pensé que les explants racinaires de la
chicorée ne synthétisaient pas suffisamment ces substances au cours de la blessure, c'est pour
cette raison que nous avons ajouté i la suspension bactérienne de I'acétosyringone a différentes
concentration sous forme de 3',5'diméthoxy-4-hydroxyacétophénone. Cette gamme (20, 50,
70, 100 pM) est ajoutée 2 la suspension bactérienne au moment de l'infection pour augmenter
I'efficacité de la transformation et pour déterminer une concentration favorisant au maximum la
transformation d'explants racinaires. Les résultats sont présentés dans le tableau 6.

De fagon surprenante, l'acétosyringone est sans effet sur la stimulation de la virulence
des souches pTDE4 et pGSGLUCI. En effet, les résultats montrent qu'un traitement par
I'acétosyringone n'augmente pas le pourcentage de transformation d'explants racinaires
comparé aux explants transformés sans acétosyringone (tableau 14).
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Concentrations 0 20 50 75 100
en AS (UM)
pGSGLUC1 3/57 121 1725 3/61 3/54
(5%) (4,8%) 4%) (4,9%) (5,5%)
pTDE4 3/60 4173 3/55 2/43 2/37
(5%) (5,4%) (5,4%) (4,7%) (5,4%)

Tableau 14 : Effet de 1'acétosyringone sur la fréquence de transformation des explants
racinaires de la chicorée.

La fréquence exprimée en nombre d'explants régénérant des bourgeons sur le milieu de
sélection par rapport au nombre total d'explants est donnée entre parentheses.

1-1-2 Influence de la durée de coculture

Dans le but d'augmenter I'efficacité de transformation, nous avons prolongé le temps de
contact (plus de 48h) des explants avec les bactéries. Ainsi, avons nous utilisé des durées de
contacts plante-bactéries de 3 et 5 jours.

Apres une coculture de 3 et de 5 jours, nous remarquons que les explants deviennent rouges
puis bruns et quand ils sont transférés sur le milieu de sélection, ils se nécrosent et ne
régénérent pas de bourgeons.

Une durée de coculture de plus de 72 h n'augmente donc pas le taux de transformation, et la
meilleure fréquence de transformation est obtenue pour des temps de coculture de 48 h. La
croissance bactérienne sur les explants est trés importante au bout de trois jours ce qui pourrait
entrainer la mort des cellules végétales.

1-1-3 Influence de la nature de l'inoculation

Des expériences préliminaires sur la carotte montrent qu'une inoculation des explants
par des bactéries cultivées sur milieu gélosé est efficace pour la transformation (Guivarh et al.,
1992). Nous avons essayé une condition ol une couche de bactéries fraichement cultivées et
prélevées directement sur boite de Pétri, est étendue sur les explants racinaires.
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Par ailleurs, une coculture en milieu liquide a été utilisé avec succes chez Arabidopsis
(Sangwan et al., 1993) Nous avons alors testé cette technique de transformation sur les
explants racinaires.

Afin d'éviter un développement trés important des bactéries, la durée de contact avec les
explants a été réduite. Le temps de coculture est de 24 h aussi bien que lors de 'étalement
d'une couche bactérienne sur les explants.

Dans les deux cas, les explants deviennent trés friables, fortement envahis par les
bactéries. Ceci laisse supposer que les cellules sont en mauvais état physiologique. De plus, les
explants ne régénérent plus aucun organe lorsqu'ils sont transférés sur le milieu de sélection.
La chute du taux de transformation de pousses feuillées est probablement induite par un "stress
bactérien".

1-2 Test histochimique

Les bourgeons sélectionnés a partir d'explants racinaires, lors d'une coculture de 48 h,
ont été€ analysés pour vérifier I'expression du géne uidA. Toutes les premicres feuilles des
bourgeons test€s montrent un test GUS positif, témoignant de la présence du géne uidA.
Cependant, quand le test est effectué sur de nouvelles feuilles (stades trois feuilles et plus),
I'expression du geéne est absente. Ceci suggere que les bourgeons issus de racines tubérisées
sont chimériques. En effet, il est probable que l'antibiotique diffuse trop lentement dans les
trongons de racines tubérisées, ce qui conduit a la formation de bourgeons chimériques
échappant a la sélection. La présence de cellules transformées permet de détoxifier
I'antibiotique ce qui favorise le développement de bourgeons & partir de cellules non
transformées. L'activité GUS finira par disparaitre dans les bourgeons du fait de la dilution des
cellules transformées pendant la croissance de la plantule.

L'expression peut étre aussi transitoire si 'ADN-T n'est pas intégré dans le génome des
cellules.

Il aurait peut &tre fallu, pour surmonter cet obstacle, augmenter le niveau de sélection en
utilisant des concentrations plus élevées de kanamycine, ce qui aurait limité 1'obtention de
bourgeons chimériques.
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1-3 Conclusion

La mise au point d'un protocole de transformation de la chicorée a partir d'explants
racinaires n'a pas donné entiere satisfaction. Des bourgeons chimériques sont obtenus. Ils
présentent une activité GUS instable dans le temps.

Nous avons décidé d'abandonner I'utilisation d'explants de racines tubérisées pour
plusieurs raisons :

- les réserves importantes contenues dans les explants racinaires sont a l'origine d'une
rapide différenciation de bourgeons ce qui peut étre néfaste 2 la transformation. En effet, les
bourgeons pourraient se différencier avant que la transformation ne soit effective, ce qui
pourrait conduire a la production de plantes chimériques.

- le développement de cellules sensibles a la kanamycine dans un explant racinaire
transformé aurait pu passer inapergu au cours de la sélection. Les cellules transformées sont
diluées dans la masse cellulaire qui différencie des organes et par conséquent, une expression
instable sera trés fréquente.

- les explants racinaires sont constitués essentiellement de cellules cambiales qui
possedent des caractéristiques méristématiques et qui se sont révélées incompétentes a la
transformation.

2. Transformation des explants foliaires et cotylédonaires

Les explants foliaires et cotylédonaires blessés transversalement ou longitudinalement
sont mis en contact avec une culture bactérienne d'une nuit diluée au 1/10 dans le milieu MS
liquide. Les explants sont laissés dans ce milieu pendant 20 min puis sont séchés sur du papier
filtre stérile avant d'étre placés sur le milieu M2 pour la coculture. Aprés une coculture de 48
h, les explants sont rincés dans un milieu MS contenant de la céfotaxime, séchés sur papier
filtre stérile et transférés sur le milieu de sélection. Ce dernier comprend :

- le milieu M2

- 10 g.I'! de saccharose

- 75 ng.ml-! de kanamycine

- 500 pg.ml-! de céfotaxime
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Les antibiotiques sont susceptibles d'€tre dégradés, le milieu de sélection est renouvelé
toutes les trois semaines.

Les conditions de culture pendant la sélection sont identiques a celles utilisées pour les explants
racinaires.

A l'issue de ces premiers essais de transformation, nous avons remarqué que les
explants foliaires et cotylédonaires développent des cals qui se desséchent rapidement. Etant
donné cette sensibilité des tissus de chicorée a 1'agent sélectif, la concentration l1étale de
kanamycine n'a pas ét¢ immédiatement utilisée. Une stratégie de sélection en deux temps a été
employée. Dans un premier temps, une concentration de 50 pg. mi-! de kanamycine a été
appliquée pendant 5 jours, puis les explants ont été transférés sur un milieu contenant 75
ug.ml-!1 de kanamycine.

Nous avons également utilisé, pour la suite du travail, de 1'acétosyringone a 100 uM qui est
ajoutée a la suspension bactérienne au moment de 1'infection.

Des expériences réalisées en présence de 50 jig.ml-! de kanamycine et de 100 uM d'AS
ont permis la formation de cals puis de bourgeons sur les explants foliaires et cotylédonaires a
I'endroit des incisions (planche 2B, 2C). Afin d'éviter les effets inhibiteurs des cellules mortes
non transformées qui peuvent entourer les cellules transformées (Everett et al., 1987 ; Graham
et McNicol, 1990), le cal portant les bourgeons néoformés est séparé de I'explant-mére et remis
en culture sur un nouveau milieu de sélection.

Le nombre de bourgeons obtenus varie de 1 2 4 par explant foliaire ou cotylédonaire.
Les résultats (tableau 15) montrent que les explants cotylédonaires présentent le pourcentage de
transformation le plus élevé (15%), pour la souche pTDEA4. 1l est faible avec la souche
pGSGLUCI. Toutefois, les cotylédons constinuent toujours un bon tissu de transformation
pour la chicorée.

Bien que les feuilles aient une grande capacité de régénération par rapport aux
cotylédons, leur fréquence de transformation est faible. Pour les feuilles, et avec la souche
pTDEA4, cette fréquence est de 9% alors qu'elle est de 15% pour les cotylédons. Les cotylédons
constituent donc l'organe le plus apte 2 la transformation de 1a chicorée.
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PLANCHE 2

Transformation génétique sur différents organes de la chicorée via
Agrobacterium tumefaciens

Figures A, B et C : les différents explants de la chicorée sont cocultivés pendant
48h avec les agrobactéries, puis repiqués sur milieu de régénération en présence de 75 pg. mi-1
de kanamycine et de 500 pg.ml-! de céfotaxime (milieu de sélection) pendant trois semaines.
(A) : les explants de racines tubérisées régénerent des bourgeons transformés sur le milieu de
sélection (fleche a gauche) alors que les sensibles ne bourgeonnent pas (fléche a droite). (B) :
seuls les explants foliaires transformés produisent des pousses feuillées en présence de
kanamycine (fleches). (C) : des bourgeons transformés apparaissent au niveau des blessures
effectuées sur les cotylédons (fleches).



Planche 2
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Explant Vecteurs Nombre Explants Nombre de Fréquence de
d'explants avec bourgeons transformation
testés bourgeons transformés (%)
résistants
feuille pTDE4 45 4 11 9
pGSGLUC1 84 5 7 6
Cotylédon pTDE4 60 9 21 15
pGSGLUCI1 71 7 13 10

Table 15 : Efficacité de transformation d'explants foliaires et cotylédonaires de chicorée avec
les souches pTDE4 et pGSGLUCI1.

2-1 Evénement transformationnel précoce

Afin de tester la sensibilité de la chicorée 2 une autre souche d'Agrobacterium
tumefaciens, nous avons utilisé 1a souche LBA4404 contenant le plasmide pVD1124. Cette
souche poss¢de comme geéne de sélection le géne nptll placé derri¢re le promoteur nos et
comme geéne marqueur le géne uidA qui contient un intron dans sa séquence. La bactérie est
incapable d'effectuer I'épissage et donc 'expression du géne uidA-intron ne se fait pas dans la
bactérie. Cette souche permet I'étude des événements transformationnels précoces suivant la
coculture. En effet, la coculture des explants avec Agrobacterium conduit a 1'agrégation de
bactéries sur toute la surface des explants au bout de 48 h. Aprés le ringage une grande partie
des bactéries est éliminée. Mais des bactéries ayant pénétré les vaisseaux et les méats
intercellulaires ne sont éliminées que plus tard. Ainsi le test GUS précoce, qui peut déja €tre
réalisé au bout d'une semaine, empéche tout artefact de transformation qui pourrait se produire
si le géne uidA ne contenait pas d'intron.

L'utilisation de cette souche d'Agrobacterium tumefaciens permet donc une
détermination précoce de l'efficacité des conditions de transformation et une localisation des

cellules infectées au niveau de 1'explant végétal.

Des explants foliaires et cotylédonaires transformés par cette souche ont subi un test
GUS qui permet de visualiser les cellules transformées par 1a construction pVD1124. Le test a
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été fait une semaine apres la coculture des explants. Les résultats (planche 3A, 3B) montrent
d'une part que l'infection bactérienne concerne surtout les régions des blessures qui favorisent
la prolifération de cals puis la différentiation de bourgeons. D'autre part l'efficacité de transfert
et d'expression du geéne rapporteur est largement supérieure pour les cellules du tissu
cotylédonaire que pour celles des tissus foliaire. De plus, les résultats (tableau 16), indiquent
que les explants cotylédonaires présentent une efficacité de transformation plus élevée que les
explants foliaires. Les résultats du test GUS précoce confirme le fait que les explants
cotylédonaires constituent I'organe le mieux adapté 2 la transformation de la chicorée.

Origine de Nombre Explants avec Fréquence de
I’explant d'explants bourgeons résistants transformation
testés (%)
Feuilles 49 3 6
Cotylédons 47 4 8.5

Tableau 16 : Efficacité de transformation d'explants foliaires et cotylédonaires de chicorée
avec la construction pVD1124 d'Agrobacterium tumefaciens.

La chicorée est capable d'étre transformé par la souche pVD1124. Cependant la
fréquence de transformation est faible par rapport a la souche pTDE4. Toutefois, pour les
trois constructions utilisées, la fréquence de transformation reste importante pour les explants
cotylédonaires.

2-2 Effet d'une préculture

Les tissus de la chicorée réagissent mieux 2 la construction pTDE4 qui favorise une
meilleure transformation par rapport aux deux autres constructions utilisées (pGSGLUCI1 et
pVD1124). Ainsi, afin d'optimiser la transformation de la chicorée, nous avons testé 1'effet
d'une préculture de 3 jours d'explants foliaires et cotylédonaires avec la souche pTDE4. La
préculture est faite sur un milieu qui induit la callogené¢se. Les explants dilacérés sont déposés
sur le milieu M'2 additionné de 0,1 mg. 1-1 de 2,4-D. Une cicatrisation apparait au niveau de
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blessures au bout de 72h de préculture. Apres I'étape de coculture de 48 h, les explants sont
transplantés sur un milieu contenant la concentration létale de kanamycine. Cette opération vise
a réduire les risques d'échappement qui pourraient résulter des proliférations cellulaires induits
pendant la phase de préculture.

Origine de Nombre Explants avec Fréquence de
I’explant d'explants testés bourgeons résistants transformation
(%)
Feuilles 64 10 16
Cotylédons 84 9 11

Tableau 17 : Fréquence de transformation avec le vecteur pTDE4 apres 3 jours de préculture
des explants foliaires et cotylédonaires.

Les résultats (tableau 17) montrent que la fréquence de transformation est augmentée
chez les explants foliaires d'un facteur de 1,8 apreés une phase de préculture de 3 jours.
Curieusement, chez les explants cotylédonaires, la fréquence de transformation est diminuée
par rapport a la condition sans préculture.

Nous n'avons pas essayé de durées de préculture au dela de trois jours pour la simple
raison qu'un prétraitement hormonal induit la formation d'un cal blanchétre incapable de
régénérer des bourgeons (planche 3C).

La préculture de feuilles de chicorée pendant 3 jours a permis l'induction d'un cal sur
lequel s'est différencié un nombre important de bourgeons. Il est probable que 1'induction de
cal a augmenté le nombre des cellules compétentes a la transformation. Le transfert des
explants, apreés la coculture, sur un milieu d'induction de bourgeons (milieu avec BAP
uniquement) est nécessaire pour provoquer la transition d'une prolifération de cal 4 une
croissance organisée qui aboutira 3 une différenciation de bourgeons néoformés.
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Figures A et B : Analyse histochimique effectuée sur les cotylédons et les feuilles de Cichorium
intybus L.

Les fragments cotylédonaires (A) et foliaires (B) ont été cultivés deux jours avec l'agrobactérie
(pVD1124) ayant un intron dans le géne uidA, sur le milieu de régénération sans agent sélectif,
puis cultivés sur le milieu de régénération contenant 75 pg.ml-! de kanamycine et 500 pug.ml-! de
céfotaxime. Ces fragments sont ensuite incubés & 37°C en présence du X-GLUC afin de révéler
T'activité de la B-glucuronidase. On peut remarquer sur la figure A, que les cotylédons montrent
plusieurs zones colorées en bleu a 'endroit des incisions. par contre sur les feuilles, figure B, trés
peu de zones présentent la coloration bleue.

Figures C et D : Effet d'une étape de préculture sur les explants foliaires.

Des fragments foliaires sont cultivés pendant trois jours (figure D) ou plus (figure C) sur le milieu
M2 d'induction de callogengse (0,1 mg.I-! 2,4-D et 0,1 mg.1-1 de BAP) puis cultivés pendant trois
semaines sur le.milieu M'2 (0,1mg.l-1 de BAP). On peut remarquer q'une étape de préculture de
plus de trois jours (figure C) ne favorise pas la formation de bourgeons.



Planche 3
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Afin de vérifier la stabilité de la transformation des bourgeons, le test GUS est effectué
aux différents stades de développement des bourgeons transformés. Il révele une activité B-
glucuronidase stable au cours du développement de la plantule.
Les bourgeons qui se différencient au bout de 2 & 3 semaines de sélection, sont repiqués sur le
milieu d'enracinement contenant 50 ug.ml-! de kanamycine.

Bien que I'amélioration de 'enracinement ait été étudiée, il semble que 1'enracinement
soit rendu difficile par la présence de l'antibiotique. Ici encore, nous avons envisagé un
enracinement sur le milieu sélectif en deux temps. Dans un premier temps, les bourgeons sont
transférés dans des bocaux contenant une concentration plus faible de kanamycine
(50 pg.ml-1). Dans un second temps, des milieux contenant 75 pg.ml-! de kanamycine ont été
utilisés. Nous avons constaté que 60% de ces bourgeons s'enracinent et se développent sur le
milieu de sélection.

La différence entre un bourgeon transformé et un non-transformé est facilement
observée. En effet, aprés deux semaines de culture sur le milieu de sélection, les bourgeons
non-transformés blanchissent et se nécrosent, alors que les bourgeons transformés continuent &
se développer. La vitrosité et la taille réduite de certains bourgeons qui ne se développent plus
apres avoir atteint une taille de 0,5 mm ont €t€ responsables de la perte de plusieurs bourgeons
transformés non enracinés.

2-3 Conclusion

L'optimisation du protocole de transformation des explants foliaires et cotylédonaires de
la chicorée par Agrobacterium tumefaciens a permis de développer une méthode de
transformation qui se révele rapide et efficace. Cette méthode permet de régénérer des plantes
transgéniques présentant un phénotype normal. Cette optimisation réveéle d'une part 1'intérét
des explants cotylédonaires pour la transformation et d'autre part 1'importance d'une préculture
des explants foliaires, en présence d'hormones (0,1 mg.I'! de 2,4-D et 0,1 mg.I'! de BAP),
avant l'infection bactérienne.

En ce qui concerne les explants foliaires, une étape de préculture de trois jours était
nécessaire pour améliorer la transformation. Ceci montre que la préculture provoque une
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reprise d'activité cellulaire pour une transformation efficace des cellules de 1'explant. La
préculture pourrait entrainer une accumulation de substances activant la virulence et pourrait
faciliter 'adhésion de la bactérie a la cellule végétale.

Pour les cotylédons, un protocole simple et rapide a ét€ mis au point. En effet, une
amélioration de la fréquence de la transformation a ét€ réalisée en présence de 'acétosyringone.
Au bout de trois semaines, des bourgeons transformés se forment. Une préculture n'améliore
pas la fréquence de transformation et aurait méme tendance a la diminuer. Il nous apparu
intéréssant de procéder également & une analyse histologique afin de suivre 1'évolution des
cellules cotylédonaires.

