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- Introduction -

INTRODUCTION

Les chicorées (Cichorium) appartiennent a la famille des Astéracées et sont
subdivisées en 3 espéces européennes: C. endivia, C. intybus et C. spinosum. Les
deux premiéres espéces possédent un intérét agronomique. Ainsi, C. endivia est
utilisée comme salade (scarole, chicorée frisée). C intybus comprend de
nombreuses variétés dont certaines sont employées comme sources de chicorées
a café ( racines de la var. sativum Biskoff), dans la production d'endives (bourgeon
étiolé de la var. folisum Biskoff), ou pour leurs feuilles ( var. silvestre; Trévise, Pain
de Sucre, Castelfranco ...) (LONGLY et LOUANT, 1987; LETEINTURIER et al.,
1991; VASSEUR et al., 1995).

VASIL et al. (1964) puis VASIL et HILDEBRANDT (1966) ont été les premiers
a révéler les potentialités embryogénes de cals issus d'embryons zygotiques de C.
endivia. L'utilisation d'explants racinaires a permis a8 HEIRWEGH et al. (1985)
d'obtenir des embryoides capables de se développer en plantules. Mais dans ces
deux cas, les embryons somatiques (eS) produits nécessitaient la formation
préalable d'un cal.

Les premiers travaux de notre laboratoire sur I'embryogenése somatique
(ES) chez Cichorium ont été publiés en 1988. Parmi les différents génotypes
testés, seuls deux ont été capables de produire des eS: C. intybus var.
Magdebourg cv.'1106' et C. hybride '474' (C. intybus var. sativum x C. endivia var.
latifolia). Les premiers résultats portérent sur I'obtention d'eS a partir d'organes
reproducteurs tels que les anthéeres ou les styles (DUBOIS et al., 1988; GUEDIRA et
al., 1989). Par la suite, les racines et les feuilles de vitroplantes 4gées de 2-3 mois
se sont révélées particuliérement aptes a I'ES (GUEDIRA et al., 1990; DUBOIS et
al., 1991). Ces travaux s'integrent dans I'étude de la différenciation des cellules
compétentes a I'ES et dans la recherche de marqueurs précoces (prédictifs) de
cette potentialité.

Ces dernieéres années, les progres réalisés dans I'étude du cytosquelette
montrent que ce dernier joue un rdle majeur dans tous les processus
morphogénétiques. En effet, cette structure tridimentionnelle, composée de 3
réseaux (actine, tubulines, filaments intermédiaires), se modifie en fonction des
stimuli endogénes ou exogenes. Ces bouleversements contribuent a la mise en
place de nouvelles configurations cytosquelettiques qui orienteront la croissance et
la forme de la cellule.

Il nous a donc paru intéressant d'observer les modifications qui s'opérent
dans les cellules végétales compétentes a I'ES, autant d'un point de vue
cytologique que biochimique. En effet, la dédifférenciation de telles cellules induit
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une réorganisation du cytosquelette qui leur permettront de s‘engager dans le
cycle cellulaire mitotique: lors de la premiére division embryogéne.

Le rappel bibliographique qui suit se rapportera a I'ES, événement singulier
qui, a notre connaissance, n'est décrit que chez les Spermaphytes. Notre étude se
focalisera sur l'aspect dynamique de l'induction de la premiére division
embryogeéne et de I'élément qui en est une de ses clés: le cytosquelette.

1. EMBRYOGENESE SOMATIQUE
1.1 Principe et définitions de I'embryogenése somatique

L'embryon est une structure bipolaire avec un péle caulinaire et un péle
racinaire. Il en existe deux types: les embryons zygotiques issus de la fusion de
deux gamétes et les eS issus de la dédifférenciation d'une cellule cible. Le départ
du programme de développement de I'embryon zygotique est une conséquence
des changements dus a la fécondation. La différenciation des cellules
embryogénes procéde d'un programme pré-établi.

L'état totipotent des cellules somatiques végétales ayant la compétence de
réinitier tout un programme de développement a travers I'embryogenése dite
somatique est un phénoméne biologiquement remarquable. Mais seul un nombre
limité de cellules ont un tel potentiel, celui-ci variant en fonction des espeéces, du
génotype ou du tissu. En dépit d'un grand nombre d'observations empiriques de ce
ts des tissus et des cellules variés, les bases moléculaires et cellulaires de ce
mode de développement sont peu connues. Pourtant, comme le signale MONNIER
(1988) I'embryogenése somatique pourrait étre une alternative intéressante a la
propagation d'individus haploides, transformés, homozygotes auto-incompatibles
ou hybrides.

Les eS suivent les mémes stades du développement que les embryons
zygotiques. Toutefois, d'un point de vue morphogénétique, les premiéres divisions
sont difficiles a observer et ne sont peut-étre pas identiques a celles de I'embryon
zygotique. L'eS peut avoir pour origine (Fig. 1) (MAHESWARAN et WILLIAMS,
1985; MICHAUX-FERRIERE et SCHWENDIMAN, 1992) :
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Cas d'une ES directe
d'origine uniceiluiaire

embryon

somatique
tissu une cellule compétente
réagit a l'induction
e P Cas d'une ES directe
—_— o | d'origine multicellulaire
o embryon
somatique
tissu un ensemble de celiules
répond 2 l'induction
) embryon
o] somatique
—_— CAL
oo
tissu formation : Cas d'une ES indirecte
d'un cal
zone réactivée

Figure 1 : Ontogénie des embryons somatiques: origine directe ou indirecte, uni- ou
multicellulaire (d'aprés MAHESWARAN et WILLIAMS, 1985).