3. Adhésion bactérienne

Afin de déterminer si la nature de 'organe prélevé ou si la phase de précultureinfluait
sur I'adhésion des bactéries, des observations en microscopie €lectronique a balayage ou par
transmission ont été effectuées. Les résultats montrent que la densité bactérienne varie avec la
nature de I'organe étudié, ainsi qu'avec les conditions de culture.

Les explants racinaires, foliaires et cotylédonaires, ayant subi ou non une étape de
préculture, ont été infectés par une suspension bactérienne préparée a partir de la souche
pTDEA4. Apres 48 h de coculture, les explants sont rincés avec du tampon cacodylate 0,1M pH
7,2 par agitation manuelle pendant 20 s. Les échantillons sont ensuite préparés suivant la
méthode de McCowan et al. (1978). L'observation en microscopie électronique a balayage
permet de mettre en évidence les bactéries sur la surface de l'explant. Pour la microscopie
électronique 3 transmission des coupes trés fines (0,6 pm) ont été réalisées sur ces mémes
explants afin de mettre en évidence les bactéries a la surface des cellules.

3-1 Condition sans préculture

Les observations faites en microscopie électronique par balayage montrent que les
bactéries sont surtout présentes sur le bord de l'explant racinaire qui correspond a la zone de
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coupure de 1'explant (planche 4A). Par contre, leur densité devient tres faible au centre de
I'explant (planche 4B). Les bactéries semble €tre attirées par les cellules de l'assise génératrice
constituée de cellules cambiales. Les résultats des coupes faites en microscopie €lectronique a

transmission montrent que les bactéries sont surtout présentes dans les méats intercellulaires
(planche 4E).

b- Feuilles

Sur les explants foliaires, la densité des bactéries est trés importante au niveau des
incisions (planche 5A). Par ailleurs, les bactéries sont peu nombreuses sur les surfaces foliaires
non blessées (planche 5B). Ce résultat confirme que l'infection bactérienne nécessite des
surfaces blessées qui peuvent produire des stimuli attirant Agrobacterium.

La présence d'une cuticule doit empécher 1'adhérence des bactéries. L'analyse des coupes sur
microscope €lectronique a transmission montre que trés peu de bactéries sont présentes entre
les cellules (planche SE).

¢- Cotylédons

Toute la surface cotylédonaire est envahie par les bactéries (planche 6B) et leur présence
est surtout importante au niveau des blessures (planche 6A). Les coupes obervées en
microscopie €lectronique a transmission montrent que les bactéries semblent €tre attachées i la
paroi cellulaire (planche 6E, 6F).

3-2 Condition avec préculture

Les explants foliaires et cotylédonnaires sont mis en préculture pendant 3 jours sur le

milieu de MS contenant 0,1 mg.I'! de BAP ; 0,img.1-1 2,4-D et 10 g.I-1 de saccharose. La
coculture de ces explants en présence de bactéries dure 48h.

_ Raci bérisé

La densité bactérienne est importante au niveau des blessures, mais nettement plus
faible au centre de 'explant (planche 4C, 4D, 4F). Ce résultat est comparable a celui observé
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dans des conditions sans préculture. Celle des explants issus de racines tubérisées n' a pas
d'effet sur la colonisation des explants par les bactéries.

b- Feuilles

Les bactéries sont présentes en forte densité sur toute la surface de I'explant (planche
5C, 5D). Il semblerait que la préculture attire d'avantage les bactéries favorisant leur adhésion
sur toute la surface foliaire. L'analyse des coupes en microscopie €lectronique a transmission
révele une forte présence des bactéries a la surface des cellules (planche 5F).

¢- Cotylédons

Les bactéries sont surtout localisées au niveau de l'incision (planche 6C, 6D). Leur
présence est faible dans les parties non blessées contrairement & ce qui a ét€ observé sur
cotylédons sans préculture. En microscopie a transmission on observe, & proximité des
cellules, la formation d'une couche extracellulaire dont la nature n'a pas été déterminée (planche
6H).

3-3 Conclusion

Chez les explants racinaires, malgré la forte présence des bactéries sur leur bords, la
transformation reste faible. Ce résultat peut s'expliquer par l'incompétence 2 la transformation
des cellules méristématiques des explants racinaires de la chicorée.

Contrairement aux explants racinaires, il semble exister une corrélation entre la densité
élevée de bactéries sur les explants foliaires et cotylédonaires et I'aptitude a la transformation.

Pour les explants foliaires, une préculture de trois jours, ou la fréquence de
transformation est élevée, conduit & une forte agrégation des bactéries sur toute la surface de
I'explant. La préculture semble €tre efficace pour la transformation des explants foliaires par
Agrobacterium.
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PLANCHE 4

Analyse de 1'adhésion bactérienne au niveau tissulaire et cellulaire des
explants de racines tubérisées a 1'aide de la microscopie électronique
a balayage et a transmission

En mi ie €l

Les explants sont cultivés sans 1'étape de préculture Figures A et B et avec une étape de
préclture Figures C et D

On note qu 'en (A) et (C), les bactéries s'attachent au bord de l'explant (fleche) tandis
que qu'en (B) et (D) elles se trouvent au centre de 'explants.

Barre = 10 um.

En mi . . i<sion

Les explants racinaires sont cultivés sans préculture figure E et avec préculture figures F.
Sur les deux figures, nous notons la présence des bactéries au niveau des méats

intercellulaires.

Barre =2 um.
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PLANCHE 5

Analyse de 1'adhésion bactérienne au niveau tissulaire et cellulaire des
explants foliaires a 1'aide de la microscopie électronique a balayage et
a transmission

En microscopie €l nique 3

Les explants foliaires sont cultivés sans preculture figure A et B et avec preculture
C et D. En (A) et (C), les bactéries sont concentrées au niveau des incisions, alors
qu'au niveau tissulaires (C) et (D) elles sont dispersées. On note une forte densité des
bactéries apres 1'étape de préculture (figures A et C).
Barre = 10 um.

En microscopie électronique 3 transmission

Les explants foliaires sont cultivés sans préculture figure E est on note une trés
faible présence des bactéries au niveau cellulaire. Aprés preculture, les bactéries se

retrouvent en forte densité aux contacts des cellules (F).

Barre = 2 um.
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PLANCHE 6

Analyse de I'adhésion bactérienne au niveau tissulaire et cellulaire des
explants cotylédonaires 2 l'aide de la microscopie €électronique a
balayage et a transmission

En microscopie électronique 3 balayage

Sans préculture

(A) : les bactéries sont fortement présentes au niveau des incisions (fleches) et
sur toute la surface cotylédonaire (B).

Avec préculture

(C) : Agrégation des bactéries au niveau des incisions.
(D) : Agrandissement de I'encadré en C.

Barre = 10 um.
En microscopie électronique 3 transmission.
Sans préculture

(E) : Mise en évidence des bactéries contre les parois cellulaires
(F) : Agrandissement d'une partie de la photo en (E).

Avec préculture

(G) : Présence bactérienne entre les cellules
(H) : Mise en évidence d'une couche extracellulaire au niveau de la paroi

Barre =2 um.



Planche 6
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En ce qui concerne les explants cotylédonaires, I'étape de préculture n'a pas d'effet sur
leur colonisation par les bactéries et par conséquent, sur la fréquence de transformation.
Cependant, 1'analyse en microscopie a transmission a révél€ la présence de bactéries entre les
cellules. La question qui se pose maintenant est de savoir si la couche extracellulaire formée
suite 4 la préculture des explants cotylédonaires ne serait pas responsable d'une faible
régénération des explants cotylédonaires.

4. Détection de protéine type vitronectine et fibronectine

Chez les plantes, la premicre surface exposée aux bactéries est la paroi. La participation
d'adhésines bactériennes et végétales a l'attachement des bactéries aux parois végétales a déja
été décrite. Ainsi, lorsque 1'adhésion s'établit, les bactéries s'attachent ensuite par la mise en
place d'interactions spécifiques entre deux structures complémentaires, I'une localisée a la
surface bactérienne, l'autre au niveau de la cellule reconnue. Nous voulions savoir si un tel
mécanisme existe chez la chicorée. Pour cela nous avons, dans un premier temps, cherché si
les protéines de type vitronectine et fibronectine, décrites chez plusieurs espéces végétales,
existent dans les tissus de la chicorée. Nous nous sommes servis d'un anticorps monoclonal
anti-vitronectine et d'anticorps monoclonal dirigé contre de la fibronectine humaine pour
détecter ces protéines de surface.

Apres fixation décrite (matériels et méthodes), les explants de la chicorée ont été incubés
en présence d'un anticorps monoclonal anti-vitronectine ou d'anticorps anti-fibronectine. Un
second anticorps anti souris marqué a la fluorescéine a ét€ utilisé pour mettre en évidence les
protéines de types vitronectine et fibronectine.

Les résultats montrent que les tissus des racines tubérisées ne présentent pratiquement
pas de protéines type vitronectine contrairement aux tissus cotylédonaires et surtout aux tissus
foliaires. Les protéines de type fibronectine n'ont été détectées chez aucun organe de la
chicorée.

Pour localiser précisément la protéine type vitronectine sur les cellules, des coupes trés
fines (0,6 um) ont été réalis€es sur des fragments foliaires. Les coupes ont été traités par les
anticorps anti-vitronectine ou anti-fibronectine et la révelation du marquage a été effectuée a
l'aide d'anticorps marqué a la fluorescéine. L'analyse en microscopie a fluorescence a une
longueur d'onde de 490 nm, indique une fluorescence caractéristique de la FITC ce qui pourrait
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correspondre 2 des protéines type vitronectine. Celle-ci existe au niveau pariétal et dans des
structures discrétes apparemment localisées dans le cytoplasme des cellules. D'apres leur
disposition parfois ordonnée et leur taille apparente, ces structures pourraient correspondre 2 du
dictyosome (planche 7). Ces résultats préliminaires nécessitent d'€tre plus approfondi dans le
cadre de la mise en évidence de 1'adhésion d'Agrobacterium tumefaciens aux cellules de la
chicorée par l'intermédiaire de récepteurs protéiques de type vitronectine.

Les protéines de type fibronectine n'ont pas été mises en évidence dans ces coupes de tissu
foliaire de la chicorée.
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PLANCHE 7

Détection d'une protéine type vitronectine par immunodétection
sur des coupes de feuilles de chicorée

Une forte fluorescence caractéristique de la fluorescéine est présente sur les parois

cellulaire (fleches) et dans des organites qui pourraient étre des dictyosomes.

Barre = 10 um
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5. Analyse de l'activité B-glucuronidase chez les plantes
transgéniques

5-1 Activité du geéne uidA chez les plantes transformées par la souche
pGSGLUC1

Afin de caractériser qualitativement et quantitativement l'activité GUS dans les
transformants, nous avons utilisé des tests histochimique et spectrofluorimétrique.

5-1-1 Analyse histochimique

Pour étudier 1'expression du geéne uidA sous le controle du promoteur TR 2' dans les
divers organes et a différents stades de développement des plantes transformées et dans la
génération F1, le test GUS est effectué sur des fragments de racines, de feuilles, sur des fleurs,
du pollen, des graines et sur de petites plantules issues de la germination de plantes
transgéniques.

Ces différents échantillons sont incubés dans du tampon phosphate de sodium 50 mM
contenant 1 mM du substrat X-GLUC. Apres des temps d'incubation variables a 37°C, une
coloration bleue se développe au niveau du site d'activité de 'enzyme. Sous un microscope a
fond noir, I'activité B-glucuronidase se traduit par une coloration rose.

a- Activit€ GUS dans les racines des transformants primaires

Dans les racines, 1'expression est présente dans l'apex, ol elle est particulierement
intense dans le méristtme racinaire. L'expression est aussi importante dans la zone
d'élongation apicale, dans les cellules corticales, dans 1'épiderme et dans le syst¢me vasculaire
proche de la zone apicale (planche 8 A). Cependant, plus on s'€loigne de 1'apex, plus I'intensité
de coloration devient faible. L'expression décroit dans le cortex interne et dans le systeme
vasculaire (planche 8B). Dans la zone d'élongation, I'expression est limitée au cortex extérieur
(planche 8C), puis elle décroit complétement dans les cellules corticales (planche 8D) jusqu'a
ce qu'elle devienne indétectable dans le reste de la racine.

Le dome méristématique donnant naissance a une racine secondaire présente également une
activité B-glucuronidase.
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b- Activité GUS dans les feuill

Dans les feuilles, 1'activité GUS est principalement localisée dans le tissu vasculaire,
dans les cellules du mésophylle et dans 1'épiderme (planche 8E, 8F). Les stomates et les
trichomes montrent également une expression du gene uidA.

- Activité GUS dans le capitul

L'inflorescence de la chicorée est le capitule. Ce dernier est involucré et

I'épanouissement des fleurs, une vingtaine par capitule, sur un réceptacle plat est centripete.
Les bractées se disposent a l'extérieur du capitule en formant un involucre général. Les fleurs
sont ligulées. En effet, les pétales soudés constituent une languette de cing dents. L'ovaire est
uniloculaire avec un ovule anatrope basal. Les anthéres sont soudés constituant le manchon
staminal que traverse le style.
A l'aide du vibratome, des coupes de 100 pm sont réalisées depuis le réceptacle floral
jusqu'aux antheres. Les coupes sont immergées dans le tampon de réaction en présence de X-
GLUC. Aprés incubation 2 37°C, les coupes sont observées sous microscope en lumiére
blanche.

Les résultats montrent que l'expression du géne uidA est localisée dans les tissus
vasculaires du réceptacle floral (planche 9A, 9B et 9C). Dans la ligule, I'expression est
localisée aux éxtrémités dans des régions méristématiques. Dans 1'ovule (planche 9D) et dans
I'étamine (planche 9E), I'activité GUS est localisée uniquement dans le systéme vasculaire.

Le pollen libéré par l'ouverture des loges polliniques est recueilli dans une boite de Pétri
contenant le tampon de réaction en présence du X-GLUC. Apres incubation 3 37°C, le pollen
est mis sur une cellule de Nageotte et le nombre de grains de pollen bleus est compté sous
microscope. D'une fagon surprenante, un nombre trés faible de grains de pollen (1%) exprime
le géne uidA (planche 9F). Ce résultat confirment ceux de Langridge et al. (1989) obtenus sur
le pollen de tabac. Le promoteur TR ne permet pas 1’expression du geéne uidA

dans le pollen.
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PLANCHE 8

Expression du gene uidA contr6lé par le promoteur TR2'dans les racines
et dans les feuilles.

Figures A.B . Cet D : Activit€ GUS dans les racines, L'activité B-glucuronidase se

traduit par une coloration rose (observation sur fond noir).
(A) : coupe longitudinale de 'apex de la racine

(B), (C) et (D) : coupe transversale montrant une activité GUS dans le cortex
racinaire (B) et (C) et dans l'assise pilifere de la racine (D).

Barre = 100 pm.
Fi EetF: Activi les feui

(E) : feuille mature. Barre = 1 mm
(F) : coupe transversale du tissu foliaire.

Barre = 100 um.
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PLANCHE 9

Expression du geéne uidA placé dérriere le promoteur TR2' dans le
bouton floral

Activité GUS est présente dans le tissu vasculaire du receptacle floral (A), de I'ovaire
(B) et (C), de l'ovule (D) et des anthéres (E) (fleches). Le géne uidA s'exprime tres
faiblement dans le pollen (F).

(C) correspond a un agrandissement des tissus vasculaires de l'ovaire en (B).

Barre = 100 um
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d- Activité GUS dans la grai

La transformation de 'ovule en graine par fécondation comporte le développement de
I'embryon, I'accumulation de réserves dans I'albumen et 1'épaississement des téguments. La
croissance de l'albumen se fait aux dépens du nucelle qui se résorbe peu a peu, si bien que
dans la graine miire, I'albumen arrive au contact direct des téguments. Il est représenté par une
trés fine couche qui entoure I'embryon. La graine est dite exalbuminée. Des embryons de
plantes transgéniques ont été analysés pour I'expression du géne uidA. Des graines de plantes
transgéniques ont ét€ décortiquées, les embryons ont été récupérés et placés dans le tampon de
réaction en présence du X-GLUC. Les résultats (planche 10A) montrent que l'activité B-
glucuronidase est présente dans la fine couche cellulaire de I'albumen, dans les cotylédons et
parfois elle est présente dans la racine.

Des blessures effectuées sur ces embryons induisent le promoteur TR et l'expression est tres
intense aux endroits de blessures (planche 10 B).

Afin de vérifier I'expression du geéne uidA dans la descendance, des graines sont mises
a germer sur le milieu H20. Le test GUS est effectué a un stade tres précoce du développement
(stade cotylédon et stade deux feuilles).

Les résultats (planche 10C, 10D) montrent un changement de l'activité de la B-glucuronidase au
cours du développement de la plantule. En effet, dans les toutes jeunes plantules (stade
cotylédons), l'éxpression se traduit par des taches réparties sur toute la surface des cotylédons
alors que dans la racine, elle est localisée dans la partie apicale (planche 10C). Au stade deux
feuilles, I'activité GUS se manifeste par un point bleu a l'extrémité des feuilles et elle est
presque absente dans les cotylédons. Des blessures effectuées sur les feuilles et sur les
cotylédons montrent une activité GUS aux points de blessures (planche 10D). Dans les racines,
I'expression est treés intense dans 1'apex. Plus les feuilles sont dgées, plus 1'expression est
localisée sur toute la surface foliaire et particulierement au niveau des vaisseaux (planche 8E).
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Planche 10

Expression de la B-glucuronidase dans les embryons et dans les
plantules issues de la transformation par la souche TR2"-uidA.

Expression au niveau des embryons intacts (A) et incisés (B) appartenant
aux plantes transgeniques.

(C) : Activité GUS sous forme de "spots” dans une jeune plantule.

(D) : Activité GUS aux points de blessure des feuilles et des cotylédons d'une
jeune plantule. Les fleches indiquent l'expression obtenue sans blessure.
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Conclusion

L'étude de I'expression du géne uidA contrdlée par le promoteur TR2' a montré que le
gene s'exprime différemment dans les tissus de la chicorée. Dans les feuilles, tous les types
cellulaires expriment ce gene alors que dans les racines, l'activité B-glucuronidase se trouve
surtout localisée dans les méristémes et dans les cellules externes du cortex racinaire. Dans la
fleur, I'expression est limitée au tissu vasculaire. L'activité de la B-glucuronidase est transmise
dans la descendance et elle met en évidence la régulation du promoteur TR. En effet, un
changement de I'expression du géne uidA est observé en fonction du stade de développement
des plantules. L'expression est présente dans les jeunes cotylédons et elle disparait au cours de
leur développement. Inversement I'expression est intense chez les feuilles dgées alors qu'elle
est représentée par une tache a I'extrémité des jeunes feuilles. Par ailleurs, le test histochimique
met en évidence chez la chicorée, 1'induction du promoteur TR2' par des blessures.

5-2 Test spectrofluorimétrique

La quantification de l'expression du géne uidA chez les plantes transformées est réalisée
par un spectrofluorimeétre en utilisant le substrat MUG. La fluorescence est mesurée avec une
excitation & 365 nm et & une émission & 455 nm. La concentration protéique est exprimée en mg
équivalent de sérum albumine bovine et la fluorescence est exprimée en nM de MU formé par
minute et par milligramme de protéine (nmole 4-MU min-! mg-! de protéine). Les résultats sont
présentés dans le tableau suivant.