- une seule et unique cellule qui, sous l'effet d'une induction (au
moyen d'hormones, de combinaisons physico-chimiques telles que

agitation, température, lumiére...), se divise et forme un eS : ES
directe unicellulaire, ‘

- plusieurs cellules (ou masse pro-embryogénique) issues d'un cal
(ensembie de cellules indifférenciées en prolifération ) : ES

indirecte multicellulaire ou d'un tissu : ES directe
multicellulaire.
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L'initiation de la synthése de I'ADN et la mitose sont des événements clés de
la compréhension de la réactivation du cycle cellulaire considérée comme un
prérequis pour une induction embryogene (DUDITS et al., 1991). Elles sont
accompagnées d'une altération de I'expression des génes, et subséquemment,
par des changements des fonctions cellulaires.

1.2 Embryogenéese somatique chez le Cichorium hybride '474'

1.2.1 Embryogenése somatique a partir de tissus végétatifs ou
d'organes reproducteurs

Chez cet hybride, 'ES a pu étre induite au sein de tissus variés. L'étude
cytologique a démontré l'origine directe et unicellulaire des eS obtenus.
L'embryogenése peut étre observée sur :

- des styles (DUBOIS et al., 1988),

- des anthéres (GUEDIRA et al., 1989),
- des racines (GUEDIRA et al., 1990),

- des feuilles (DUBOIS et al., 1991),

Une température élevée (35 °C) est le facteur physique le plus important
pour induire la formation des eS. L'obscurité et I'agitation orbitale sont aussi des
facteurs favorables. Aprés une dizaine de jours, les eS se détachent plus ou moins
facilement en fonction de la nature des explants utilisés, et sont alors visibles a
I'oeil nu.

Dans les feuilles, les premiéres modifications cytologiques apparaissent dés
le troisiéme jour de culture dans le milieu inducteur. Les cellules cibles ayant
répondu au stimulus sont reconnaissables sur des coupes au moyen d'une
coloration safranine - fast green, et sont alors appelées cellules embryogénes
(CE). Ces cellules sont les seules a se diviser (DUBOIS et al., 1991; ROBATCHE-
CLAIVE et al., 1992). Lorsque les feuilles sont blessées, une accumulation de
telles CE peut se faire dans une zone de moins de 1 mm de part et d'autre des
blessures pratiquées perpendiculairement a la nervure (DECOUT et al., 1994).
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1.2.2 Détermination de marqueurs de I'embryogenése somatique

Sur les CE, des spots de callose (B-1,3-D-glucane) sont mis en évidence, au
moyen de bleu d'aniline sous microscopie UV. Ces spots peuvent fusionner et
former une fine couche callosique, limitant ainsi les corrélations entre la CE et les
cellules voisines (DUBOIS et al., 1990). La callose a aussi été mise en évidence
autour des CE de Trifolium (MAHESWARAN et WILLIAMS, 1985). CARAFA et
P1IZZOLONGO (1990) ont émis I'hypothése que la callose serait une barriére
régulant les flux moléculaires des cellules de I'embryon de Cytinus.

Au cours de I'ES dans les feuilles de I'hybride '474', deux protéines acides
de 38 kDa sont détectées lors de l'induction, et persistent durant la formation des
eS (HILBERT et al.,, 1992). Des changements des diagrammes protéiques
apparaissent dés le troisieme jour de culture dans les feuilles cultivées en
présence de glycérol (BOYER et al., 1993). Une étude des polyamines libres a été
réalisée chez cet I'hybride '474'; celles-ci augmentent jusqu'au 5¢me jour de
linduction (avant transfert) puis diminuent jusqu'au 10éme, Chez une autre lignée
non embryogéne, aucune baisse n'est observée. L'inhibition de la voie de
synthése utilisant l'arginine décarboxylase réduit I'embryogenése. Celle-ci est
restaurée par I'addition de putrescine. La voie de 'ADC serait donc privilégiée lors
de l'induction embryogéne chez '474' (SAUDEMONT, 1992). Dans ce type
d'inhibition, I'expression des protéines est aussi modifiée (HELLEBOID et al.,
1995).