Plantes testées Activité en nmole 4-MU min-! mg-1
de protéine
Témoin non transformé 51
Plante 8 2516
Plante 9 1390

Tableau 18 : Activité GUS de deux plantes pGSGLUC! mesurée par
spectrofluorimétrie (l'activité GUS correspond a l'activité moyenne de 2 essais
indépendants effectués sur le méme échantillon).
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La méthode spectrofluorimétrique est trés sensible et a mis en évidence dans le témoin
non transformé une activité GUS de l'ordre de 51 nM de MU formé par minute et par
milligramme de protéine. Cette activité est considérée par certains auteurs, comme étant un bruit
de fond li€ a la méthode de dosage ou due a une activité endogene (Alwen et al., 1992).

Une variation d'activité GUS existe parmi les transformants. En effet, la plante 8
montre une expression du géne uidA élevée comparée a la plante 9. Cette variation peut étre due
au fait que les deux plantes sont issues de deux événements de transformation différents. Ainsi,
chaque plante est génétiquement unique.

a- Effet des bl linduction d TR'2 chez la chicoré

Nous avons voulu vérifier si chez les chicorées transformées, l'expression du geéne
uidA placé sous le contrdle du promoteur TR 2' est induite par des blessures. Ainsi nous avons
pratiqué des lacérations sur les fragments foliaires et racinaires de la plante 9. Les fragments
blessés sont mis en culture sur le milieu MS pendant 24 h. Le test fluorimétrique est effectué
aprés 24 h d'incubation des explants et 1'activité GUS est ramenée en nmole 4-Mu min-1 mg-1
de protéine. Les résultats sont présentés dans suivant.

Activité GUS en nmole 4-MU min -1 mg -1 de protéine
Feuilles Racines
Témoin non transformé 174 104
Transformant non 1390 131
blessé
Transformant blessé 8518 3500

Tableau 19 : Mesure fluorimétrique effectuée 24 h apres blessure de feuilles et de racines de
la plante 9 transformée par la souche pGSGLUCI1 (I'activité GUS correspond a l'activité
moyenne de 2 essais indépendants effectués sur le méme échantillon).
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Chez le transformant non blessé, l'activité GUS est essentiellement localisée dans les
feuilles. A l'issue de la blessure, l'expression est augmentée dans les racines. En effet, 1a
blessure entraine une augmentation de l'expression du geéne uidA 27 fois par rapport au
transformant non traité. Dans les feuilles, 'expression est élevée de 6 fois.

Les résultats du test fluorimétrique confirment 1'analyse histochimique dans les feuilles
de la chicorée (planche 10D). En effet, des piqiires effectuées sur la surface foliaire induisent
une activité GUS aux points de blessures. Cette réponse des feuilles aux blessures pourrait
impliquer la production des phytoalexines comme produit de défense a 'attaque, ce qui induira
le promoteur TR2'.

b-_Effet des régulateurs de croissance sur l'induction du promoteur TR2' chez la
chicorée

Nous avons voulu vérifier si chez la chicorée transformée, le promoteur TR 2' est induit
par des phytohormones. Des fragments de feuilles et de racines de la plante 9 sont mis sur le
milieu de MS contenant un régulateur de croissance. Nous avons utilisé cinq régulateurs de
croissance : 2,4-D, AIA, BAP, GA3 et ABA, tous testés 2 une concentration de 10 mg.1-1
(Saito et al., 1990). L'incubation en présence de ces phytohormones a durée 24 h. L'activité
GUS est rapportée en nmole 4-Mu min-! mg-1 de protéine. Les résultats sont présentés dans les
tableaux 20 pour les feuilles et 21 pour les racines.
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-Feuilles
Activité GUS en nmole
4-MU min -1 mg -1 de protéine
Témoin non transformé 174
Transformé non traité 1390
2,4-D 16684
AIA 2500
BAP 1622
GA3 1418
ABA 3550

Tableau 20 : Mesure fluorimétrique effectuée 24 h apres le traitement des feuilles de la plante
9 avec 1'un des régulateurs de croissance (I'activité GUS correspond a l'activité moyenne de 2
essais indépendants effectués sur le méme échantillon).

L'expression du géne uidA est remarquablement augmentée par le 2,4-D. En effet,
I'action du 2,4-D, auxine synthétique, est multipliée par 12 par rapport au transformant non
traité. Le 2,4-D est plus efficace sur I'induction du promoteur TR que I'AIA qui n'accroit que
d'environ 2 fois l'expression du géne uidA. En ce qui concerne I'ABA, il n'augmente
l'expression du géne uidA que de 2,5 fois par rapport au transformant non traité. L'effet des
autres régulateurs de croissance (BAP est GA3) est moindre sur I'expression du geéne de la B-
glucuronidase.

Les résultats du test fluorimétrique pourraient expliquer les analyses histochimiques. En
effet, l'expression du géne uidA dans les feuilles et les boutons floraux se manifestent
principalement dans les tissus conducteurs de la chicorée. Or, l'auxine fournie par l'appareil
végétatif de la plante a une action histogéne. Elle facilite la formation des tissus conducteurs
(tubes criblés et vaisseaux). L'auxine pourra donc induire le promoteur TR2' dans ces lieux
d'action. Par ailleurs, 'ABA s'accumule dans les cellules de garde ce qui pourrait expliquer
I'expression observée dans ces cellules (résultats non inclus). Cependant, l'analyse
histochimique n'a pas montrer une expression accrue de GUS dans ces cellules.
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- Racines
Activité GUS en nmole 4-MU min -1 mg -1
de protéine
Témoin non transformé 104
Transformé non traité 131
2,4-D 1756
AIA 1470
GA3 1341
ABA 17708

Tableau 21 : Mesure fluorimétrique effectuée 24 h apres traitement des racines de la plante 9
avec l'un des régulateurs de croissance (I'activité GUS correspond a 1'activité moyenne de 2
essais indépendants effectués sur le méme échantillon).

Dans les racines, 1'activité de la B-glucuronidase est augmentée sous l'action des
différents régulateurs utilisées. L'AG3, I'AIA, le 2,4-D ont pratiquement le méme effet sur
I'induction du promoteur TR2'. Ils augrnentent I'activité GUS de plus d'une dizaine de fois par
rapport au transformant non traité. Quant a I'ABA, il entraine une augmentation de 135 fois de
I'activité GUS par rapport au transformé non trait€. L'ABA joue un réle déterminant dans
I'induction du promoteur TR2'.

Les résultats du test fluorimétrique confirment 1'analyse histochimique dans les racines
de la chicorée. En effet, I'expression du géne de la B-glucuronidase sous le promoteur TR2' est
localisée principalement dans l'apex de la racine. Or l'apex de la racine est un lieu
d'accumulation de plusieurs hormones. II a été montré que 1'acide abscissique est synthétisé
principalement dans la racine et que 1'auxine s’y accumule. De plus, 'auxine stimule les
cellules de la zone d'élongation. Ces régulateurs de croissance pourraient €tre responsables de
I'expression du geéne uidA dans I'apex de la racine.

Par ailleurs, il semblerait qu'il y a une relation entre ' ABA et les blessures sur
I'induction du promoteur TR2'. En effet, hormone de détresse, I'ABA est impliqué dans la
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transmission d'un signal qui améne la plante a prendre des dispositions de défense a 1'égard
des agressions. Dans ce sens, des blessures de feuilles ou de racines conduisent & une
augmentation du taux endogéne d’ABA si bien qu'il induira le promoteur TR.

Les essais quantitatifs et histochimiques démontrent que le promoteur TR2' est induit
par des blessures et par des régulateurs de croissance dans les feuilles et les racines de
chicorée. Ces résultats confirment ceux de Langridge et al. (1989) et de Saito et al. (1990) chez
le tabac contenant le géne uidA sous le promoteur TR2'. De plus, I'expression est différente
selon le stade de développement de la chicorée. Ainsi, le promoteur TR2' est constitué de sous-
domaines qui répondent a des signaux hormonaux et environnementaux. Par ailleurs, les
éléments de régulation du TR2'-uidA peuvent étre considérés comme constitutifs dans le sens
qu'elles s'expriment presque dans tous les organes, mais le taux de l'expression dépend
fortement du stade de développement de la plante et de l'organe testé.

6. Activité du géne uidA dans les plantes transformées par la
souche pTDE4

Dans les plantes transformées par la souche pTDE4, le géne uidA est sous le contrdle
du promoteur 35S du CaMV. L'activité de la B-glucuronidase est analysée par colorimétrie et
par fluorimétrie.

6-1 Analyse histochimique

a - Activité GUS dans les racines

Les résultats de l'expression du géne uidA contrdlé par ce promoteur montrent que
l'activité GUS dans les racines varie selon 1'dge des plantes transgéniques. Les jeunes racines

jeunes (3 a 4 semaines) présentent une activité GUS dans la stele, dans la coiffe, dans la région
méristématique et dans les cellules corticales (planche 11C). Les racines dgées (plus de deux
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PLANCHE 11

Expression du géne uidA placé derriere le promoteur 35S dans les racines
de chicorée.

Sur une racine adulte, l'activité GUS est présente dans le cortex et dans I'épiderme
(A), (B) et (D). On note son absence dans les tissus vasculaires. L'écrasement d'une
racine confirme l'absence de 1'expression dans la stele (D). Lorsque la racine est jeune,
I'expression est généralisée dans tous les tissus (C).
L'observation des coupes transversales réveélent une activité dans tous les tissus de la racine
(E) et (F).

(F) correspond a l'agrandissement de la photo (E) au niveau du tissu vasculaire.

Barre = 100 um pour A, B, Cet D et 10 um pour E et F.



Planche 11
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PLANCHE 12

= = ©

Expression du gene uidA placé derriere le promoteur 35 S CaMV dans la
racine, figures (A) et (B) et dans la feuille, figures (C) et (D).

Lactivité GUS est présente dans le cytoplasme, aprés écrasement des tissus de la racine
(A) et dans les poils absorbants de la racine (B). Barre = 10 lm.

Dans les feuilles, l'activité GUS est présente dans les cellules du mésophyle (C) et dans
les tissus vasculaires (D). Barre = 100 um.
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mois) ne présentent pas d'expression dans la steéle (11A, 11D), dans les régions d'élongation et
dans la région méristématique (planche 11B, 11E, 11F).

Afin de mettre en évidence l'activité GUS au niveau cellulaire, des fragments racinaires
ont subi une plasmolyse en présence de 1M de saccharose, I'observation microscopique des
cellules du poil absorbant montrent apres ce traitement que l'activité GUS est cytoplasmique
(planche 12B). De méme, l'écrasement d'une racine a permis d'avoir des cellules isolées qui
mettent en évidence l'activité B-glucuronidase dans le cytoplasme (planche 12A). Ce résultat
rejoint celui de Franklin et al. (1993) sur le haricot.

b - Activité GUS dans les feuill

Dans les feuilles, l'activité GUS est détectée dans les cellules du mésophylle, dans les
tissus vasculaires (planche 12C, planche 12D) et dans les trichomes. L'activité GUS est
aussi présente dans les cellules stomatiques. Par ailleurs, I'expression est beaucoup plus
intense dans les feuilles dgées que dans les feuilles jeunes.

- Activité GUS dans le capitul

Des coupes de 100 um sont réalisées sur le bouton floral de la chicorée a 1'aide d'un
vibratome. Les résultats montrent une activité 8-glucuronidase dans les tissus vasculaires du
réceptacle floral et des différentes pieces florales (planche 13A, 13B). Par ailleurs, dans le
parenchyme floral, I'expression est absente (planche 13A). Les coupes qui passent au niveau
de I'ovule non fécondé montrent une activité B-glucuronidase dans le sac embryonnaire, le
nucelle, les tissus vasculaires qui traversent la paroi ovarienne (qui correspondent aux deux
faisceaux du style et a celui destiné pour la ligule) et le faisceau du raphé (planche 13C, 13D).
Le raphé est le prolongement du funicule.

Une hétérogénéité d'expression du geéne uidA est observée au sein d'une méme fleur.
En effet, le tissu vasculaire du filet des étamines montre une variation d'intensité d'expression
GUS au sein des fleurs (planche 13E, 13F et 13G) ; cette variation est illustrée dans la planche
13H.
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PLANCHE 13

Expression du géne uidA, placé derriere le promoteur 35S, dans les fleurs

Figure A-F : activit€é GUS dans les tissus floraux. L'expression est présente dans les tissus
vasculaires du réceptacle floral (A), dans les tissus ovulaire (B) et (C), dans les tissus
vasculaires de 1'ovule (v), dans le nucelle (n) et dans le sac embryonnaire (s) (D), dans les
tissus vasculaires des filets des anthéres (fleches) (E) et dans les antheéres qui
s'individualisent (fleches) (F).

Barre = 100 pm pour A, B, D, E et 1 mm pour C et F.

Variation de l'expression du géne uidA dans un méme capitule

G : Activité GUS dans les tissus vasculaires des anthéres et du stigmate
H : Les tissus vasculaires des stigmates ainsi que ceux de certaines anthéres ne

manifestent pas d'activité 8-glucuronidase.

I : Les antheres bien individualisées et de section circulaire expriment le géne uidA
J ¢ Seuls quelques grains de pollen (fléche) montrent une activité GUS.

Barre = 100 um pour G, H, I et 20 um pour J.



Planche 13
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Une coupe transversale au niveau du manchon staminal met en évidence, pour chaque
anthére, les quatre loges polliniques de section circulaire. L'assise des sacs polliniques est
constituée d'un épiderme, d'une assise mécanique et d'une assise nourriciére. Les cellules de la
paroi (planche 13I), le tissu vasculaire de 1'étamine et des stigmates expriment le géne uidA .
L'activité du promoteur 35S CaMYV est faible dans les tissus vasculaires des ligules ou elle est
surtout présente dans le mérist¢éme terminal (planche 14A).

L'analyse histochimique des grains de pollen montre une tres faible expression du gene
uidA (planche 13]). En effet, comme pour le promoteur TR2', 1% du pollen exprime le géne
de la B-glucuronidase. On avait pensé que cette faible expression pourrait &tre due a la structure
du grain de pollen ; le grain de pollen est entouré par deux parois, l'intine et I'exine. L'exine
étant extérieure, est souvent ornée d'aspérités formant des réseaux. Ainsi, 1'absence dans 99%
des cas de l'expression du geéne widA dans le pollen pourrait étre due a une difficulté
d'infiltration du substrat X-GLUC a travers les deux membranes du pollen. Nous avons alors
ajouté au tampon de réaction du Triton X-100 (Sigma) i 0,1% (Carpenter et al., 1992), agent
mouillant facilitant la pénétration du substrat X-GLUC. Malgré ce traitement, aucune
augmentation du nombre de grains de pollen exprimant le géne uidA n'a été observée. Nous
avons alors examiné 'expression du géne uidA sur des tétraspores et sur des microspores ol la
membrane n'est pas encore imprégnée de cutine. Seules quelques cellules expriment le géne
uidA, mais nous n'avons pas décelé d'augmentation du nombres de tétraspores exprimant le
geéne uidA. Le promoteur 35S CaMYV s'exprime trés faiblement dans le pollen.

L'analyse histochimique des embryons issus des graines décortiquées de plantes
transgéniques a révélé une activité de la B-glucuronidase dans la fine couche de I'albumen
(planche 14B), dans les cotylédons et dans la racine de I'embryon. Cependant, une variabilité
d'expression entre les différentes plantes transgéniques est décelée chez 1'embryon :

- chez la plante 1, l'activité GUS est localisée dans les cotylédons et dans le
pole racinaire (planche 14D). Cependant au sein de cette mé€me plante, I'expression est variable
entre les embryons. En effet, chez certains embryons 1'apex de la racine ne présente pas
toujours une activité B-glucuronidase.

- chez la plante 4, I'expression est présente soit dans tout I'embryon, soit
uniquement au niveau des cotylédons et/ou au pdle racinaire (planche 14E).
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- chez la plante 7, l'activité GUS est représentée par des taches sur les
cotylédons; elle est absente dans le pdle racinaire (planche 14C).

L'analyse de I'expression du geéne uidA a ét€ suivie dans les différentes étapes de la
germination des plantes de la génération F1, en particulier dans la descendance de 1a plante 4.
Chez les jeunes plantules (stade cotylédon), I'expression est localisée dans 'apex de la racine et
au niveau du collet. A un stade plus avancé (stade une ou plusieurs feuilles) I'expression se
manifeste dans les cotylédons ; par contre elle est absente dans la premiére feuille qui émerge.
Plus les feuilles sont dgées, plus I'expression est intense (planche 14F).

d- Conclusion

La transformation de la chicorée par la souche pTDE4 montre une variation de
I'expression du geéne uidA.
Bien que le promoteur 35S utilisé dans cette construction soit considéré comme constitutif
(Odell et al., 1985), on constate une expression faible voire inexistante dans le pollen de la
chicorée. De plus, l'activité est absente dans les tissus des antheéres adultes ainsi que dans le
méristeme apical et la stele des racines dgées. Inversement les feuilles 4gées manifestent une
expression plus importante du geéne uidA que les feuilles jeunes.
Le promoteur 35S est donc régulé différemment en fonction du stade de développement de la
chicorée.
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PLANCHE 14

Activité GUS dans la ligule, les embryons et quelques plantule de la génération
F1 des plantes transformées par la souche 35S CaMV-uidA

(A) : Les zones méristematiques de la ligule (fleches) montrent une expression GUS.
(B) : Le reste de I'albumen exprime le géne uidA.
(C), (D) et (E) : Activité GUS dans les embryons de différentes plantes.

(F) : Activité GUS dans différents de développement de plantules de la génération
F1. L'activité GUS est essentiellement localisée dans les feuilles.



Planche 14
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6-2 Mesure spectrofluorimétrique

La quantification de 1'expression du géne uidA chez six plantes transformées par la
souche pTDE4 est réalisée en utilisant le substrat MUG. La fluorescence est exprimée en
nmoles de MU formé par minute et par milligramme de protéine. Les résultats sont présentés
dans le tableau suivant.

Plantes analysées Activité GUS en nmole 4-MU
min-! mg-! de protéine
Témoin non transformé 3
Plantes transformées

1 23
2 180
3 4400
4 710
6 1600
7 110

Tableau 22 : Activité GUS mesurée par spectrofluorimétrie dans les plantes transformées
par la souche pTDE4 (l'activit¢é GUS correspond a I'activité moyenne de 2 essais
indépendants effectués sur le méme échantillon).

La quantification de 1'expression du géne uidA est différente entre les transformants. On

constate que l'expression chez la plante 3 est la plus élevée. Elle est 190 fois plus élevée que
celle de la plante 1 qui présente la plus faible activité.
Cette variation d'activité de la B-glucuronidase est fonction de 1'événement de transformation.
Pour de nombreux auteurs, les différences d'expression sont dues au nombre de copies
insérées dans le génome et a la position de l'intégration (Shirsat et al., 1989 ; Hobbs et al.,
1990 ; Peach et Velten, 1991).

L'induction de I'expression du géne uidA par des blessures ou par des régulateurs de
croissance est étudiée sur la plante 4. Des fragments de feuilles ou de racines sont blessés ou
traités par le 2,4-D ou I'ABA. L'incubation de ces fragments blessés ou traités avec ces
hormones a duré€ 24 h. L'activité GUS est ensuite mesurée sur fluorimetre est rapportée en
nmole de 4-Mu min-1 mg -1 de protéine. Les résultats sont présentés dans le tableaun suivant.
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Activité GUS en nmole 4-MU min -1 mg -! de protéine
Feuilles Racines
Témoin 33 15
Transformé non traité 710 425
Blessé 815 350
2,4-D 1095 630
ABA 657 470

Tableau 23 : Mesure fluorimétrique effectuée sur la plante 4 transformée par la souche
pTDEA4.

On constate que l'expression du gene uidA est plus importante dans les feuilles que
dans les racines. Le 2,4-D augmente I’activité de la B-glucuronidase dans les feuilles et racines
de 1,5 fois par rapport au transformé non traité. Les blessures et 1’ABA n'ont pas d’effet sur
’induction du promoteur 35S comparé au promoteur TR2'.

7. Expression de la néomycine phosphotransférase II

Nous avons cherché 2 vérifier I'expression du géne nptll dans des plantes transformées
par les constructions pPGSGLUC1 et pTDEA4.

La concentration en protéines dans des plantes transformées, des plantes non
transformées (C-) et d'une plante témoin positive (C* : tabac transgénique contenant le gene
nptll ) sont déterminées par la méthode de Bradford, (1976). Des quantités identiques de
protéines sont déposées sur un gel de polyacrylamide non-dénaturant (PAGE) et soumises a
I'électrophorese. Les protéines sont ensuite transférées sur papier Whatman P81 sur lequel la
réaction in situ a eu lieu en présence de kanamycine et du y 32P-ATP. Apres lavage, le papier
P81 est mis en contact avec un film Kodak (X-OMAT) pendant une nuit pour réaliser une
autoradiographie.
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PLANCHE 15

- NPT

Test NPTII sur des chicorées transgéniques résistantes a la kanamycine

C+ : contrdle positif (tabac transformé).

C- : bourgeon non transformé.

1,2, 3, 4et5: extrait protéiques provenants de bourgeons transformés avec la
souche pTDE4.
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PLANCHE 16

Test NPTII sur des chicorées transgéniques résistantes a la kanamycine

Ct * contrdle positif (tabac transformé).
C- : bourgeon non transformé.

8 et 9 : extraits protéiques provenants de bourgeons transformés par la souche
pGSGLUCI.
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Les résultats (planche 15 et 16) montrent que le témoin non transformé ne présente
aucun signal positif comparé au tabac transformé qui sert de témoin. Les plantes 1,2, 3,4 et 5
transformées par la souche pTDE4 (planche 15) et les plantes 8 et 9 transformées par la souche
pGSGLUCI1 (planche 16) présentent toutes une activit¢é NPTII. Cependant, avec la souche
pTDE4 on note une variabilité d'activité selon les transformants. Cette variabilité peut avoir
diverses origines. Elle peut €tre due au nombre de copies intégrées dans le génome végétal, a
des effets de position ou a des méthylations de copies. Toutefois, nos données montrent que le
geéne nptll a bien été transféré et intégré dans le génome et qu'il s'est exprimé dans les tissus de
la chicorée.

8. Analyse moléculaire des plantes transformées

Afin de détecter la présence des transgénes ainsi que le nombre de copies de 'ADN-T
intégrées dans le génome de la chicorée, différentes plantes ont été analysées par hybridation
moléculaire.

L'ADN génomique de deux plantes (plantes 8 et 9) transformées par la souche pGSGLUCI et
de sept plantes (plantes 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7) transformées par la souche pTDE4 a été extrait et
digéré par des enzymes de restriction. Deux sondes sont utilisées a cet effet. La sonde A
constituée par un fragment de 1,2 Kb et la sonde B correspondant & un fragment de 1,5 Kb

(Figure 13).

8-1 Caractérisation moléculaire des plantes transformées par la
construction pTDE4

8-1-1 Hybridation avec la sonde uidA

L'ADN des plantes transformées par la construction pTDE4 a été digéré par 1'enzyme
de restriction Hind III. Cette enzyme coupe ' ADN-T en deux fragments : I'un comprend une
partie du géne uidA, l'autre comprend le gene nptll (Figure 12).

L'ADN-T contient un seul site de restriction Hind III, le site suivant se trouve dans 'ADN
flanquant de la plante. Nous cherchons 2 révéler l'insertion du géne uidA par hybridation de
I'ADN des transformants avec la sonde uidA. Cette sonde est obtenue par digestion ' ADN-T
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du plasmide pGSGLUCI par les enzymes EcoR V / BamH 1 (Figure 13). L'hybridation avec
cette sonde devra nous permettre de révéler un ou plusieurs fragments des transgeénes intégrés.

Les résultats montrent que I'ADN témoin (C-), extrait a partir de plante non transformé
ne présente aucun signal d'hybridation. Le témoin positif constitué par le plasmide
pGSGLUC1 non coupé montre des signaux d'hybridations de tailles variables qui
correspondent aux différentes formes du vecteur pPGSGLUCI1 (le super enroulé, 1'enroulé et le
linéaire). Par ailleurs, pour les plantes transformées, un profil d’hybridation différent est
obtenu avec l'apparition de fragments de taille différente (planche 17A). Les plantes 1 et 2
présentent trois fragments qui ont une taille de 11,5, 6 et 3 Kb. La position de ces copies est
identique pour les deux plantes. La plantes 3 a deux copies de ' ADN-T situées 13 et 4 7 Kb.
La faible intensité de ces fragments est due a la faible quantité d'ADN déposée pour cette
plante. La plante 4 a une copie 4 10 Kb ; le fragment a 11,5 Kb de faible signal peut étre le
résultat d'une digestion partielle. La plante 5 et 6 ont chacune deux copies de 'ADN-TaSeta
7 Kb. La plante 7 posséde une seule insertion du géne uidA située a 8 Kb.

8-1-2 Hybridation avec la sonde nptII

Pour déterminer le nombre de copies du gene nptll inséré dans le génome, la méme
membrane, utilisée déja pour I'hybridation avec la sonde uidA, est incubée avec la sonde nptll
issue d'une digestion de 'ADN-T du plasmide pGSGLUC1 par Nco 1/Bg!/ II (Figure 13). Le
profil d'hybridation montre I'existence d'une ou plusieurs copies du géne nptl (planche 17B).
Les plantes 3, 5, 6 et 7 ont un seul fragment qui montre une homologie avec la sonde nptll. Sa
taille est variable selon la plante analysée. Chez la plante 3, elle est située & 12 Kb et aux
environ de 5 Kb pour les autres plantes. Pour les plantes 5 et 6 l'insertion semble €tre identique
pour les deux types d’hybridations. Ceci traduit qu'elles sont issues du méme événement de
transformation. La plante 1 posséde 4 copies du gene nptll . Elles sont situées a 11,5; 9; 3,5 et
3Kb. Enfin, cet hybridation révéle 5 fragments du géne nptll pour la plante 2 (planche 17 B).

8-1-3 Conclusion

Le nombre de copies déterminé par les techniques d'hybridations avec les sondes uidA
et nptll est r*ésumé dans le tableau suivant.
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PLANCHE 17

Analyse par Southern des plantes de chicorée transformées par la souche

pTDE4.

A :  Hybridation avec la sonde uidA

=

Hybridation avec la sonde nptll

C*  témoin positif (plasmide pPGSGLUC1)
C-: témoin non-transformé
1,2, 3,4,5, 6 et 7 : plantes transformées.
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Plantes transformées par Nombre de copie obtenu Nombre de copie obtenu
pTDEA par la sonde uidA par la sonde nptll
1 3 4
2 3 5
3 2 1
4 2% 1
5 2 1
6 2 1
7 1 1

Tableau 24 : nombre de copies des geénes uidA et nptll des plantes transformées par la
construction pTDEA4.
* dont une copie peut €tre le produit d'une digestion partielle.

Les plantes analysées sont issues d'une transformation des explants cotylédonaires.
Leur analyse moléculaire a mis en évidence la présence d'au moins une copie de chacun des
genes. Seule la plante 7 a un insert de chaque geéne (uidA et nptll). La taille de ces inserts est
différente suivant les sondes utilisées. Ceci suggere que la plante 7 a une copie compléte de
I'ADN-T.
Les plantes 3, 5 et 6 ont plus de copies du geéne uidA que de copies du géne nptll. Elles ont
deux copies d'ADN-T dont une aurait le géne nptll délété. La délétion du géne nptll aurait eu
lieu soit au moment du transfert de 'ADN-T de la bactérie vers la cellule végétale soit au cours
de l'insertion de I'ADN-T dans le génome végétal donnant ainsi des ADN-T incomplets. Par
ailleurs, les plantes 1 et 2 ont plus de copies du géne nptll que d'insert uidA (Tableau 24).
D'aprés les analyses moléculaires, la plante 1 possede quatre ADN-T dont un semble avoir
perdu le géne uidA. Ainsi, une des quatre copies de 'ADN-T est incomplete. De plus, les
inserts a 11,5 et & 3 kb (Planche 17) sont communs entre les deux hybridations. La copie de
I'ADN-T située a 3 kb est flanquée par deux sites Hind III situés chacun a proximité de la
frontiere droite et de la frontiere gauche. La copie de 'ADN-T d'une taille de 11,5 Kb peut étre
soit délimitée par un site Hind III situé & une distance d'environ de 8 Kb de chacune des deux
frontieres soit elle peut avoir son site Hind III perdu et I'hybridation avec les deux sondes
utilisées donne toujours une copie d’ADN-T ayant la méme taille. De la méme maniére, la
plante 2 contient cinq ADN-T dont deux semblent €tre incomplétes. Ici encore on note un
réarrangement dans I'ADN-T du fait de la perte du site Hind III pour la copie de 11,5 Kb ou
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son encadrement 2 une distance de 8 Kb par deux sites Hind III. Afin de confirmer ceci un
séquencage de 'ADN-T au niveau du site Hind III et de 'ADN génomique flanquant ' ADN-T
serait nécessaire.

L'analyse par hybridation confirme que les plantes 5 et 6 présentent les méme types
d'insertion des geénes nptll et uidA et qu'ils proviennent du méme événement de
transformation. Les plantes 1, 2, 3, 4, (§ et 6) et 7, transformées par la souche pTDE4, sont
des plantes issues d'événements de transformation indépendants. Une partie des séquences de
I'ADN-T insérées ont un des génes délété (exemple plantes 1, 2 et 5 ou (6)).

8-2 Caractérisation moléculaires des plantes transformées par la
construction pGSGLUCI1

8-2-1 Hybridation avec la sonde uidA

L'ADN des plantes transformées (plantes 8 et 9) par pGSGLUC1 a été digéré par
I'enzyme de restriction B¢/ I qui coupe ' ADN-T en deux fragments : un fragment contenant
une partie du geéne uidA et l'autre fragment renfermant tout le géne nptll (Figure 13). LADN-T
contient un seul site B¢/ I 1'autre site se trouve dans la séquence d'’ADN de plante.
Cette digestion devra nous permettre de révéler un ou plusieurs fragments du géne intégré.
Le profil d'hybridation (planche 18A) montre q'une seule bande du géne uidA a été
incorporée. Cette copie a une taille variable suivant la plante transformée.

8-2-2 Hybridation avec la sonde nptll

L'hybridation avec la sonde nptIl montre la présence d'une seule copie du gene nptll. Sa taille
est différente pour les deux plantes (8 et 9) analysées (planche 18B).

8-2-3 Conclusion

L'analyse moléculaire des plantes transformées par pGSGLUC1 montre, pour les deux
plantes testées, une copie de chaque gene de 'ADN-T. Leur ADN-T semble &tre complet.
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PLANCHE 18

B 8 9 1
Kb
10
5
3
2

Analyse par Southern des plantes de chicorée transformées par la souche

pGSGLUCI.

A: Hybridation avec la sonde uidA.
Bis Hybridation avec la sonde nptiI.

T : témoin non transformé.

8 et 9 : plantes transformées.
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9. Analyse de la génération F1

Les graines issues par autofécondation des plantes 1, 2, 3, 4, 7, transformées par la
souche pTDE4 et des plantes 8 et 9 transformées par la souche pGSGLUCI, ont ét€ analysées
pour étudier la transmission du géne de sélection. La détermination de la ségrégation a été faite
a l'aide du test X2.

Les graines sont désinfectées et mises a germer sur le milieu H20. Les germinations
sont sélectionnées sur ce milieu contenant 75 pg.ml-1 de kanamycine. Nous avons observé un
taux de germination faible dans la génération F1 comparée au témoin non transformé (T-
,Tableau 25).

Plantes testées Graines mises a Graines % de
germer germées germination
T- 98 73 75
1 173 62 36
2 215 72 33,5
3 44 16 36,5
4 133 91 68,5
7 51 17 33,5
8 59 29 49
9 150 59 39,5

Tableau 25 : Pourcentage de germination des plantes transformées et du témoin non
transformé (T -)

Les plantules résistantes a la kanamycine sont bien chlorophylliennes et forment des
racines sur le milieu de sélection. Les plantes transformées par la souche pTDE4 développent
tres difficilement des racines, de plus ces derni¢res sont peu nombreuses et trés peu ramifiées.
Ceci permet de comprendre la difficult€ a 1'enracinement rencontrée chez les transformants
primaires. Cette difficulté d'enracinement pourrait étre diie  un faible taux d'expression du
gene nptll sous le promoteur nos ce qui entraine une faible phosphorylation de la kanamycine.
Il aurait fallu utiliser une faible concentration de la kanamycine dans le milieu de sélection pour
faciliter le développement des racines.
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L'obtention de trés peu de graines chez certaines plantes et les importantes
contaminations fongiques et bactériennes ont rendu difficile 1'analyse de la résistance in vitro a
la kanamycine (Tableau 26). Lorsqu'un caractére dominant est transmis, il ségrége dans la
plupart des cas, dans les proportions 3 : 1, proportions attendues pour la présence d'un seul
locus d'insertion. D'aprés ces premieres analyses on peut dire que la résistance est
monogénique et que le caractere de résistance a la kanamycine est transmis comme un caractére
dominant pour les plantes 4, 7, 8 et 9 (tableau 18). La ségrégation du caractere de résistance a
la kanamycine suit les proportions mendélienne chez ces plantes. Par contre, chez les plantes 1,
2 et 3 la résistance la transmission du caractére étudi€ n'est pas mendélienne. En effet, ces
plantes ont un taux de ségrégation inversé 1 : 3 (Tableau 26) indiquant que la résistance a la
kanamycine peut €tre récessive chez ces derniéres. Néanmoins, tous les transformants
primaires issus d'explants foliaires ou cotylédonaires transmettent cette résistance. Cependant,
le caractere de résistance ne suit pas toujours une répartition mendélienne.

Plantes Nombre de plantules Plantules Test-X?
testées graines testées résistantes sensibles
1 62 23 39 47, 5
2 72 18 54 96
3 16 4 12 21, 3*
4 91 69 22 0, 033
7 17 13 4 0, 019*
8 29 19 10 1, 39
9 59 40 19 1, 63

Tableau 26 : Ségrégation du caractere résistance a la kanamycine des plantes transgéniques
de chicorée.

La valeur du test X2 >3, 83 implique une déviation significative du taux de ségrégation

attendu pour 3: 1 a P =0,05.
* : Valeurs non significatives, obtenues sur des effectifs de moins de vingt plantules .

Nous avons pensé i utiliser le test G qui confirme 1'homogénéité dans les tests
statistiques. Ce test permet une bonne description de la distribution des fréquences. De plus il
est également utilis€ pour des ségrégation qui ne suivent pas les lois génétiques attendues par
les fréquences mendéliennes. C'est un test additif, il permet de confirmer une hypothese sur
plusieurs classes en méme temps. Le test G (tableau 27) a été utilisé d'une part pour les plantes
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1 et 2 qui ne présentent pas une ségrégation mendélienne attendue d'un caracteére dominant et
d'autre part pour les plantes 4, 8 et 9 qui transmettent le caractere de résistance dans les
proportions 3 : 1. Ce test est appliqué sur cette descendance pour vérifier la conformité des
résultats obtenus par le test X2.

Nous avons supprimé les données des plantes 3 et 7 parce que le nombre des plantes sensibles
est faible (inférieur a 5) et le test G n'est applicable que pour des valeurs supérieur a cing.

Les résultats sont présentés sur le tableau suivant.

Plantes Plantules Plantules X2 (R/S) X2 (S/R) Test-G
testées résistantes sensibles 3:1 1:3
1 23 39 - 3.63 }2.29
2 18 54 - 0.00
4 69 22 0.03 -
8 19 10 1.39 - 11.74
9 40 19 1.63 -

Tableau 27 : Taux de ségrégation de quelques transformants résistants a la kanamycine
Le test G est utilisé & une probabilité P = 0, 001

Le test G confirme le résultat obtenu par le test X2 2 savoir :
- 1a répartition mend€lienne d'un caractére dominant pour les plantes 4, 8 et 9,

- la transmission d'un caractére récessif chez les plantes 1 et 2.

L'hétérogénéité dans la transmission du geéne de la résistance a la kanamycine sur
I'ensemble de la descendance est due a un probléme de ségrégation.
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III. Transformation par électroporation
1. Isolement des protoplastes et électroporation

1-1 Isolement des protoplastes

Les protoplastes sont isolés & partir de jeunes feuilles de chicorée (planche 19A). Les

enzymes caylase-345 et caylase-M2 utilisées en association sont dissoutes dans le milieu PO
qui constitue le milieu de macération. Nous avons utilis€ la caylase-345 aux concentrations de 3
et 1 mg.ml-1. La durée de macération en présence de 3 mg.ml-1 de caylase-345 est de 5 h 30 et
de 16 h pour une concentration de 1 mg.ml-1,
Nous n'avons pas fait varier la concentration de la caylase-M2 car il semble qu'elle contient des
protéases qui détériorent les cellules quand sa concentration dépasse 0,5 mg.ml-1. Sa
concentration est donc maintenue 2 0,5 mg.ml-1. L'incubation est réalisée a I'étuve 2 30°C a
I'obscurité pendant 16 h.

Les résultats rapportés dans le tableau 28 montrent que le nombre de protoplastes
libérés est important aprés 16h de macération (95%). Ce nombre diminue rapidement au bout
de 24h, vingt pourcent de protoplastes sont éclatés et on observe a la fois des protoplastes
nécrosés et de nombreux chloroplastes provenant de la 1ésion des protoplastes en suspension
dans le milieu. Aprés 5h 30 de macération, le nombre de protoplastes est de 80% et il est réduit
a 50% 24 h apres l'isolement.

Durée de Concentrations Taux de survie Taux de survie
macération & d'enzymes apres isolement 24h apres
30°C des protoplastes l'isolement
(%) (%)
5h30 - 3 mg.mi-! 345 81 50
16 h -1 mg.ml-1345 95 75

Tableau 28 : Effet de la concentration de la caylase-345 et de la durée de macération sur la

production des protoplastes vivants.
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Pour la suite du travail nous avons utilisé la solution enzymatique contenant 3 mg 1-! de
caylase-345 et 0,5 mgl-1 de caylase-M2.