1.2.3 La matrice extra-cellulaire des embryons somatiques

Les eS de racines de Cichorium hybride '474' rompent les tissus et
émergent en surface du tissu racinaire. En microscopie électronique a balayage,
les eS globulaires dépourvus de protoderme présentent a leur surface une matrice
extracellulaire (MEC) de nature lipo-glycoprotéique (DUBOIS et al., 1990 ; DUBOIS
et al.,, 1992). Des observations en microscopie électronique a transmission
montrent l'interrelation entre le réseau fibrillaire et le cytosquelette (VERDUS et al.,
1993). DUBOIS et al., (1991) ont également démontré qu'une lectine (Dolichos
biflorus agglutinin) se fixe, de fagon spécifique, sur les cellules embryogénes et les
cellules des proembryons. Or, chez certaines cellules animales, des protéines de
surface de la MEC, qui jouent un réle dans l'adhésion et la reconnaissance des
cellules, sont liées au cytosquelette (RUOSLATHI et PIERSCHBACHER, 1987).
Une telle MEC a été décrite chez des cals embryogenes de Citrus (BELKOURA,
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communication personnelle), de Pinus nigra (JASIK et al., 1995), de Drosera
rotundifolia et de Zea mays (SAMAJ et al., 1995).

1.3 Les glycoprotéines liées a I'embryogenése
1.3.1 Types de glycoprotéines pariétales

Trois classes majeures de glycoprotéines structurales pariétales sont
actuellement étudiées et sont distinguées selon leur taux d'acides aminés en
hydroxyproline, en proline (CASSAB et VARNER, 1988; DONNELLY et al., 1993;
KIELISZWESKI et LAMPORT, 1994; SMALLWOOD et al., 1994; VERA et al., 1994)
ou en glycine; ces derniéres sont différentiellement exprimées selon les organes
(CONDIT et al., 1990). Chez les plantes, la MEC est située a la surface cellulaire et
comporte, en plus des protéines citées auparavant, des protéines riches en
arabino-galactanes (KIELISZWESKI et al., 1992) dont I'expression est régulée de
fagon spatio-temporelle (SCHINDLER et al., 1995). Des modifications pariétales
des résidus glycaniques ont été décrites au cours de I'ES. Ainsi, PENNELL et al.
(1992) ont mis en évidence un épitope glycanique reconnu par l'anticorps JIM8, a
partir de suspensions cellulaires embryogenes de carotte. Le marquage s'estompe
dés que la CE entre en mitose.

1.3.2 Inhibition de la glycosylation

Les glycoprotéines pariétales font I'objet de nombreuses recherches,
notamment au niveau de leur glycosylation. Des antibiotiques ont ainsi été testés,
en particulier la tunicamycine (TM) isolée de Streptomyces lysosuperificus. Son
utilisation affecte le transfert de la chaine glycanique aux extrémités NH2 des
protéines dont la synthése n'est pas modifiée (De VRIES et al., 1988).

La TM a été surtout employée sur des suspensions cellulaires de carotte.
L'addition de 1 pug.ml-! au milieu de culture n'inhibe pas la différenciation des
cellules alors qu'elle bloque, de fagon réversible, le développement des embryons
somatiques a différents stades. La TM n'affecte pas le processus embryogéne mais
interfére avec les processus de développement (LO SCHIAVO et al., 1986). La
réversibilité a pu aussi s'obtenir par l'addition dans le milieu de culture de
protéines extracellulaires correctement glycosylées notamment une peroxydase de
38 kDa (CORDEWENER et al.,, 1991). Une modification de ces glycoprotéines
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entraine un blocage de l'embryogenése somatique (2,5 ug.mli-! de TM) sans
affecter les cellules non différenciées en prolifération (De VRIES et al., 1988).

Par ailleurs, I'emploi de déoxynojirimycine (dNM, inhibiteur de Ia
glycosylation en - O -) a 1 mM, dans les cals de carotte, conduit & 'obtention
d'embryons somatiques anormaux. Mais aucune réversion n'a été possible (De
VRIES et al., 1988).

2. MODE DE DIVISION DES CELLULES EMBRYOGENES
2.1 Dans un systéme unicellulaire

2.1.1 Embryogenese somatique a partir de protoplastes et de
suspensions cellulaires

Des protoplastes issus de suspensions cellulaires de Picea glauca ont été
étudiés. lls forment des amas ou les microtubules (Mts) de la zone embryonnaire
sont corticaux et paralléles, alors que les cellules du pseudo-suspenseur se
divisent rarement et ont des Mts transverses. Ainsi, il y a établissement d'une
polarité conduisant & la formation d'un embryon, lors de la détermination d'une
zone embryonnaire et de I'obtention d'un suspenseur (FOWKE et al., 1990). Une
telle polarité causée par une division asymétrique avait déja été rapportée par
DIJAK et SIMMONDS (1988) dans les protoplastes de Medicago sativa.
TAUTORUS et al. (1992) ont compéré la morphologie des réseaux microtubulaires
de suspensions cellulaires embryogéenes (Picea mariana) et non-embryogénes
(Pinus banksania). La suspension embryogéne montre de nombreuses divisions
au contraire du témoin. La premiére division de la CE est asymétrique, et les
cellules filles présentent un réseau de Mts désordonnés.

Par contre, chez des suspensions cellulaires de Triticum aestivum, une ES
indirecte a été obtenue; les premieéres divisions des CE au sein de ce microcal sont
symétriques (VASIL et al., 1990).
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2.1.2 Embryogenése somatique a partir de microspores

Il est possible d'induire une embryogenése a partir de microspores de
Brassica avec un rendement de 70 %. Seule une température de 32 °C permet
I'obtention d'eS par une premiére division symétrique issue d'une réorientation du
réseau de Mts. Les Mts auraient donc un réle primordial dans les changements liés
a I'état embryogéne (HAUSE et al., 1993). Pourtant peu de différences dans les
diagrammes protéiques ont été observées, de méme qu'au niveau des isotypes
des protéines du cytosquelette (CORDEWENER et al., 1994). L'aptitude a I'ES peut
étre liée a la position du noyau des microspores dans le cycle cellulaire. Ainsi, il
semble nécessaire que la cellule végétative se divise avant l'initiation de I'embryon
(BINAROVA et al.,, 1993). La compétence a I'ES peut aussi dépendre du type
d'explant; ainsi, chez le mais, seuls les cals durs issus de microspores produisent
des eS (PRETOVA et al., 1993).

2.2 Dans un systéme pluricellulaire

L'ES est trés souvent associée a des phénoménes organogenes (bourgeon,
racine) simultanés, et/ou, séparés, dont les voies sont gouvernées par une
modification de la balance hormonale, des conditions d'éclairement ou de
température. Quels que soient le mode d'ES (directe ou indirecte) et I'ontogénie
des eS (origine uni- ou pluricellulaire) (Fig. 1), deux sites majeurs sont le siége de
I'ES: la couche épidermique et/ou sous-épidermique ainsi que les cellules
périvasculaires. Dans la plupart des cas (Tableau 1), les explantats correspondent
souvent a des structures foliaires jeunes (cotylédons, feuilles jeunes). Les
premiéres divisions sont observées aprés une période de culture trés variable (1 a
52 jours), ainsi que les plans de divisions des premiéres mitoses.
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Matériel Zone(s) Durée Mode de division Références
végétal concernée(s d'induction
origine unicellulaire des eS
Dendrathemagra épid/ss épid 52 jours anticlines puis MAY et
nudiflora non définies TRIGIANO, 1991
de nervure
centrale
Cichorium toutes 32a7jours anticlines puis DUBOIS et al.,
suivant les périclines pour 1991
hybride '474' milieux de les fers eS
culture BLERVACQ et
al., 1995a
origine __multicellulaire __des eS
Pisum sativum épid/ss épid 3-4 jours anticlines puis TETU et al.,
non orientées 1990
de cotylédon
Helianthus épid/ss épid +2- dés 1€Tjour | péricline, oblique | BRONNER et al.,
annuus 3 couches ou anticline puis 1994
internes de non orientées
cotylédon
Camellia japonical parenchyme minimum non définies PEDROSO et
sous PAIS, 1993
épidermique de 14 jours g
cotylédon
Stylosanthes cellules autour 28 jours péricline DORNELAS et
scabra du futur faisceau (obtention d'une al., 1992
vasculaire de file de cellule)
cotylédon __puis anticline
ES indirecte
Coffea arabica cellules péri- 5 jours périclines puis MICHAUX-
vasculaires non orientées | FERRIERE et al.,
proches de 1987
I'excision
Picea glauca épiderme 28 a 42 jours asymétriques LELU et
suivant les pour l'eS issu du BORNMAN,
Picea mariana de cotylédon milieux cal 1990

Tableau 1 : Embryogenése somatiqué a partir de feuilles: localisation et mode de
division des structures induites.
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3. LE CYTOSQUELETTE
3.1 Réle du cytosquelette dans la perception des stimuli exogénes

Les changements morphogénétiques spécifiques requiérent une
coordination entre les signaux de I'environnement, la réponse cytoplasmique et le
développement de la paroi. Selon NAGAI (1993), CYR (1994) et CYR et PALEVITZ
(1995), la reaction a un stimulus est composée d'une chaine d'au moins trois
éléments :

- la perception du stimulus qui inclut des intéractions directes,
physiques ou chimiques, entre le stimulus et des récepteurs
moléculaires;

- la transduction dans le systeme de réception, avec des modifications
séquentielles de ce changement conduisant & un systeme effectif
spécifique;

- la réponse finale et sa mise en oeuvre par un systéme effectif.

Des cellules peuvent réagir a cet environnement par une modification
caractéristique de leur élongation ou du déroulement de leur développement. Par
exemple, I'organisation d'un renforcement des microfibrilles cellulosiques de la
paroi détermine la polarité caractéristique du phénoméne de turgescence des
cellules en expansion et donc de la morphogenése cellulaire (SEAGULL, 1989).

Lors de la mise en culture d'un explant in vitro, il existe un signal de
blessure. GOODBODY et LLOYD (1990) l'ont étudié sur des fragments de feuilles
de Tradescantia . Ce signal se transmet environ sur I'équivalent d'un cercle d'une
distance de 4 diameétres cellulaires. Au dela de cette distance, chaque point de
blessure est séparément encerclé par des cellules en division. Si ces points sont
proches, leurs cercles d'action fusionnent. Des courants ioniques semblent étre
impliqgués dans ce phénoméne. La blessure pourrait induire un courant interne,
composé d'un influx de calcium qui se focaliserait sur le site mis en cause. HUSH
et al. (1990) suggeérent que si le taux de calcium cytosolique augmente, un gradient
intracellulaire de calcium pourrait servir 2 déterminer une nouvelle polarité,
probablement via des effets sur le réseau des Mts.