1-2 Electroporation

Afin de déterminer la valeur de la différence de potentiel (d.d.p.) pour laquelle un taux
élevé de survie est obtenu, les protoplastes isolés sont soumis & une série de décharges
électriques allant de 200 2 600 V/cm a une capacité de 960 UF. Les résultats (tableau 29)
montrent que le taux de survie est fonction de l'intensité de 1a décharge électrique. A partir de
400 V, le nombre de protoplastes viables est réduit d'un facteur de 2,5 par rapport au témoin
n'ayant pas subi de traitement électrique.

Témoin 200V 300 vV 400 V 500V 600 V

% de survie 75 54 43 29 16 11
des

protoplastes

Tableau 29 : Pourcentage de survie des protoplastes apres traitement €lectrique et apreés 24h
de culture.
Le témoin n'est pas soumis 2 1'électroporation.

Les protoplastes de la chicorée sont donc trés sensibles aux chocs électriques.
L'électroporation a 200 V permet d'obtenir le meilleur taux de survie. Cette valeur serait
intéressante pour la suite du travail ; cependant nous avons pensé qu'elle ne permettrait pas de
former suffisament de pores. Par conséquent nous avons choisi d'appliquer une d.d.p. de 300
V méme si le pourcentage de survie est diminué d'environ 10% (tableau 29).

Afin de déterminer si les protoplastes sont perméables apres le choc électrique, un
aliquot de suspension de protoplastes est resuspendue dans une solution de calcéine a une
concentration finale de 2, 5 mM. La calcéine permet d'étudier la perméabilité des protoplastes
apres le choc électrique. La pérméabilité des protoplastes a été observée au microscope a
fluorescence apres 24h de culture a 30°C. Les protoplastes fluorescents apparaissent bien
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circulaires et ne montrent aucun changement morphologique di a 1'électroporation (planche
19B).

Afin dedéterminer la concentration optimale de transfert d ADN dans les protoplastes de
chicorée, nous avons fait varier la concentration d'ADN plasmidique. Ainsi, pour une densité
de 106 protoplastes.ml-1, nous avons utilisé des concentrations d'ADN plasmidique de 0, 25,
50 ou 75 pg. Par ailleurs, des électroporations ont ét€ effectuées en présence ou en absence de
50 pg d'ADN entraineur. L'ADN entraineur protége I'ADN plasmidique contre les attaques des
désoxyribonucléases non spécifiques.

Le test GUS est effectué selon Jefferson er al. (1987). 1l est utilisé 24 h apres
I'électroporation. L'efficacité de la transformation est exprimée en fonction du nombre de
cellules exprimant le géne uidA. Le nombre de cellules bleues dans chaque boite de Pétri
(planche 19 C et D) contenant 103 protoplaste/boite est compté 24 h apres le test GUS.

Concentration de
I'ADN plasmidique en 0 25 50 75
pg

Fréquence de
transformation .10-5 0 3 9 15
avec ADN entraineur

Fréquence de
transformation .10-3 0 0 0 1
sans ADN entraineur

Tableau 30 : Fréquence de transformation des protoplastes en fonction de la concentration de
I' ADN plasmidique et de la présence ou 'absence de ' ADN entraineur.
L'ADN entraineur est utilisé a 50 pg.

La fréquence de la transformation est le rapport du nombre de protoplastes exprimant le geéne
uidA sur le nombre total de protoplastes observés.

Les résultats (tableau 30) montrent que le nombre de cellules exprimant le géne uidA est
corrélé a la quantité d'ADN plasmidique utilisée. En effet, la fréquence de transformation la
plus élevée (1,5.10-4) est obtenue pour une concentration d'ADN plasmidique de 75 ug.
L'expression du géne uidA est détectée 48h apres 1'électroporation. Cette expression se
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maintient dans les cellules en division en formant un microcal (planche 19E). Ceci prouve
d'une part, l'intégration et 'expression du géne uidA dans les protoplastes et d'autre part la
possibilité de régénérer des cellules qui peuvent étre transformées de fagon stable.

La présence de 'ADN entraineur est nécessaire pour I'expression du geéne uidA dans les
protoplastes. En effet, la fréquence de transformation est nulle en l'absence de 'ADN
entraineur. Il semblerait que I'ADN entraineur augmente 'expression transitoire en protégeant
I'ADN plasmidique contre les attaques des désoxyribonucléases non spécifiques.

Les cellules soumises au test GUS ont une taille réduite et une morphologie altérée.
Cette déformation des protoplastes peut étre due 2 un effet négatif du substrat X-GLUC sur les
cellules. Ceci rend difficile le dénombrement des cellules transformées. Toutefois, la fréquence
de transformation reste faible comparée a celle trouvée par Dhir et al. (1991) chez Glycine max
\61‘1 elle est de 6,8 .104, le tabac (Negrutiu et al., 1987) et Oryza sativa (Yang et al., 1988) ot la
fréquence de transformation est de 10-2.
Les résultats d'électroporation montrent que cette technique est prometteuse chez la chicorée,
mais qu'elle nécessite d'étre optimisée.
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Planche 19

Activité GUS dans des protoplastes transfectés de chicorée

(A) : Protoplastes isol€s de jeunes feuilles de chicorée.

(B) : Aspect des protoplastes apres électroporation. Les protoplastes sont resuspendus
dans 2,5 mM de calcéine et sont observés sous microscope a fluorescence. Les
protoplastés viables apparaissent rouges.

(C) et (D) : Activité GUS sur des protoplastes transfectés (fleches).

(E) : Activité GUS maintenue sur un microcal issu de la division d'un protoplaste
transformé.

Barre = 20 um
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Discussion

I. Régénération et enracinement des bourgeons de la chicorée.

L’objectif du travail qui nous a €té confié, fut 1’étude des diverses conditions de la
transformation de tissus et de protoplastes de chicorée par Agrobacterium tumefaciens et par
électroporation.

La mise en oeuvre des techniques de transformation a nécessé de vérifier les aptitudes
de régénération de la chicorée en culture in vitro. En ce qui concerne les tissus de chicorée, et
en nous inspirant des travaux réalisés par Sene (1984) et par Dubois et al. (1988) sur la
chicorée, il nous a été possible de définir pour les racines tubérisées des conditions de milieux
favorables a la régénération de bourgeons. Des bourgeons de qualité satisfaisante (couleur,
vigueur et vitrosité) sont issus de fragments de racines tubérisées apres 15 jours de culture sur
un milieu de Heller 2 5 g.I-! de saccharose. L'avantage que présentent les explants issus de
racines tubérisées réside dans le fait qu'ils proliferent trés rapidement et qu'ils sont susceptibles
de produire des pousses feuillées sur un milieu extrémement simple. Il nous a semblé
intéressant de les utiliser pour la transformation de la chicorée. Cependant I'utilisation des
racines tubérisées présente plusieurs inconvénients. D'abord, elles ne sont disponibles que
pendant une période limitée de I'année, de novembre & mars. Ensuite les racines généralement
arrachées en automne sont entreposées en chambre froide ; pendant cette période de stockage,
les propriétés physiologiques et les aptitudes 2 la régénération sont modifiées. Il était donc
souhaitable de disposer d'un matériel ne présentant pas ces inconvénients.

Nous avons donc envisagé d'utiliser les tissus foliaires et les tissus cotylédonaires
étiolés prélevés sur des plantules issues de la germination de graines de chicorée.
Contrairement aux racines, les feuilles et les cotylédons exigent la présence de cytokinines pour
régénérer des bourgeons. L'utilisation d'un milieu de Murashige et Skoog avec de la BAP a
0,1 mg.lI-1, nous a permis d'obtenir en trois semaines des bourgeons viables et vigoureux
capables de s'enraciner et de donner naissance a de nouvelles plantes fertiles.

Nous avons également étudi€ les conditions permettant d'améliorer 1'enracinement des
pousses feuillées. L'incorporation de proline ou l'enrichissement du milieu en nitrate
entrainent une amélioration de 'enracinement des bourgeons par rapport au témoin. Le meilleur
pourcentage (76%) d'enracinement des vitroplants est obtenu par 1'adjonction du NAM 2 0,1
mg.1-! dans le milieu de culture. Dans cette condition, nous avons fréquemment observé
l'apparition, a la base de la pousse, d'un petit cal. Ce cal ne géne apparement pas la connexion
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entre la racine et la partie aérienne, puisque les plantes se développent normalement. En
présence du NAM, les plantes différencient de nombreuses racines. Le NAM est métabolisé par
la chicorée a l'aide d'hydrolases aspécifiques (Vuylsteker et al., 1992). Les plantules sont
capables de transformer le NAM en acide naphtylacétique (ANA) qui est une auxine. L'ANA
est connu pour son action rhizogéne. Elle stimule 1a néoformation de racines a la base des
bourgeons.

11 était donc possible sur des milieux différents, d'induire la callogenése et de régénérer
des bourgeons a partir de fragments de racines tubérisées, de feuilles et de cotylédons étiolés de
la chicorée. Leur enracinement étant amélioré en présence du NAM, on pouvait par conséquent,
envisager de transformer la chicorée par Agrobacterium tumefaciens.

IL. Transformation des différents organes de la chicorée

La premi¢re étape expérimentale fut de déterminer la dose d'antibiotique & employer
dans les milieux de culture pour empécher la croissance des cellules. Il est apparu qu'il existait
une différence de sensibilité pour cet antibiotique entre les tissus de la chicorée. En effet, les
feuilles et les cotylédons sont plus sensibles a la kanamycine que les fragments de racines
tubérisées. Les réserves importantes contenues dans les explants racinaires pouvent expliquer
la sensibilité moindre de ces tissus a la kanamycine. Mais dans tous les cas, la régénération des
différents organes de la chicorée est inhibée en présence de 75 pg.ml-! de kanamycine.

Nous avons utilisé trois souches d'Agrobacterium tumefaciens : la souche pTDE4, la
souche pGSGLUCI1 et la souche pVD1124. Leurs ADN-T contiennent les méme genes: nptl]
et uidA, mais sont régulés par des promoteurs différents : les génes de la souche pGSGLUC1
sont contrdlés par un promoteur double TR 1'-2' de la mannopine synthase ; ceux des souches
pTDE4 et pVD1124 sont contrdlés par deux promoteurs différents. Le promoteur 35 S du virus
de la Mosaique du Chou-fleur (CaMV) contrdle le géne uidA et le promoteur nos de la nopaline
synthase précéde le géne nptll. Le géne uidA de la souche pYD1124 contient un intron ce qui
permet de déterminer si 1'événement de transformation (c. a.d. intégration de ' ADN-T dans le
génome végétal) a eu lieu.
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1.Transformation des explants racinaires

Notre étude a débuté par la transformation des explants racinaires de la chicorée avec les
souches pGSGLUCI1 et pTDE4. Les explants racinaires ont été mis en contact avec la
suspension bactérienne pendant 20 min et la coculture a duré 48h sur milieu solide. La
fréquence de transformation obtenue par de tels essais a été faible, n'atteignant que 5%. Des
durées de coculture de plus de 48 h ou d'une coculture de 24 h en milieu liquide agité ainsi
qu'un "tartinage" des explants n'ont pas abouti & une amélioration du rendement de la
transformation. Pour essayer d'améliorer la fréquence de transformation des explants racinaires
de la chicorée, nous avons également testé une gamme de concentration d'acétosyringone. Le
traitement par ce composé phénolique n'a pas augmenté le pourcentage de transformation des
explants racinaires. Peut €tre la blessure de la racine induit elle une production importante de
polyphénols qui satureraient les sites récepteurs bactériens. L'addition d'acetosyringone serait
alors inefficace. On pourrait également supposer que la blessure des racines de chicorée
provoque la production de composés phénoliques toxiques pour la bactéries. La difficulté
d'obtenir des plantes transgéniques aurait pu étre liée a la production de latex lors du découpage
des explants racinaires empéchant l'attachement bactérien aux explants. D'une fagon
surprenante l'analyse en microscopie électronique a balayage d'explants racinaires mis en
coculture 48h en milieu solide a révél€ une forte présence de bactéries sur les parties blessées
des explants. De méme, l'analyse en microscopie €électronique & transmission montre que les
bactéries se trouvent entre les méats intercellulaires. Ceci prouve que le pouvoir infectieux
d'Agrobacterium tumefaciens n'est pas inhibé par la production du latex ni par la production de
phénols toxiques.

Malgré la forte densité des bactéries sur les explants racinaires, la transformation n'a
pas abouti efficacement a obtenir des bourgeons stablement transformés. Par ailleurs, quelques
explants qui ont subi I'étape de préculture et 48 h de coculture ont été analysés en microscopie a
balayage et en transmission. Ces explants ne montrent pas de différence en ce qui concerne
l'attachement bactérien comparé a la phase sans préculture. Ceci va dans le sens de résultats
obtenus lors d'essais préliminaires de préculture d'explants racinaires pendant 48 h. En effet, la
préculture n'a eu aucun effet sur l'amélioration du taux de transformation des explants
racinaires.

Les plantes transformées ont €té testées pour l'activité B-glucuronidase. L'analyse de
l'activité GUS a été effectuée a divers stades de développement des régénérants ; ils révelent
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une activité GUS variable. En effet, une premiére analyse effectuée sur les bourgeons au stade
deux feuilles révele une activité GUS trés importante puis quand de nouvelles feuilles de rang 3
et 4 se forment, l'expression devient faible et finit par ne plus étre détectable. Cette instabilité
peut &tre due :

1- soit a la structure des explants racinaires,
2- soit a la régénération de bourgeons chimériques,
3- soit & une expression transitoire du géne introduit.

En ce qui concerne la structure des explants racinaires, les petits trongons de 6
mm de diametre et de 2 mm d'épaisseur sont prélevés au niveau de l'assise cambiale de la
racine tubérisée de chicorée. La difficulté d'obtenir des plantes transgéniques a partir des
explants de racines tubérisées pourrait &tre due & une faible compétence 2 la transformation des
cellules méristématiques. Par ailleurs, il a été montré que les cellules méristématiques
indifférenciées ont trés peu ou pas de récepteurs pariétaux nécessaires a l'attachement
d'Agrobacterium (Lippincott et Lippincott, 1978 ; Schlédppi et Hohn, 1992). La résistance de
ces cellules & Agrobacterium tumefaciens a été observée chez d'autres espéces de plantes. En
effet, le dome méristématique des embryons zygotiques d'Arabidopsis thaliana (Sangwan et
al., 1991) résiste a la transformation par Agrobacterium ; il en est de méme pour les apex
caulinaires de Lens culinaris Medik (Warkentin et McHughen, 1992). Chez Cicer arietinum L.
(Fontana et al., 1993) 1'obtention de plantes transgéniques n'est possible que lorsque le ddme
méristématique est enlevé de I'embryon.
Il semble bien que la présence de cellules cambiales dans les explants racinaires de la chicorée
ne permette pas une transformation génétique efficace via Agrobacterium tumefaciens.

Sur un milieu aussi simple que le milieu de Heller, les explants racinaires proliférent
intensément et différencient rapidement des bourgeons vigoureux. La formation de
bourgeons chimériques possédant des cellules stablement ou transitoirement transformées
et des cellules non transformées pourrait étre assez fréquente. Par ailleurs, les bourgeons issus
de racines tubérisées montrent une activité GUS instable dans le temps. Ceci suggere que les
bourgeons issus de racines tubérisées se caractérisent par une forte fréquence d'échappement
qui est observée quand ils se développent en présence de I'agent sélectif. Cet échappement est
aidé par la présence des cellules transgéniques qui phosphorylent 1'antibiotique favorisant le
développement des cellules non transformées.
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L'expression peut étre aussi transitoire si les copies de 'ADN-T ne sont pas
intégrées dans le génome de la chicorée comme cela a été suggéré par Horsch et Klee (1986).
L'expression transitoire est probablement due a une circularisation de 'ADN-T qui est éliminé
ultérieurement au cours des divisions ; un tel cas a été observé dans des tissus de tabac (Van
Lijsbettens et al., 1986).

Du fait de I'apparente incompétence 2 la transformation des cellules cambiales présentes
dans les explants racinaires de la chicorée et de la difficulté a obtenir des plantes qui demeurent
transformées de fagon durable, nous avons ét€ amené a abandonner I'utilisation d'explants de
racines tubérisées pour réaliser la transformation génétique de la chicorée par Agrobacterium
tumefaciens.

2. Transformation des explants foliaires et cotylédonaires

En ce qui concerne les cotylédons, une meilleure fréquence de transformation a été
obtenue sans phase de préculture et ceci pour les deux constructions (pGSGLUC1 et pTDE4).
De plus, l'utilisation de la construction pVD1124 d'Agrobacterium tumefaciens confirme
l'efficacité de transformation chez ces explants. En effet, la détermination précoce de la
transformation a l'aide du géne uidA contenant un intron a montré que les explants
cotylédonaires présentent plus de cellules infectées au niveau des blessures que les explants
foliaires. Cette fréquence de transformation est facilitée par I'addition de I'acétosyringone a 100
UM dans le milieu de coculture. Des essais préliminaires de transformation sans acétosyringone
n'ont pas abouti. 1l est fort probable que les explants foliaires et cotylédonaires de la chicorée
n'excrétent pas suffisamment de composés phénoliques qui induisent les génes de virulence
(Stachel et al., 1985).

Dans le but d'augmenter l'efficacité de transformation, nous avons aussi introduit une
phase de préculture. Cette phase semble étre une étape importante de la transformation des
feuilles de la chicorée. La fréquence de transformation a ét€ augmentée d'un facteur de 1,8 chez
ces explants. Un tel résultat a également été€ trouvé chez le tabac (Chriqui et al., 1988),
Arabidopsis thaliana, (Schmidt et Willmittzer, 1989), la pomme de terre (Tavazza et al., 1988)
et le lin (McHughen et al., 1989). Pour chaque type de tissu, une durée de préculture optimale
est nécessaire pour que l'explant soit plus sensible & la transformation génétique par
Agrobacterium tumefaciens. Dans nos expériences, l'augmentation de la fréquence de

112



Discussion

transformation de la feuille a été obtenue aprés une préculture de 3 jours. Cette étape pourrait
avoir plusieurs effets :

- elle semble jouer un role dans la réduction du stress provoqué par les blessures (van
Wordragen et Dons, 1992) et pourrait entrainer 'accumulation de composés aromatiques
activant les geénes de virulence d'Agrobacterium (Bolton et al., 1986 ; Fillatti et al., 1987 ;
Zambryski et al., 1988).

- l'activation des divisions cellulaires par les régulateurs de croissances (auxine et
cytokinine) (Neskovic et al., 1985) entraine un changement structural des parois cellulaires
favorisant le transfert de ' ADN-T (Lowe et Krul, 1989 ; Sangwan et al., 1990, 1992). Les
cellules en division paraissent plus accessibles a Agrobacterium tumefaciens que celles qui ne
se divisent pas (An, 1985 ; Janssen et Gardner, 1989). En fait, la présence d'une paroi
nouvellement formée autour des cellules faciliterait 1'attachement des agrobactéries (Krens et
al., 1985 ; Binns et al., 1990, 1991 ; Sangwan et al., 1992).