L'actine a un rdle crucial lors d'un choc ou d'une blessure. Une réorientation
paralléle du réseau est alors rapidement induite chez les plantes, et s'effectue
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avant méme la migration traumatotactique du noyau vers la paroi adjacente a la
blessure. L'investigation des mécanismes régulant ces changements dynamiques
de l'actine, en termes d'espéces moléculaires protéiques et de leur mode de
fonctionnement, semble importante si I'on veut comprendre les chaines de
transduction impliquées dans les mouvements induits par un stimulus dans de
telles cellules.

La position spatiale des Mts est importante: ils sont proches du
plasmalemme qui est le siege de la synthése de cellulose. Les Mts seraient
localisés prés de ces sites et des connexions entre ces deux éléments ont
d'ailleurs été observées par de nombreux auteurs (SEAGULL, 1989; JUNG et
WERNICKE, 1990; GIDDINGS et STAEHELIN, 1991). L'analyse des fractions
membranaires de Nicotiana a méme permis de déceler l'existence d'a. tubuline
(LAPORTE et al., 1993, SONESSON et WIDELL, 1993).

3.2 Les tubulines

Le microtubule est une sorte de conduit d'un diamétre extérieur de 25 a 28
nm et intérieur de 15 nm, mais de longueur variable. 1l est, en fait, constitué de 13

protofilaments ayant chacun 4é5 bl (Fig. 2).

de dussomatlon\ .
‘ "»‘é°; G y ¥

Extrémité
d’association

Hétéro-  Tubuline :ﬁ
dimére Tubuline
Protofilaments
Figure 2 : Microtubule. A droite: modéle tridimensionnel d'un microtubule et de
I'agencement des sous-unités de tubulines. A gauche: coupe schématique d'un

microtubule (LUTTGE et al., 1992).
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Chaque protofilament résulte de la polymérisation d'hétérodiméres stables d'af
tubulines (taille £ 8 nm) ne comportant pas de liaison covalente.

La tubuline est une protéine globulaire, ou ellipsoidale qui, sous forme
hétérodimere of, constitue la sous-unité protéique des Mts. Trois isoformes de
tubuline ont été décrites: I'alpha tubuline, la béta tubuline et la gamma tubuline
(OAKLEY et OAKLEY, 1989; OAKLEY, 1992 et 1994; LIU et al., 1993 et 1994;
PALEVITZ et al., 1994). Chaque isoforme comporte plusieurs isotypes. Leurs poids
moléculaires (PM) sont compris entre 52 et 58 kDa (LIU et al., 1993 et 1994) . L'a et
la B tubuline ont 35 a 40 % d'’homologies entre elles. Une cinquantaine d'acides
aminés ont été déterminés parmi les 500 que renferme chacune de ces molécules.
La y tubuline posséde 30% d'homologie avec les formes o et B. Cette y tubuline est
peu représentée dans le régne animal et pourrait jouer un réle dans la nucléation
des Mts (JOSHI et al., 1992; OAKLEY, 1992; JULIAN et al., 1993)

Le site d'accrochage des anticorps anti- o ou B tubuline se situe a I'extrémité
carboxy-terminale. Ainsi, le site de I'anticorps YOL 1/34 (commercialisé par SERA
Lab.) comprend neuf acides aminés en position a414-422, alors que son
homologue YL1/2 a son site compris entre f120-150. Le DM1A (commercialisé par
SIGMA) réagit sur un site 0426-450, ou les acides aminés 426 a 430 présentent un
intérét particulier pour la réaction. L'extrémité amino-terminale semble étre moins
accessible aux enzymes et aux anticorps. L'anticorps DM1B (SIGMA) se lie sur une
région comprise entre 416 et 430. Les anticorps anti-tubulines commercialisés par
AMERSHAM se complexent au niveau de la zone «339-390 et B339-417
(BREITLING et LITTLE, 1986; SERANO et al., 1986).

La tubuline posséde un site de forte affinité pour un cation divalent (Mg++) et
pour un nucléotide phosphate : la guanosine di- ou triphosphate (GDP, GTP). Par
ailleurs, elle a des sites qui ne seront fonctionnels qu'aprés une étape dite
d'activation (PANTALONI , 1989). La dimérisation résulte d'un contact entre deux
extrémités amino-terminales et deux extrémités carboxy-terminales (FOSKET et
MOREJOHN, 1992).

3.3 L'actine

L'actine est une protéine globulaire de 42 a 45 kDa qui constitue la sous-
unité protéique des microfilaments (Mfs). Ces sous-unités se polymérisent sous
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une forme hélicoidale dont le pas varie de 5,1 a 5,9 nm selon le degré de
compaction (Fig. 3). Elle peut étre présente sous plusieurs isoformes (MEAGHER et
Mc LEAN, 1990). Elle a une forte affinité pour le Mg++ ainsi que pour l'adénosine
di- ou triphosphate (ADP, ATP). Comme la tubuline, certains de ses sites doivent
étre activés pour étre fonctionnels (PANTALONI, 1989). Mais elle présente plus de
variabilité que cette derniére.

Eigure 3: Arranngement des monomeéres de 43 kDa et de leurs deux domaines
structuraux au sein des microfilaments (Mfs). (a) Vue latérale d'un microfilament.
Des hélices variées peuvent étre dessinées en passant par des points équivalents
entre chaque monomere; trois hélices de différents pas sont indiquées. La plus
superficielle de 5,9 nm d'écartement, qui est aussi une hélice gauche ainsi que
celle de 5,1 nm, qui est une hélice droite, sont constantes mais les deux autres
peuvent varier de fagon significative (L= 36-40 nm). (b) Arrangement des sous-
unités en deux rubans non enroulés avec les deux grandes hélices droites. Si,
comme le suggeére la formation cristalline, le domaine interne forme un coeur
unique hélicoidal, le domaine externe serait principalement responsable de la
forme de la F-actine. Des contacts sont possibles entre les domaines des
monomeres; ils sont indiqués par des barres noires entre des sous-unités voisines.
Chaque monomere semble étre en contact avec au moins 4 domaines différents de
monomeres voisins. La position ol la molécule de profiline (PF) est insérée dans
I'arrangement cristallin est indiquée (AMOS et AMOS, 1991).
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Sa structure varie en fonction des réles qu'elle exerce dans la cellule. Elle
peut se présenter sous forme de F-actine, elle constitue alors des polymeres les
Mfs, ou sous forme de G-actine (monomeére).

3.4 Polymérisation de la tubuline et de I'actine

Pour qu'il y ait polymérisation des tubulines en Mts, ou de l'actine en Mfs, il
faut réunir un certain nombre de conditions. La polymérisation comporte quatres
phases principales (Fig. 4): l'activation, la nucléation, I'élongation, et I'état
d'équilibre, qui peut étre stationnaire avec régulation en boucle (PANTALONI,
1989).

ACTIVATION
dimérisation
NUCLEATION
trimérisation
B
-
isomérisation /
ELONGATION

Figure 4: Schématisation des différentes étapes de polymérisation des
microtubules et des microfilaments (d'aprés PANTALONI, 1989).

14



- Introduction -
3.4.1 L'activation

Différentes conditions physico-chimiques sont nécessaires pour activer le
monomeére, afin qu'il devienne polymérisable. Il faut un pH proche de la neutralité,
la présence de nucléotide triphosphate (ATP ou GTP), de cations Mg++ et :

- pour l'actine , une force ionique élevée (0,1 M KCI)

- pour la tubuline, une température supérieure a 30°C.

Les monomeéres entrent alors en interaction avec leur voisin par leurs aires
de plus forte affinité et forment ainsi des oligoméres linéaires.

3.4.2 La nucléation

C'est I'étape ou apparait le premier élément de structure hélicoidale du
polymeére, c'est a dire, un site d'élongation formé de deux sous-unités voisines et
non plus d'une seule. Cette étape peut étre considérée comme une étape
d'isomérisation. La nucléation est une réaction exothermique (FOSKET et
MOREJOHN, 1992).

Chez les animaux et les végétaux inférieurs, les Mts émergent du
centrosome durant linterphase ou la mitose (AMOS et AMOS, 1991). Mais les
végétaux supérieurs sont acentriolaires. Différentes études ont alors été
entreprises pour déterminer le site de nucléation des Mts. La surface nucléaire
semble étre une bonne candidate (FALCONER et al., 1988; MOLE-BAJER et al.,
1990; LAMBERT et al., 1991; STAIGER et LLOYD, 1991; CHEVRIER et al., 1992;
LIU et PALEVITZ, 1992; LAMBERT, 1993; SCHMIT et al., 1994; STOPPIN et al.,
1994). De la tubuline exogéne a pu étre intégrée a ce niveau dans les celiules de
Tradescantia (ZHANG et al., 1990) et chez Haemanthus (VANTARD et al., 1990).
Toutefois, étant donné la dissociation entre les étapes de nucléation et
d'organisation, il serait préférable d'employer le terme de sites de nucléation des
Mts (SNMts) (LAMBERT, 1993; LAMBERT et LLOYD, 1994). Malgré la
codistribution des Mts et des Mfs, il est plus difficile de déterminer le site de
nucléation de l'actine (SCHMIT et LAMBERT, 1990). Chez Dictyostelium
discoideum, la ponticuline semblerait étre une bonne candidate pour cette initiation
de la nucléation (LUNA et al., 1984; SCHWARTZ et LUNA, 1986 et 1988; SHARIFF
et LUNA, 1990; CHIA et al., 1993)
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3.4.3 L'élongation

L'élongation est une étape plus connue pour les Mts. Une sous-unité
monomérique se fixe a l'extrémité d'association du polymere, et engendre a son
tour un site identique a celui qu'elle vient d'occuper. La polymérisation se propage
jusqu'a ce que I'appauvrissement en monoméres du milieu entraine un
ralentissement de la vitesse de polymérisation. On atteint alors un état d'équilibre.
Cet état est un état dynamique ou les oligomeéres continuent a se lier et a perdre
des sous-unités a I'extrémité de dissociation.