- la préculture a un role dans la dédifférenciation des tissus qui serait favorable 2 la
transformation génétique de I'explant. Il est fort probable que 1'état de division des cellules
facilite I'intégration de 'ADN-T dans le génome (Mayerhofer et al., 1990 ; Gheysen et al.,
1991). En fait, 1a division cellulaire semble nécessaire a une transformation efficace des cellules
de l'explant. Cette activité cellulaire favoriserait l'intégration stable de 'ADN-T dans le génome
de la cellule. Des travaux récents ont montré que des mutants d'Arabidopsis obtenus par des
traitements aux rayonnements ultraviolets présentent une réduction de la fréquence de
transformation de 5 3 80% par rapport aux plantes de type sauvage (Sonti ef al., 1994). De
plus, ces plantes ont une déficience dans l'insertion de ' ADN-T dans leur génome. Koncz et
al. (1989 ; Herman et al. (1990) montrent que ' ADN-T s'intégre préférentiellement dans des
régions transcriptionellement actives . Ainsi la blessure des cellules et 1a préculture des explants
de plante stimulent la prolifération des cellules, la synthése de ' ADN de la plante et active le
systeme de réparation, utile a la recombinaison de ' ADN-T.

Les observations en microscopie électronique par balayage et par transmission
permettent d'établir une corrélation entre la présence des agrobactéries a la surface des explants
et les fréqhences de transformation obtenues chez les explants foliaires. Sur les explants
cotylédonaires, une forte densité bactérienne s'observe quand il n'y a pas eu d'étape de
préculture et la fréquence de transformation (15%) n'est élevée que lorsque 1'étape de

113



Discussion

préculture est otée. Cependant, a 1'aide de la microscopie électronique a transmission, des
bactéries ont été observées entre les cellules quand 1'étape de préculture a ét€ appliquée. L'étape
de préculture semble étre importante a 1'accessibilité€ des bactéries aux cellules. Mais elle semble
avoir un effet négatif sur la différenciation des bourgeons transformées. En effet, seulement
11% d'explants cotylédonaires transformés régénerent des bourgeons apreés la phase de
préculture.

Sur les explants foliaires, les bactéries sont surtout présentes aprés une phase de préculture et le
taux de transformation est alors nettement augmenté (de 10% sans phase de préculture a 16%
avec une phase de préculture). La préculture activerait le métabolisme cellulaire ce qui entraine
la synthese de molécules qui stimulent les génes de virulence (Bolton et al., 1986). L'effet de la
préculture s'ajoute & celui de I'acétosyringone rajouté au moment de l'infection. L'activité
cellulaire favoriserait I'accessibilité d'Agrobacterium aux cellules (Chriqui et al., 1988).

L'adhésion des bactéries observées en microscopie & balayage montre qu’elles sont
surtout localisées au niveau des blessures. Ce résultat va dans le sens de l'attraction bactérienne
par des stimuli produits lors de la blessure. L'étape d'adhésion est nécessaire a 1'infection des
plantes par Agrobacterium tumefaciens. Dans ce cas, un récepteur bactérien spécifique,
vraisemblablement de nature lipopolysaccharidique (Whatley et al., 1976) interviendrait dans
I'adhésion initiale (Matthysse et al., 1981). Puis des sécrétions végétales stimulent la synthe¢se
de microfibrilles de cellulose d'origine bactérienne. Celles-ci permettent de piéger un plus
grand nombre de bactéries a la surface végétale et de les attacher irréversiblement, favorisant
ainsi le processus d'infection. La production de fibrilles de cellulose a été rapportée chez
Agrobacterium. Elles se forment une fois que les bactéries sont attachées et consolident leur
accrochage. Une fibrille est formée par 1'association des brins disposés dans le sens de la
longueur. Chaque brin est composé d'une chaine de résidus de glucose li€s en B(1-4). Tous les
groupements hydroxyles participent a des liaisons hydrogenes inter et intrachaines. Une fibrille
mesure de 1 2 25 nm de large sur 1 2 9 um de long (association de 10 & 250 chaines de 2.103 a
18. 103 résidus de glucose (Ross et al., 1991). Ces différents composés pourraient agir comme
molécules réceptrices ou molécules spécifiquement reconnues par un récepteur porté a la
surface de la cellule. La participation de ces microfibrilles dans I'adhésion a été¢ démontrée dans
plusieurs cas. Toutefois, il faut signaler que la synthése de ces microfibrilles n'est pas
strictement indispensable & I'adhésion et a l'infection (Matthysse et al., 1983) ; elles conférent
cependant aux bactéries qui les synthétisent une infectivité accrue. Chez la chicorée, les
microfibrilles de celluloses élaborées par les bactéries n'ont pas pu étre détectées lors de nos
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expériences. Il aurait peut tre fallu faire beaucoup plus d'essais pour pouvoir les mettre en
évidence. Cependant, nous notons une infectivité d'Agrobacterium chez la chicorée, puisque
les bactéries pénétrent et se trouvent dans les méats intercellulaires dans les cotylédons. Selon
Matthysse et al. (1981), les souches d'Agrobacterium tumefaciens ne produisent des
microfibrilles de cellulose en quantité importante que lorsqu' elles se trouvent en présence de la
plante hote. Chez la chicorée, 1'absence de microfibrilles de cellulose pourrait étre expliqué par
le fait qu'Agrobacterium n'est pas un hote préférentiel de la chicorée qui est beaucoup plus
sensible a des especes bactériennes du type Erwinia. Ceci peut €tre corrélé 2 la faible fréquence
de transformation observée chez la chicorée, comparée a celle d'Arabidopsis thaliana, hote
incontestable d'Agrobacterium ou la fréquence de transformation est supérieure a 75% quel
que soit le tissu utilisé (Sangwan et al., 1991; Sangwan et al., 1992).

3. Protéines de la matrice extracellulaire

L'attachement des bactéries aux cellules de plantes peut se faire par des structures de
l'enveloppe externe des bactéries & Gram™. Ces structures peuvent &tre des polysaccharides ou
des protéines de la membrane externe. Ces différents composants pourraient participer a
I'adhésion grice a leur spécificité de structure. Ils pourraient agir comme récepteurs ou
molécules spécifiquement reconnues par un récepteur porté a la surface d'un tissu végétal.
Chez Agrobacterium, 1a participation d'une protéine membranaire, la rhicadhésine, a I'adhésion
des bactéries sur les racines de pois a ét€ démontrée (Smit et al., 1992 ; Swart et al., 1993).
Des molécules végétales peuvent également €tre impliquées dans cet attachement. Parmi elles,
on note des protéines de type vitronectine qui sont des glycoprotéines et qui ont ét€ mises en
évidence chez plusieurs especes de plantes (Sanders et al., 1991 ; Wagner et Matthysse, 1992 ;
Zhu et al., 1993). Ces protéines appartiennent a la matrice extracellulaire (MEC). Les protéines
de type vitronectine se lient & la membrane plasmique par l'intermédiaire de récepteurs
membranaires appelés intégrines (Hynes, 1987). Le tripeptide Arg-Gly-Asp (RGD), motif
conservé dans la vitronectine, assure le couplage physique de la glycoprotéine avec les
récepteurs de la membrane plasmique (Suzuki et al., 1985 ; Vogel et al., 1993) (Figure 14). Ce
systeme permet des adhésions sélectives entre les cellules et le substrat (paroi végétale,
Agrobacterium, ....). Chez la chicorée, I'utilisation d'un anticorps anti-vitronectine de souris, a
permis de mettre en évidence des composants parietaux qui croisent avec l'anticorps et qui
pourrait étre des molecules de types vitronectines. La réaction de reconnaissance est beaucoup
plus importante dans des structures cellulaires qui peuvent étre des dictyosomes d'ou dérivent
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des réticulums endoplasmique. Récemment, Zhu et al., (1994) ont isolé une protéine type
vitronectine 1 (PVN1) a partir des cellules de tabac. D'une fagon surprenante, la PVNI1 est
apparentée immunologiquement et structurellement au facteur d'élongation -1a (EF-1a). Ce
facteur forme un complexe avec le GTP et 'aminoacyl t-ARN qui est transféré ensuite aux
ribosomes situés sur le reticulum endoplasmique. Dans la mesure ou les structures contenant
du matériel reconnu par les anticorps anti-vitronectine constituent bien des éléments du
reticulum, l'apparition d'une fluorescence dans les explants pourrait €tre attribuée a ce facteur
d'élongation. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Zhu et al. (1994).

Le facteur EF-1a est impliqué dans la régulation de la synthése protéique (Yang et al.,
1993) et c'est également un facteur déterminant dans la transformation maligne des cellules
animales (Tatsuka et al., 1992). Il semble fort probable que les protéines de type vitronectine
soient un membre de la famille des génes qui codent pour le facteur EF-1oa. D'apres Zhu et al.
(1994), les protéines qui ont une structure similaire aux protéines EF-1o agissent dans la MEC
avec les récepteurs de la membrane plasmique pour assurer l'adhésion. Par ailleurs, Zhu ez al.
(1993) indiquent que les protéines de types vitronectine sont impliquées dans le syst¢me de
détection du stress environnemental au niveau de la paroi, permettant ainsi une forte adhésion
de la membrane plasmique a la paroi. De plus, les plantes contenant ce type de protéines
présentent une grande infectivité vis & vis d'Agrobacterium (Wagner et Matthysse, 1992). Les
motifs RGD des protéines pariétales est reli€ au cytosquelette par le complexe intégrine-actine.
L'actine est une protéine qui assure la liaison entre la membrane plasmique et le cytosquelette.
D'aprés Wagner et Matthysse, (1992), I'actine peut servir de voie de transport de ' ADN-T
jusqu'aux noyaux des cellules.

La détection des protéines de type vitronectine chez la chicorée, suggere qu'elles
peuvent €tre des récepteurs pour l'attachement d'Agrobacterium aux cellules de plantes.
Contrairement a la vitronectine, les protéines de types fibronectine qui sont également des
protéines de la MEC n'ont pas été détectées dans les tissus de la chicorée. Zhu et al. (1993) ont
pu mettre en évidence ces protéines chez les cellules de tabac adaptées a un stress osmotique
(en présence de 0,75 M NacCl) alors que les protéines de types vitronectine existent dans les
cellules adaptées et non adaptées. L'adhésion par l'intermédiaire des protéines de type
fibronectine dépendrait de l'environnement cellulaire et/ou d'éléments de la membrane
plasmique enclenchant I'adhésion.
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Figure 6 : Diagramme représentant I'adhésion entre la matrice extracellulaire et la membrane
plasmique (d'aprés Wyatt et Carpita, 1993).

RGD . tripeptide Arg-Gly-Asp
Vn : vitronectine

Fn : fibronectine

4. Conclusion

Tout au long de I’experimentation, nous avons tenté de mettre au point une méthode de
transformation génétique de la chicorée par Agrobacterium tumefaciens. La technique réalisée
est efficace et relativement simple par rapport a la méthode utilisée par Vermeulen et al. (1992)
qui utilise des feuilles 4gées de deux mois pour la transformation de la chicorée. Ainsi en
présence de I'agent de sélection et dés le deuxi¢me jour apres inoculation, les tissus foliaires de
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la chicorée sont totalement nécrosés. Nous n'avons jamais rencontré ce probléme chez les
explants foliaires 4gés de trois semaines. De plus; Vermeulen n’a appliqué la concentration de
sélection, qu’au moment de l'enracinement. Ceci présente deux inconvénients. D'une part,
cette alternative contraint & repiquer un nombre important de bourgeons et d'autre part, elle peut
favoriser I'obtention de plantes chimériques constituées de cellules transformées et de cellules
non transformées. pour notre part, 1'application précoce de la pression de sélection a limité
I'obtention d'un grand nombre de bourgeons sensibles a la kanamycine. Par ce procéd€ et en
présence de 1'acétosyringone, nous avons obtenu a l'aide d'explants foliaires des bourgeons
transformées. La fréquence de transformation a ét€ améliorée par une étape de préculture.
Aprés trois jours de préculture, les explants foliaires ne se nécrosent pas et des bourgeons se
différentient au bout de trois semaines sur le milieu de sélection. Par ailleurs, nous avons utilisé
des cotylédons étiolés. Le protocole de transformation est simple et rapide. Il nécessite en plus
de la blessure, la présence de l'acétosyringone au moment de l'infection. Au bout de trois
semaines, des bourgeons apparaissent sur les explants cotylédonaires. L'utilisation de la
souche LBA4404 dans laquelle le géne de la B-glucuronidase contient un intron a montré que
les explants cotylédonaires réagissent beaucoup plus a l'infection par Agrobacterium.

Nous avons également démontré la sensibilité de la chicorée a plusieurs souches
d'Agrobacterium tumefaciens. Nous notons cependant que la fréquence de transformation est
plus élevée pour les vecteurs pTDE4 et pVD1124 que pour le vecteur pPGSGLUCIL. 11 est bien
connu que des constructions plasmidiques différentes engendrent des fréquences de
transformation différentes (An, 1985 ; Fillipone et Lurquin, 1989 ; Eimert et Siegemund 1992)
ce qui confirme nos résultats.

Les bourgeons transformés issus d'explants foliaires et cotylédonaires révélent une
activité GUS stable dans le temps. Ces bourgeons sont transférés sur le milieu d'enracinement.
Cependant, mé€me si nous sommes parvenus a améliorer le taux d'enracinement des bourgeons
régénérés, des difficultés d'enracinement des plantes transgéniques contenant le géne
chimérique nos/nptIl ont ét€ observées. Un résultat semblable a été trouvé chez le pommier
(James et al., 1989), chez Brassica juncea (Mathews et al., 1990), chez Carthamus tinctorius
L. (Ying et al., 1992) et chez Cicer arietinum L. (Fontana et al., 1993). Cette incapacité
d'enracinement est souvent due & un effet inhibiteur de la kanamycine méme si les cellules
synthétisent la néomycine phosphotransférase (Van Wordragen et Dons, 1992) ou a un faible
taux d'expression du géne nptll placé sous le contrdle du promoteur rnos.
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III. Analyses des transformants

Plusieurs analyses permettent de vérifier que la transformation de la chicorée est bien
établie :
- les tests colorimétriques et spectrofluorimétriques
- le test NPTII
- la caractérisation moléculaire des plantes résistantes
- 1a transmission du caractére de résistance a la kanamycine.

1. Analyse colorimétrique et spectrofluorimétrique chez les régénérants
contenant TR2'-uidA

Le test histochimique effectué sur les plantes transformées par la construction
pGSGLUCI a montré que le geéne uidA s'exprime différemment dans les tissus foliaires et
dans les tissus racinaires. Dans les feuilles, le géne s'exprime dans tous les types cellulaires
alors que dans les racines, I'activité B-glucuronidase est localisée dans les cellules externes du
cortex racinaire et surtout dans les apex. Des résultats identiques ont €té rapportés chez d'autres
especes par plusieurs auteurs (Langridge et al., 1989 ; Saito et al., 1990 ; Pawlicki et al.,
1992).

L'analyse fluorimétrique montre que dans la racine 1'expression du geéne uidA est
induite par des blessures et par des régulateurs de croissance. La lacération des feuilles ou
I'application pendant 24 h de 2,4-D, de I'AIA, de I'AG3 et de I'ABA provoquent une
augmentation plus ou moins importante de 1'expression du geéne uidA dans des fragments
racinaires. Chez la chicorée, 'application de 2,4-D induit une réponse plus €levée du géne uidA
que I'AJA. Des observations de Langridge chez le tabac avaient montré que les auxines
augmentent effectivement 1'expression des génes placées derriere le promoteur TR. Cette
régulation de l'expression implique la présence de séquences de régulation dans ce promoteur.
L'utilisation des constructions chimériques comprenant le géne uidA placé sous le contrdle du
promoteur TR dont certaines régions ont été déletées a montré que ce promoteur comporte des
sous-domaines qui répondent a des signaux environnementaux et s'expriment a différents
stades de développement (Ni et al., 1994). 11 est donc tout a fait probable qu'il comporte
également des régions qui répondent & des signaux hormonaux, qui par des voies de
transduction actuellement peu connues mettent en jeu un (des) facteur(s) de transcription.
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L'ABA, hormone de stress, qui est synthétisée dans les apex racinaires, induit trés
fortement l'expression du geéne uidA sous le contrdle de TR. Son action est 10 fois plus
importante que celle du 2,4-D. Or des accumulations d'ABA ont ét€ mises en évidence suite 3
des blessures (Zeevaart, 1988). Il est donc possible que I'induction du promoteur TR dépende
non seulement d'une action auxinique mais résulte également d'une augmentation de la
concentration intracellulaire d'ABA. Le fait que l'expression du géne uidA soit nettement plus
importante aprés un traitement par 'ABA que par une blessure, pourrait étre due a “un effet
dose”. 1l serait intéressant de mesurer les modifications de la teneur en ABA de racines
blessées. Le mécanisme moléculaire de 1'action de I'ABA sur divers promoteurs n'est pas
clairement compris. Comme le promoteur TR contient des régions induites par des blessures
(Ni et al., 1994), il est possible que l'action de ' ABA s'exerce sur ces mémes séquences.

Quand a l'acide giberellique (AG3), on sait qu'il exerce trés souvent une action
antagoniste de celle de I'ABA. Ceci est particulierement net dans la régulation de l'expression
de genes codant pour diverses hydrolases lors de la germination. Or dans les racines de
chicorée, I'AG3 agit dans le méme sens que 'ABA puisque l'expression du géne uidA est
également accrue ; cependant 'augmentation est nettement plus faible qu'aprés un traitement
par I'ABA ; 13 encore il serait intéressant de voir si les séquences régulatrices sont identiques ou
différentes de celles régulées par 'ABA.

D'une fagon générale, les résultats des mesures fluorimétriques confortent les
observations histochimiques que nous avons effectuées dans les racines de chicorée. En effet,
I'apex de la racine est a la fois un lieu de synthese de régulateurs de croissance tels que 'ABA
ou les cytokinines mais aussi un lieu d'accumulation des auxines. De plus, Bourbouloux et
Bonnemain (1974) ont montré que de l'auxine marquée déposée sur les feuilles de féve migre
vers les racines et la répartition de la radioactivité et sensiblement identique 2 celle de 1'activité
B-glucuronidase dans les racines de chicorée. Dans la mesure ol le promoteur TR contient des
séquences impliquées dans la régulation par les phytohormones, 1'observation d'une forte
expression du géne uidA dans ces zones apicales ou dans les régions d'initiation des racines
latérales est tout a fait cohérente. L'absence de 1'expression dans la stele signifierait alors ou
bien que le transport des phytohormones par les tissus conducteurs, ou que leur concentration
relative dans les se¢ves sont trop faibles pour induire de fagon visible 1'expression du géne
uidA.
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Dans les feuilles, l'expression est localisée dans tous les types cellulaires et
principalement dans les tissus vasculaires. Le test fluorimétrique met en évidence une
augmentation de 1'expression du géne uidA par I'ABA, la blessure et surtout par le 2,4-D qui
provoque une augmentation importante (12 fois). Ici encore, l'action du 2,4-D est plus
importante que celle de I'AIA. Ce qui pourrait étre la traduction d'un effet de dose, dans la
mesure ou la teneur en AIA actif serait faible ; on sait en effet que la molécule de 2,4-D est
beaucoup plus stable que celle de I'AIA qui est photo- et thermolabile. On peut donc conclure
que le promoteur TR est également induit par les composés auxiniques dans les feuilles de
chicorée.

L'action de 'ABA est moins importante sur 'expression du GUS dans les feuilles que
dans les racines. Son effet est 54 fois moindre dans les feuilles. Il augmente le taux
d'expression du géne uidA seulement de 2,5 fois par rapport au témoin transformé non traité.
Dans les feuilles, les cellules de garde sont des cibles sensibles 2 1'ABA qui peut s'y accumuler
en quantité importante (Hartung et Baies, 1990). Cependant, 1'analyse histochimique n'a
permis de montrer une expression accrue de GUS. Par ailleurs, 1'effet de blessures sur
I'expression du gene uidA est nettement moins important (4 fois moindre) que dans les racines.
D'autre part, I'expression induite par les blessures est faible et est localisée aux point de
blessures, elle rapelle les réactions de production de phytoalexines lors d'une attaque par des
agents pathogenes (Teeri et al., 1989). Par contre, les cytokinines et 'AG3 n'induisent que trés
faiblement 1'expression du géne uidA.

Dans les organes reproducteurs l'expression est toujours la plus forte dans les
tissus vasculaires. Dans ces conditions, on peut penser que les tissus vasculaires des organes
floraux ont des teneurs €levées en auxine, ce qui permettrait I'induction de I'expression du geéne
uidA placé sous le contrdle du promoteur TR.

Dans les embryons matures, 1'expression se trouve surtout dans les cotylédons ; lors de
leur développement, l'expression s'estompe peu a peu et finit par ne plus étre existante. Dans
les jeunes feuilles de la plantule 'expression demeure localisée, mais devient générale dans les
différents tissus des feuilles plus agées.

L'expression du gene uidA placé derriére le promoteur TR2' semble donc subir une

régulation spatio-temporelle, dont les mécanismes semblent trés complexes. En effet, les
différents sous-domaines du promoteur étant sensibles tant aux facteurs environnementaux
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qu'’hormonaux, il doit exister un réseau complexe de régulation, certains signaux pouvant
emprunter des voies de transduction communes ou s'exprimer au niveau de séquences
régulatrices communes. Malgré les travaux entrepris pour analyser ce promoteur TR, les
mécanismes moléculaires qui permettent de comprendre sa régulation sont loin d'étre €lucidés.

2. Analyse colorimétrique et spectrofluorimétrique chez les régénérants
contenant la souche contenant 35 S CaMV-uidA

L'analyse histochimique des plantes transgéniques transformées par la construction
pTDE4 montre que le géne uidA placé derriere le promoteur 35S est actif dans les racines, dans
les feuilles et dans la fleur.

Dans la racine, l'expression est variable selon les transformants. Chez certains
I'expression est présente dans les tissus vasculaires de la racine. Des résultats similaires ont été
observés chez d'autres especes de plantes comme le s0ja, le tabac, le melon, la laitue et le colza
(Williamson et al., 1989 ; Dong et Mc Hughen, 1991 ; Lu et al., 1991 ; Stefanov ez al., 1994 ;
Cutris et al., 1994). Dans d'autres transformants I'expression du geéne uidA est absente de la
stele de la racine. Ces variations d'expression entre les transformants sont difficiles a
expliquer. Longtemps, le promoteur 35S CaMV a été considéré comme induisant une
expression constitutive "forte". Cependant, les travaux de Benfey et al., (1990) ont montré
qu'il était possible de distinguer plusieurs domaines gouvernant des expressions différentielles.
Ces auteurs ont pu montrer que chez le tabac, le domaine B et plus précisément des régions
désignées B4 et B5 gouvernent I'expression dans les tissus vasculaires. Il est donc probable
que ces sous-domaines soient altérés chez ces transformants de chicorée qui ne montrent pas
d'expression dans leur tissus vasculaires. Une autre explication est que la concentration des
facteurs nucléaires qui agissent en frans pourrait €tre insuffisante pour induire une expression
dans la stele de la racine.

Dans les racines matures, 1'expression est absente dans la région méristématique.
Nagata et al. (1987) ont montré que le promoteur 35S est préférentiellement actif dans la phase
S du cycle cellulaire. Il est probable que l'expression du géne uidA sous le controle du
promoteur 35S nécessite des signaux spécifiques de la phase S du cycle cellulaire qui agissent
sur les séquences de régulation induisant l'expression. La région du méristéme apical des
jeunes racines est caractérisée par des divisions intenses. La quantité de ces signaux est
probablement trés importante dans les méristtmes des jeunes racines et elle est réduite dans les
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racines dgées. Ceci pourrait expliquer 1'absence de I'expression dans les racines matures. Par
ailleurs, le domaine A du promoteur 35S confere 2 lui seul, une expression dans la racine (Lam
et al., 1989). Ce domaine contient une séquence d'activation (as-1) qui, en présence du facteur
nucléaire ASF-1, confére une expression dans l'apex de la racine, dans les zones d'émergence
des racines latérales et dans les apex caulinaires (Benfey et al., 1989 ; Fromm ez al., 1989). II
est donc probable que dans la racine mature ou le taux de divisions est faible voire nul, la
concentration du facteur ASF-1 est faible pour induire I'expression du géne uidA.

L'analyse de l'expression par fluorimétrie montre que le promoteur 35S est induit par le
2,4-D. En effet, l'activité GUS est augmentée d'un facteur de 1,5 par rapport au transformé
non traité. Ce résultat rejoint des observations de Liu et Lam, (1994) chez le tabac transformé
par une construction ol le geéne uidA est également dirigé par le 35S. Le domaine A
responsable de l'expression dans les racines est induit par une auxine. Selon Liu et Lam
(1994), I'auxine peut activer le facteur de transcription ASF-1. Cette forme activée de ASF-1
agit fortement sur la séquence as-1 ce qui active le promoteur 35S. L'action de 1'auxine est
donc indirecte, puisqu'elle agit sur le facteur ASF-1 préexistant. Par contre ' ABA et les
blessures n'ont pas d'effet sur 'expression. Le promoteur 35S est régulé dans la racine par
I'auxine et par le stade de développement.

Dans les feuilles, le promoteur est actif dans toutes les cellules. Cependant,
I'expression n'est pas uniforme. Une hétérogénéité de l'expression du géne uidA a aussi été
observée chez le riz et chez le mais stablement transformés par le gene uidA (Klein et al., 1989
; Gordon-Kamm et al., 1990 ; Hariss et al., 1990 ; Meijer et al., 1991). L'absence
d'expression dans certaines cellules de la feuille pourrait étre attribuée & un chimérisme
(certaines cellules possédent le géne uidA, d'autres non) ou a une expression différentielle du
geéne uidA due a l'activité métabolique dans les différentes cellules de la feuille (les cellules du
tissu conducteur ont plus d'activité que les cellules du mesophylle).

Par ailleurs, 1'analyse fluorimétrique montre une variation de l'expression entre les
transformants. Les plantes testées (1, 2, 3, 4, 6 et 7) sont issues d'événements de
transformation différents. Ainsi chaque plante est génétiquement unique. La variation de
I'expression peut étre attribuée a des effets de position ou au nombre de copies du géne
contenues dans les transformants. Les plantes 3 et 6 possédent deux copies du geéne uidA et
présentent une activité B-glucuronidase plus importante que les plantes 1 et 2 qui en renferment
trois. De plus, les plantes 4 et 7 qui ont une seule copie du géne uidA présentent une activité B-
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glucuronidase plus importante que la plante 1. Ainsi un nombre de copie élevé n'implique pas
nécessairement une augmentation de l'expression du géne. Ceci peut étre attribué 2 des effets
de position du fait de l'influence du site d'intégration sur I'expression des génes introduits
(Blaich, 1992; Stefanov et al., 1994). Comme les insertions des transgénes sont différentes les
copies du gene uidA peuvent étre intégrées a proximité d'un promoteur fort ou d'une séquence
de régulation qui exerce un effet négatif ou positif sur I’expression.

L'analyse fluorimétrique montre, chez les feuilles de chicorée, une induction du
promoteur 35S par l'auxine. En effet, 'expression du géne uidA est augmentée par un facteur
de 1,5 par rapport au transformé non trait€. Comme le domaine B du promoteur 35S gouverne
l'expression du geéne uidA dans les feuilles du tabac, il est fort probable que ce domaine est
induit chez la chicorée par l'auxine. Par ailleurs, les travaux de Benfey et Chua, (1989) et de
Benfey et al., (1990) ont mis en évidence des interactions additives et synergiques entre les
différents sous-domaines du promoteur 35S chez le tabac. Ainsi, chez la chicorée, l'action des
séquences du domaine B du promoteur 35S se combinent entre elles, provoquant une réponse
rapide et sensible a l'auxine.

Dans le bouton floral, l'expression est présente dans les tissus vasculaires de
'ovaire et des anthéres. Ici encore, on rencontre une expression dépendante du stade de
développement. En effet, les jeunes anthéres des boutons floraux fermés présentent une activité
GUS au niveau de leurs assise mécanique. Cependant cette activité est absente dans les
antheéres matures quand la fleur est ouverte. Par ailleurs, le pollen manifeste tres faiblement
Iactivité GUS. Le promoteur 35S CaMV ne permet pas l'expression du géne uidA dan le
pollen de la chicorée. Des observations identiques ont été faites sur le pollen de tabac
transformé par la construction CaMV 35S uidA (Twell et al., 1989), du riz Terada et
Shimamoto, (1990), de pétunia de Mascarenhas et Hamilton, (1992) et du mais. (Hamilton et
al., 1992). De méme un faible taux d'expression du géne CaMV 35S uidA a ét€ trouvé dans les
jeunes microspores d'oeillets transgéniques et aucune réaction positive n 'a ét€ signalée dans le
pollen mature (Lu et al., 1991).

Chez le tabac, le riz et le mais, l'expression GUS est détectée quand un promoteur d'un
géne exprimé spécifiquement dans le pollen est employé. Twel et al. (1991) ont montré sur le
promoteur du géne LAT 56 de la tomate qui s'exprime préférentiellement dans le pollen,
I'existence d'une séquence TGTGG qui augmente le taux d'expression. Cette séquence
pourrait agir comme une séquence “"enhancer” d'un promoteur de pollen tronqué ou d'un
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promoteur hétérologue comme le CaMV 358S. Deux motifs de cette séquence ont été trouvés
dans le promoteur du géne Zm13 du mais responsable d'une expression dans le pollen
(Hamilton et al., 1992). Cette séquence est identique celle dite G-box qui est associée a
plusieurs promoteurs de plantes comme ceux des génes de l'alcool déshydrogeénase du mais et
d'Arabidopsis (Frel and Nick, 1986 ; McKendree et al., 1990). Il n'est pas encore clair si ces
séquences agissent spécifiquement sur le promoteur du pollen, ou si leur action est d'amplifier
I'expression en présence du promoteur spécifique du pollen.

Une tres faible expression du géne uidA dans le pollen de la chicorée a été aussi
observé lorsque le promoteur TR a ét€ utilis€. On peut se demander si I'absence de I'expression
est liée a une mise au repos des noyaux végétatifs et reproducteurs qui ne seraient activés que
lors de la germination. Des résultats qui vont dans ce méme sens ont été observés avec le pollen
de tabac ou l'expression est silencieuse dans le grain de pollen mature mais devient forte au
moment de 1a germination. Le repos des noyaux du pollen pourrait étre expliqué par la structure
de la chromatine. En effet, chez le tabac le noyau reproducteur du pollen a un faible volume. La
taille réduite du noyau reproducteur est probablement due & une structure compacte de la
chromatine. Enfin, la quantité des facteurs de transcription nécessaires pour l'activit€ du
promoteur est probablement trés faible pour provoquer une expression dans le pollen.

Contrairement au gamétophyte male, le gamétophyte femelle présente une activité GUS
dans tous ses tissus. En effet, l'expression du géne uidA est présente dans le sac
embryonnaire, dans le nucelle, dans le tissu vasculaire du raphé et du stigmate.

Il apparait clairement que le promoteur 35S ne peut pas étre considéré comme
constitutif, puisque son expression est dépendante du tissu et du stade de développement de la
plante. De plus, le promoteur 35S est induit dans les feuilles et dans les racines par l'auxine.
Par ailleurs, il a été démontré que le promoteur 35S contient des domaines et des sous-
domaines qui confeérent une expression spécifique du tissu et du stade de développement chez
le tabac (Benfey et al., 1989 ; Benfey et Chua, 1989).

Au niveau cellulaire, I'expression de la B-glucuronidase semble étre localisée dans le
cytoplasme des chicorées transgéniques. Cette présence cytoplasmique a été également
rapportée chez le haricot (Franklin et al., 1993). Cependant, Murakami ez al. (1992) ont montré
chez le tabac transformé par la construction PR-uidA ou par CaMV 35S-uidA que la B-
glucuronidase se trouve dans la vacuole. D'aprés ces auteurs, la localisation de la B-
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glucuronidase dans la vacuole se fait en deux étapes. D'abord, la protéine est synthétisée dans
le cytoplasme. Ensuite, quand l'activité GUS est importante, la protéine est déversée dans la
vacuole. Un cas similaire a été rapporté par Halperin (1969) a propos de la phosphatase acide.
Cette protéine, résistante aux attaques des protéases endogenes, se trouve dans des inclusions
contenues dans la vacuole. Ces inclusions sont apparentées aux inclusions vacuolaires
renfermant la B-glucuronidase chez le tabac transformé. D'aprés Murakami et al. (1992),
comme la vacuole est un lieu de dégradation et d'accumulation de plusieurs métabolites
(Nishimura et Beevers, 1979), il serait tout a fait possible que la B-glucuronidase, protéine
bactérienne étrangere, se déverse dans la vacuole ou elle s'accumule dans des inclusions
denses. 11 est probable que, chez la chicorée, 1'expression de la B-glucuronidase est vacuolaire.
En effet, dans les cellules matures, la vacuole occupe un grand volume de la cellule. Ceci qui
peut donner une apparente localisation de la 8-glucuronidase dans le cytoplasme. Afin de
confirmer ceci, il faudrait utiliser les techniques de plasmolyse en employant des colorant de la
vacuole.

3. Test NPTI1

Certaines plantes transformées ont été testées pour l'activité NPTIL. L'enzyme a été
détectée dans ces plantes. Cependant, nous avons observé une variation de I'expression entre
les transformants. En effet, la plante 5 issue d'une transformation par la construction pTDE4
présente une activité NPTII plus importante que les autres transformants issus de la méme
construction. Cette variation peut s'expliquer de différentes fagons :

- elle peut refléter les modifications post-transcriptionnelles suggérées par certains
auteurs (Paszkowski et al., 1984),

- comme l'insertion de 'ADN-T s'effectue au hasard, l'inactivation ou la trés faible
expression d'un géne peut €tre liée a des effets de position,

- l'expression du gene peut &tre soumise 4 une régulation par des processus de
méthylation (Weising et al., 1988 ; Hepburn et al., 1988). En effet, plusieurs auteurs
rapportent que le géne nptll est facilement inactivé par méthylation (Matzke et al., 1989 ; Kilby
et al., 1992),

Toutefois, le test NPTII montre que le géne nptll s'est exprimé et que I'ADN-T
transféré est bien intégré dans le génome végétal. De plus, toutes les plantes testées pour la
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présence du geéne nptll ont un test GUS positif, ce qui prouve que le transfert des deux génes
marqueurs au sein du génome des plantes transgéniques a ét€ réalisé.

4.Caractérisation moléculaire des plantes transgéniques

Les résultats de 'analyse moléculaire de plusieurs plantes transformées par la souche d'
Agrobacterium tumefaciens contenant le vecteur pTDE4 montrent que le nombre de copies de
I'ADN-T intégrées dans le génome varie de une a cinq copies. Certaines copies sont
incomplétes ou réarrangées. Les plantes analysées présentent des insertions de I'ADN-T a
différents endroits. Ce qui confirme que I'ADN est transféré dans des sites différents du
génome des plantes et que Agrobacterium peut transférer une seule ou plusieurs copies de
I'ADN-T. Certaines copies peuvent étre partielles ou réarrangées. Les délétions ou les
réarrangements de I'ADN-T avoir lieu au moment du transfert : soit dans la bactérie lors du
transfert comme cela a été suggéré par van Lijsebettens et al. (1986), soit dans la plante, soit
enfin au cours d'une intégration aberrante. Suite A ces événements, des sites de restriction
peuvent étre perdus et des copies d'ADN-T modifi€es peuvent €tre intégrées. Des observations
identiques ont ét€ rapportées par d'autres auteurs (Spielmann et Simpson, 1986 ; Battraw et
Hall, 1990 ; Buising et Benbow 1994). Les analyses moléculaires suggerent que les délétions
sont distribuées le long de 'ADN-T et ne sont pas limitées a des régions précises. En effet, les
délétions concernent aussi bien les régions a proximité du bord gauche (plantes 3, 5 et 6) que
les régions du c6té du bord droit (plantes 1 et 2). Toutefois, il faut signaler que les séquences
du coté du bord gauche est souvent le site de délétions (Gheysen et al., 1987). Des délétions
internes provoquant des pertes de sites (copie 2 11,5 Kb de I’ADN-T des plantes 1 et 2)
pourront avoir lieu au cours de la transformation. La plante 7 contient un ADN-T complet entre
les deux bords.

Suite & ces événements, l'expression des geénes pourrait €tre influencée par les
séquences d'ADN adjacentes, par le phénomene de réarrangement, par la méthylation de
I'ADN-T inséré et par le nombre de copies présentes dans le génome végétal. Souvent les
plantes ayant un nombre de copies €levées montrent un faible taux d'expression du géne
introduit (Hobbs et al., 1990 ; Last et Gray, 1990 ; Meyer et al., 1992).
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L'analyse moléculaire des plantes transformées par la souche d'Agrobacterium
tumefaciens ayant le vecteur pGSGLUCI ne montre pas de délétions dans ' ADN-T. Dans
certains cas une copie de 'ADN-T compléte a ét€ détectée (plantes 8 et 9).

5. Transmission du caractere résistance & la kanamycine

L'hérédité du caractere résistance a la kanamycine a été étudi€e chez 7 plantes : dont 5
ont été transformées par la construction pTDE4 et 2 par la construction pGSGLUC1. D'apres
I'analyse de la descendance issue de I'autofécondation des plantes primaires, la ségrégation est
de type 3:1 dans 57% des cas (incluant les deux plantes transformées par le vecteur
PGSGLUCI et trois plantes transformées par le vecteur pTDE4). Cette ségrégation indique
l'insertion en locus soit d'un allele fonctionnel et dominant pour le géne introduit soit d’une
insertion multiple en tandem de ' ADN-T (Zambryski ef al., 1980 ; Holsters et al., 1982).
Toutes ces plantes ont, d'aprés l'analyse moléculaire, une seule copie du géne nptll ;
I'intégration du gene s'est donc faite en un seul locus. Chez ces plantes, le géne nptll est donc
conservé durant la méiose et est exprimé dans leurs progénitures.