3.4.4 Reégulation de la polymérisation des Mts par le calcium

Le calcium (Cat+) peut étre impliqué dans les réponses issues d'une
modification de la température. A basse température, les membranes plasmiques
des plantes sensibles passent d'un état physique normal (flexible) & un état de
transition de type gel. De tels changements affectent la perméabilité, qui induit une
perturbation de la balance ionique intracellulaire. WOODS et al. (1984) suggerent
qu'un effet rapide de telles températures sur la cyclose et sur la structure
cytoplasmique pourrait causer une décompartimentation des ions Cat+
intracellulaires, aboutissant ainsi & un dépassement de la concentration caicique
critique.

Les systémes de signaux intracellulaires qui impliquent des réarrangements
des éléments cytosquelettiques sont souvent en relation avec un changement du
taux de Cat+ libre. Celui-ci, en temps normal est d'environ 0,1 uM. Le Cat+ est
excellent comme messager car il agit en se diffusant dans le cytoplasme. Les
éléments du cytosquelette sont sensibles a l'augmentation du Ca*+. Des taux
élevés peuvent conduire a leur désassemblage par des mécanismes variés
incluant I'attaque des Mfs par des protéases spécifiques ou non, activées par le
Ca++. Ainsi & haute concentration (>10- 6 M), les Mts peuvent aussi se
dépolymériser. L'augmentation du taux de Ca*+ peut interagir avec la calmoduline
et les protéines associées aux Mts (CYR, 1991).

3.5 Autorégulation des ARNm de tubulines

Le premier niveau de régulation consiste en l'activation d'un ou plusieurs
membres des petites familles multigéniques qui codent pour chaque sous-unité.
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Le deuxiéme niveau est le taux de protéines obtenues qui doit étre suffisant
afin d'autoréguler I'ARNm. Une telle autorégulation a déja été rapportée chez des
plantes (CLEVELAND et al.,, 1981; CYR et al., 1987). Les modifications des taux de
tubulines pourraient résulter d'une évolution dans l'efficacité de la transcription de
I'ARNm selon CLEVELAND et al. (1981), ou des variations dans son abondance.
Le contréle serait cytoplasmique et pourrait concerner la maturation des ARNs.

La synthése d'a tubuline serait apparemment contrélée par des
changements sélectifs d'ARN. Mais le site qui confére l'autorégulation est
beaucoup moins connu que celui de la B tubuline (CLEVELAND et
THEODORAKIS, 1994). Par ailleurs, certains transcripts sont accumulés de fagon
différentielle suivant les organes et leur phase de développement (DOLFINI et al.,
1993).

Une diminution du taux de 'ARNm-p tubuline, en réponse a I'élévation des
sous-unités de tubuline, devrait résulter d'une altération de la stabilisation des
ARNm cytoplasmiques (CARON et al., 1985; PITTENGER et CLEVELAND, 1985).
La séquence responsable de cette instabilité serait localisée au niveau du premier
exon (YEN et al.,, 1988), mais des nucléases associées aux ribosomes
interagissent aussi au niveau de la relation peptide-ARNm (CLEVELAND et
THEODORAKIS, 1994).

CYR et al. (1987) ont étudié les modulations d'expression des protéines et
des ARNms, lors du développement des embryons somatiques, issus de
suspensions cellulaires de carotte. Au moment de liinitiation des cellules, leurs
taux sont faibles, mais ils augmentent fortement aprés le stade globulaire. L'étude
des ARNm les ont conduits & cette conclusion: la formation des Mts au cours de
I'embryogenése précoce est contrlée par d'autres facteurs que la quantité de
monomeres présents. La formation des Mts, lors des stades ultérieurs, serait
coordonnée avec les changements de la transcription du géne tubuline et de la
taille du stock d'hétérodiméres disponibles.
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5. LA MITOSE
5.1 Le cycle cytosquelettique

Deux évenements majeurs sont caractéristiques des végétaux supérieurs

(Fig. 5): la formation d'une bande préprophasique (BPP) et le développement d'un
fuseau bipolaire acentriolaire.

|

Premitosis ’
1 Telophase/
-
Interphase Premitotic PPB and Prophase |Prometaphase| Metaphase | Anaphase early
nuclear phragmosome . interphase
migration formation
Transition Mitotic DNA : R .
points induction replication
Chromatin vz VVV

W
Microtubules

D

) =)

jg;ﬁ,@ 0£0

F-actin
Cytoplasmic +STR +STR STR? —STR —STR +STR
streaming
IF
Antigens \ . .
Figure 5 : Le cycle cytosquelettique de cellules vacuolisées des plantes supérieures.
Les différents éléments im

pliqués dans ce cycle sont décrits au cours des phases de
mitose. Le flux cytoplasmique est représenté par +STR s'il y en a, et -STR dans le cas

contraire. * indique la rupture de I'enveloppe nucléaire. |F correspond a la troisieme

classe des éléments du cytosquelette: les filaments intermédiaires (STAIGER et
LLOYD, 1991).
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5.1.1 Interphase