Les autres plantes testées ne ségrégent pas selon les proportions attendues. Plusieurs
hypothéses peuvent &tre proposées, a savoir :

- la perte de génes marqueurs de génération en génération entraine une ségrégation qui
ne peut pas €tre expliquée par I'hérédité mendélienne attendue. Des cas identiques ont été
décrits par plusieurs auteurs (Deroles et Gardner, 1988 ; Heberle-Bors et al., 1988 ; Buising et
Benbow, 1994),

-le géhe marqueur a pu étre perdu dans les gametes. Pour vérifier cette hypothese chez
la chicorée il aurait fallu faire une analyse moléculaire de la descendance des plantes présentant
cette aberration et la comparer a celle des parents,

- il est également probable que 1'expression du gene est réprimée dans la graine. Cette
répression pourrait &tre due a une inactivation du transgeéne par méthylation. Pour éviter ce
probléme, surtout pour les plantes ayant un nombre important de copies de ' ADN-T, il aurait
fallu faire germer les graines sur un milieu sans kanamycine, puis une fois que les plantules
étaient développées, ajouter de la S-AZA cytidine en plus de la kanamycine afin de ne pas sous-
estimer les proportions de la ségrégation,

- les plantes peuvent &tre chimériques. Certaines cellules sont transformées d'autres ne
le sont pas. Le géne de résistance est dilué ou perdu lors des divisions,
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- enfin I'ADN-T peut induire des mutations létales dans les gametes. Les proportions
que nous avons trouvées pour les plantes dont la ségrégation est non mendélienne sont en
accord avec cette derniere hypothése. En effet, les plantes 1 et 2 ont des proportions de
ségrégation d'un gene létal. Le test statistique G confirme I'homogénéité dans ces proportions
pour ces plantes. Il serait trés intéressant d'analyser la descendance de ces plantes pour
déterminer I’existence éventuelles de plantes homozygotes pour ' ADN-T. Toutes les plantes
présentant une résistance a la kanamycine ont une activit€é GUS positive. Le géne uidA
coségrege avec le gene nptll.

IV. Transformation par électroporation

En ce qui concerne I'électroporation des protoplastes de chicorée, un protocole a été
établi pour mesurer I'expression transitoire. Cependant, la méthode nécessite d'étre optimisée
pour une meilleure expression des transgénes. Un compromis entre la concentration
plasmidique, la présence de I'ADN entraineur et le pourcentage de viabilité apres
électroporation est nécessaire pour une meilleure fréquence d'expression transitoire. Dans la
plupart des cas d'électroporation, une viabilité de plus de 50% donne généralement un meilleur
résultat. Chez la chicoreé, il aurait fallu, pour augmenter l'expression transitoire chez les
protoplastes, tester une intensité de voltage de 250 V/cm et procéder a I'électroporation en
présence du PEG. Le PEG permet une association de ' ADN plasmidique aux membranes
cellulaires (Shillito et al., 1985) et facilite I'entrée de 'ADN dans les protoplastes. Le substrat
X-GLUC présente une certaine toxicité pour les protoplastes de la chicorée. La population de
protoplastes est constituée par de protoplastes de grande taille et par des protoplastes de petite
taille. Apres le test GUS, les cellules bleues de petites tailles étaient en trés mauvais état
physiologique. Elles sont fortement collapsées, ce qui pourrait donc €tre responsable d'une
sous-estimation des cellules bleues dénombrées. 11 aurait fallu tester le substrat MUG, qui est
beaucoup plus sensible que le substrat X-GLUC et qui permet une meilleure quantification de
I'expression.

En conclusion, I'électroporation est une méthode efficace pour l'introduction des
transgeénes. Elle permet 1'expression des génes introduits 48 h apres le choc électrique. Le
promoteur (35S CaMV) que nous avons utilisé€ nous a permis de détecter 1'expression du gene.
L'expression parait stable dans les cellules puisqu'elle persiste dans les microcals. Cette
méthode pourra permettre d'évaluer rapidement de nouveaux vecteurs pour leur expression
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dans les cellules de chicorée et d'étudier les effets environnementaux sur l'activité des
promoteurs de plantes comme ceux de la nitrate réductase et de 'acétolactate synthase. Elle
permettra aussi d'envisager une régénération des plantes stablement transformées.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ce travail, nous avons mis au point un protocole de transformation de la
chicorée de Bruxelles par Agrobacterium tumefaciens. Nous avons voulu déterminer quels
étaient les tissus qui permettaient d'obtenir le rendement de transformation le plus élevé
possible. Nous avions le choix entre des tissus prélevés sur des racines tubérisées capables de
régénérer des pousses feuillées lorsqu'ils sont cultivés sur un milieu nutritif simple et des tissus
foliaires et cotylédonaires exigant des milieux plus riches contenant en particulier des facteurs
hormonaux.

Les essais effectués avec des explants racinaires n'ont pas conduit & des résultats
satisfaisants puisque l'expression des transgeénes est transitoire. Les observations en
microscopie €électronique par balayage ou par transmission montrent que les bactéries sont
capable d'adhérer aux tissus racinaires. Ainsi, l'impossibilité€ d'obtenir des transformants ot le
caractére introduit s'exprime durablement est sans doute dii & une incompétence des tissus
racinaires 3 la transformation. Cette incompétence semble Etre attribuée a la présence de cellules
cambiales qui possedent des caractéristiques de cellules méristematiques.

Or de nombreux auteurs (Potrykus et al., 1990 ; Sangwan et al., 1992) ont montré que
les cellules méristematiques ne possédent pas une aptitude €élevée a la transformation. La mise
en culture de tels explants provoque une prolifération de ces cellules cambiales alors que les
autres tissus parenchymateux ne se différencient pas, sans doute & cause d'une absence
d'’hormones dans le milieu de culture. Par conséquent, nous avons abandonné la transformation
de ces tissus et avons utilisé des fragments foliaires et cotylédonnaires. Les résultats obtenus,
montrent que les tissus cotylédonaires présentent une meilleure aptitude a la transformation que
les tissus foliaires a la condition que ces cotylédons soient prélevés sur des plantules étiolées et
que la coculture se fasse en présence de 100 uM d'acetosyringone.

L'analyse en microscopie électronique a balayage et par transmission a montré que la
densité bactérienne sur les cotylédons est tres élevée. Cette observation confirme les résultats de
la transformation de ce type d'explants. D'une fagon surprenante une étape de préculture des
tissus cotylédonaires, loin d'améliorer le rendement de la transformation, le fait au contraire
diminuer. On constate que, des cals résistants sont induits mais ne régéne¢rent pas tous des
bourgeons.

Récemment, certains auteurs (Zhu et al., 1992, Carpita et al., 1993) ont montré
l'existence, chez les végétaux, dans la matrice extracellulaire, de protéines de surface de type
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vitronectine et fibronectine. Wagner et Matthysse, (1992) ont émis I'hypothése que
I'accrochage des bactéries aux cellules végétales se fait par l'intermédiaire de ces récepteurs.
Afin de mettre en évidence l'existence de ces protéines dans les tissus de la chicorée, nous
avons utilisé des anticorps antifibronectine et antivitronectine qui reconnaissent des
fibronectines ou des vitronectines humaines. L’analyse en microscopie  fluorescence a montré
I’existence de protéines de type vitronectine dans les feuilles et dans les cotylédons, mais pas
dans les racines. Cependant, la fluorescence étant plus forte dans les explants foliaires. Aussi
avons nous tenter de localiser ces protéines sur des coupes minces effectuées sur des explants
foliaires avec ou sans préculture. Il semble qu'une étape de préculture n'augmente pas la
production de ce type de protéines. La fluorescence est visible dans les parois et surtout dans
des structures discrétes, semblables a de longs saccules qui pourraient €tre des dictyosomes.
Nous supposons que ces structures contiennent donc des protéines de type vitronectine
exocytées vraissemblablement dans la matrice extracellulaire. Par contre nous n'avons pas mis
en évidence de protéines de types fibronectine. Ou bien celles ci sont en faible quantité dans la
chicorée, ou bien les anticorps utilisés ne reconnaissent pas des protéines appartenant aux
fibronectines de cette espéce. La mise en évidence de molécules types fibronectines chez les
cellules de tabac semble étre en relation avec le stress causé par la présence de NaCl 0,75M
(Zhu et al., 1992). 1l serait intéressant de vérifier s'il existe une relation entre l'effet de stress et
la syntheése de ces protéines chez la chicorée.

L'analyse histochimique des bourgeons transformés issus des explants foliaires et
cotylédonaires montre une activit€¢ GUS stable dans le temps. Suivant le promoteur utilisé et
selon le stade de développement des plantes de la chicorée, le géne uidA s'exprime
différemment. Sous le promoteur TR2', I'expression de la B-glucuronidase est localisée dans
les tissus vasculaires des parties aériennes de la plante. Dans la racine l'expression est limitée &
son apex. Dans sa zone d'élongation et de différenciation, I'expression est importante dans les
couches externes. Dans les régions adules, elle est limitée a la couche la plus externe du cortex.
Par conséquent, les génes placés sous le contrdle de TR s'expriment de fagon spatio-
temporelle. De plus, son expression et également sous le contrdle de divers facteurs de
croissance (AIA, 2,4-D, BAP, ABA).

Le promoteur TR est également régulé par des blessures et par le stade de
développement des plantules. Les jeunes cotylédons présentent une activité GUS intense
comparée aux cotylédons dgés. Au contraire, les jeunes feuilles présentent moins d'activité
GUS que les feuilles adultes. Ceci pourait s'expliquer par le fait que le promoteur TR comprend
des sous-domaines qui gouvernent 1'expression des genes qu'il contrdle, spécifiquement dans
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divers tissus. On retrouve ce genre de contrdle de 'expression dans les tissus de différents
organes néoformés de la chicorée.

En ce qui concerne le promoteur 35 S CaMYV, l'expression du géne uidA est présente
dans de nombreux tissus. Cependant, quelques variations d'expression sont détectées dans les
racines. Lorsqu'elles sont dgées, elles n'expriment pas le géne uidA dans leurs tissus
vasculaires, Ce qui peut €tre attribué a une quantité insuffisante de facteurs de transcription qui
déclenchent I'expression dans les tissus conducteurs. De plus, dans les racines dgées, I'apex
racinaire ne montre pas d'activité B-glucuronidase. Dans les feuilles, le promoteur 35 S est
régulé par le stade de développement. L'expression est trés importante dans les feuilles dgées.
De plus, le promoteur 35 S est induit par le 2,4-D. Cette induction est faible comparée a celle du
promoteur TR.

L'analyse biochimique de cinq plantes transformées par la souche pTDE4 et deux
plantes transformées par la souche pGSGLUCI1 a montré une activité NPTII chez ces plantes.
L'hybridation moléculaire avec une sonde issue du geéne uidA ou nptll a confirmé l'intégration
des transgeénes. On compte de 1 a 5 insertions selon les plantes testées. Plusieurs plantes
semblent présenter des réarrangements de plusieurs copies de ' ADN-T inséré, ainsi que des
délétions dans certaines de copies qui ont pu se produire soit au moment du transfert de 'ADN-
T de la bactérie aux cellules, soit au moment de son intégration dans le génome végétal.

L'étude de la transmission du caractere de résistance a la kanamycine suit les
proportions mendélienne de ségrégation dans 57% des cas. Dans le reste des plantes testées,
les fréquences sont inversées ce qui suggere que la résistance a la kanamycine est transmise
comme un caractere 1étal dominant.

Nous avons donc mis au point un protocole simple et reproductible de transformation
de la chicorée. De plus, nous avons démontré que la chicorée est sensible a plusieurs souches
d'Agrobacterium tumefaciens (pTDE4, pGSGLUC! et pVDH1124). La maitrise d'une
méthode de transformation est importante pour la chicorée. Elle permettra le transfert des génes
d'intéré€t agronomique tel le géne de l'acetolactate synthase, qui est la premiere enzyme
intervenant dans la synthese de la valine, de la leucine et de l'isoleucine, en cours de clonage
dans le laboratoire.

Parall¢lement au transfert indirect de génes, nous avons abordé une méthode de
transfert direct par électroporation des protoplastes de chicorée. Les essais effectués sur les
protoplastes n'ont permis d'obtenir qu'un faible nombre de cellules exprimant le géne uidA. La
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meilleure fréquence de transformation (1,5.10-4) a été obtenue pour des concentrations élevées
de plasmide a transfecter (75 ug de plasmide). De plus, il est probable que le nombre de
cellules exprimant le géne uidA est sous estimé. Certaines cellules présentant une coloration
bleue n'ont pas ét€ retenues, lors du dénombrement des cellules transformées. En effet, aprés la
réalisation du test GUS, on observe que certaines cellules étaient fortement collapsées ou que
d'autres cellules de petite taille présentaient une coloration bleue intense et un contenu cellulaire
qui était de toute évidence en mauvais état. Ces effets pourraient étre dus a un effet toxique du
substrat X-GLUC, sur les cellules.

L'électroporation nécessite d'étre optimisée pour définir les meilleurs parametres
permettant d'obtenir un taux élevé de protoplastes exprimant le géne uidA. De méme,
l'utilisation du substrat MUG nous permettra de mieux quantifier I'expression du géne uidA
Ainsi, cette technique pourra étre utilisée pour étudier les promoteurs de la nitrate réductase et
de l'acétolactate synthase qui sont en cours d'isolement dans le laboratoire.

La transformation génétique de la chicorée peut désormais se poursuivre dans deux
voies : |

D'abord, dans la recherche de cellules compétentes a la transformation. Des études
récentes (Sangwan et al., 1992) faites sur Arabidopsis thaliana ont montré qu'apres une période
de préculture certaines cellules acquiérent la compétence 2 la transformation. A 1'image de cette
étude remarquable, il serait intéressant de localiser le type de cellules aptes a la transformation et
de déterminer la nature des facteurs qui permettent d'acquérir la compétence 2 la transformation.

Ensuite, 1a recherche peut étre également dirigée vers la détermination chez la chicorée
d'éventuels sites spécifiques de liaison avec les agrobactéries impliquant les protéines de
surface. Récemment, Swart et al., (1992) ont mis en évidence chez le pois, le récepteur 2 la
rhicadésine permettant l'attachement d'Agrobacterium a la surface de la plante. Des protéines de
surface, telles que les protéines type vitronectine qui ont ét€ mises en évidence dans les tissus
foliaires de la chicorée peuvent probablement étre considérées effectivement comme des
protéines de liaison. La détermination du mécanisme de transport de 'ADN-T dans le
cytoplasme et du cytoplasme dans le noyau est aussi une voie a explorer.

Certaines chicorées transgéniques issues de la génération F1 montrent un phénotype
particulier. En effet, ces plantes ont une taille réduite et leurs feuilles sont gaufrées. L'analyse
moléculaire de cette descendance est nécessaire afin de déterminer le profil d'insertion de
I'ADN-T et de le comparer 2 celui des parents. Nous devrions réaliser des tests sur les autres
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plantes obtenues et étudier la transmission du caractére de résistance a la kanamycine dans la
génération F2. 1l sera également intéressant de déterminer si l'insertion de 'ADN-T se maintient
au fil des générations successives.
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Résumé

Résumé

Des essais de transformation génétique de la chicorée de Bruxelles cv. Flash par
Agrobacterium tumefaciens contenant les geénes uidA et nptll ont été tentés sur trois types
d'organes : racines tubérisées, feuilles et cotylédons.

Dans une premi¢re construction, les génes introduits étaient sous le contrdle du promoteur
double TR 1'2' de la mannopine synthase. Dans une autre construction, les promoteurs étaient le
35S CaMV et le nos.

Les explants racinaires produisent des bourgeons dont l'activité GUS est transitoire.
Nous avons donc abandonné ce type de matériel. Les feuilles et les cotylédons produisent des
transformants présentant une activit€é GUS stable, mais la fréquence de transformation est plus
élevée avec les cotylédons. une étape de préculture des feuilles améliore, cependant, les
rendements de transformation.

Les analyses biochimiques des plantes transgéniques montrent une expression du géne
nptll chez ces plantes ainsi qu'une intégration des génes de ' ADN-T dans leurs génomes.

La présence de vitronectine et de fibronectine a récemment été mise en évidence dans la
matrice extracellulaire de cellules végétales et pour certains auteurs la vitronectine constituerait un
site de liaison des agrobactéries.

Nous avons mis en évidence la présence de protéine de type vitronectine dans les explants
cotylédonaires et foliaires, mais non dans les racines. une étape de préculture des feuilles
n'augmente pas la production de ce type de protéine. Nous ne pouvons donc pas conclure a un
role de la vitronectine dans la transformation génétique de la chicorée par les agrobactéries
utilisées.

La transmission de la résistance a la kanamycine suit les fréquences mendéliennes dans
57% des cas. Dans le reste, les fréquences calculées suggeérent que le géne uidA est transmis
comme un caractére létal. Ainsi, les analyses moléculaires des plantes de la génération F1 et I'étude
du mode de transmission des transgénes dans la génération F2 sont nécessaires pour montrer si
l'insertion de 'ADN-T se maintient au fil des générations suivantes.

Paralle¢lement 2 la transformation indirect par les souches d'Agrobacterium tumefaciens,
nous avons utilisé 1'étude d'une transformation directe par électroporation de protoplastes de
chicorée. les rendements restent faibles et la méthode demande a €tre optimisée.

Mots clef : Chicorée, Agrobacterium tumefaciens, électroporation, ADN-T, TR 1'2', 35S
CaMV, nos, activité GUS, résistance a la Kanamycine.



Summary

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation assays on witloof chicory (Cichorium
intybus L. var. Witloof cv. Flash) were realized using three types of plant organs: tap-roots,
leaves and cotylédoncs.

Agrobacterium strains contained two selectable markers (4idA and nptll) used in two different
constructs; one where the two markers were under control of the double TR1'2' mannopine
synthase promoter and the other one where they were under control of the 35SCaMYV and nos
promoter.

Tap-root explants produced shoots having transitory GUS expression. We thus abandoned this
kind of material. Leaves and cotyledones produced transformants bearing more stable GUS
activities where cotyledons produced the highest number of transformants. But a preculture
improved the rate of leaf-transformations.

Biochemical and molecular analysis of the transgenic plants revealed besides the nptll-gene
expression, the T-DNA integration into their genomes.

Vitronectine and fibronectine have recently been detected in the extracellular matrix of plant cells
where, according to several authors, they might intervene in the binding sites for Agrobacteria. We
have shown the presence of those kind of proteins in cotyledonary and leaf explants, but not in the
roots. The preculture did not affect the production of the vitronectine. Thus we can not conclude
for the possible role of the vitronectins in the genetic transformation of chicory.

In 57 % of the regenerants resistance to kanamycin and hygromycin were inhereted in a Mendelian
fashion. Concerning the other 43 %, the calculated frequencies made us suppose that the uidA
gene was transmitted as a lethal gene. Therefore molecular analysis of the F1 generation and a
study of the transgene transmission to the F2 generation is necessary in order to see whether the T-
DNA insertion is stable during the following generations.

In a similar way, we also studied the possibility of direct-gene transfer by means of electropration

of chicory protoplasts, but as the yield was rather low the procedure needs to be optimized.

Key-words: Chicory - Agrobacterium tumefaciens - electroporation - T-DNA - TR12' -
35S8CaMV - nos - GUS - NPTIIL