Les cellules somatiques ont une période de réplication nucléaire de I' ADN
ou phase S précédée et suivie d'une phase sans réplication (G et G2). La mitose
occupe en fait peu de temps dans le cycle cellulaire. De nombreuses différences
sont observées entre les cycles cellulaires animaux et végétaux (Fig. 6):

cellule animale pas de Mis autoassembles, Mis tous Tormes au centrosame
Mis nk

—

G2 REN

Mis corps
intermediaire

Ccentrosome

zllule vegetale pas de centrosome structure, ni de centrioles

}/)d&ﬁ\ :
)W, MHIF Mtz phragmoplaste

bande Dfié" RPEM
prophasigue
et phragmosome

Mts nc: Mis non kinétochariens FEN : Rupture de 'Enveloppe Mucleaire
Mts o Mts kingtochoriens

Mts péri nucléaires
Mts corticaux
— Mts kinétochariens
— Mts fusoriaux
—— Mts du phragmoplaste

Figure 6 : Comparaison des cycles cellulaires animal et végétal. Evolution des

types de microtubules au cours des phases de la mitose (d'aprés LAMBERT A.M.,
communication personnelle).
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Les Mts corticaux sont longs au cours de l'interphase et s'accollent a la
membrane avec laquelle ils forment des liaisons (WICK et al., 1981; LAMBERT et
LLOYD, 1994). lls ont tendance a étre hélicoidaux, avec une orientation
prédominante dans le sens de l'élongation cellulaire. D'autres Mts, dits péri-
nucléaires, rayonnent de la surface nucléaire vers la membrane plasmique et la
paroi. lIs seront remplacés, lors de la mitose par des Mts plus courts qui formeront
le fuseau (LAMBERT et al., 1991). La y tubuline est localisée de maniére ponctuelle
avec les Mts corticaux (McDONALD et al., 1993), et s'accumule autour du noyau
lorsque la BPP se forme (LIU et al., 1993).

Dans les cellules interphasiques, la F-actine est mise en évidence dans le
cytoplasme et se place le long de I'axe des cellules. A ce moment, les Mts et les
Mfs ne sont pas codistribués (LLOYD et al., 1985; ELEFTHERIOU et PALEVITZ,
1992). Parfois, la F-actine forme des trabécules radiales qui interagissent avec les
Mts. La rupture du réseau de Mfs semble commencer du cytoplasme vers la zone
nucléaire (SEAGULL, 1989). Récemment, CLEARY (1995) a montré que la F-
actine marque le site de la future division tout au long de la mitose.

5.1.2 Migration nucléaire et formation de la bande préprophasique
5.1.2.1 Réactivation nucléaire et comportement des Mts

L'entrée en mitose se définit, morphologiquement, par une condensation
des chromosomes repliqués, alors que l'enveloppe nucléaire n'est pas encore
brisée. La taille du noyau, la structure de la chromatine et le type de progression
dans le cycle cellulaire semblent étre régulés par la nature dynamique du
cytosquelette (BALUSKA et BARLOW, 1993). Un choc thermique induit des
transformations rapides et réversibles de la structure de la chromatine, en
association a des variations de transcription des ARNs. Ces modifications de la
chromatine sont nécessaires dans la reprogrammation des activités cellulaires
(CREMONINI et al., 1992).

La migration du noyau au site de la division est un prérequis pour la mitose
chez les plantes. Ce mouvement prémitotique est une figure normale de division
dans les cellules vacuolisées, non blessées. Ce type de migration utilise les Mts
(GUNNING et HARDHAM, 1982; MEINDL, 1983). La migration nucléaire peut étre
la conséquence d'une blessure (par exemple, la mise en culture d'un explant). Elle
est alors qualifiée de traumatotactique et implique plus particulierement les Mfs.
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L'utilisation d'un systeme vidéo, aprés caryocinése, a permis de montrer que
chaque noyau migrait de fagon indépendante. Ce mouvement intervient a des
degrés variables via des "liens" transvacuolaires (GOODBODY et LLOYD , 1990).

Les Mfs peuvent étre responsables du maintien de la position du noyau
(TRAAS et al., 1987; VENVERLOO et LIBBENGA, 1987).

Les Mts sont prés de I'enveloppe nucléaire au moment ou la chromatine se
condense; ils sont particulierement concentrés au niveau de la région de
I'enveloppe, donnant naissance au fuseau. La BPP est a la fin de sa formation et
va alors commencer a se désintégrer (GUNNING et WICK, 1985). A la fin de la pré-
prophase, les Mts sont toujours en contact étroit avec I'enveloppe nucléaire (Mts
périnucléaires, MtsPN). lls commencent a s'organiser et a s'aligner. Leur densité
au stade de la BPP diminue de fagon concomitante a cette réorganisation (WICK et
DUNIEC, 1984). Cette association entre le noyau et les Mts a aussi été citée par
d'autres auteurs (LLOYD, 1989; LAMBERT et al. , 1991; PALEVITZ,1991;
LAMBERT et LLOYD, 1994; STAIGER et LLOYD, 1991), ces MtsPN seraient, en fait,
des marqueurs du stade de la phase Go.

Chez des cellules n'ayant pas de paroi telles que celles de l'albumen
d'Haemanthus , des MtsPN ont leur plus grande densité avant la mitose (SCHMIT
et al., 1983). Ainsi, les composants des MtsPN sont capables de se réorganiser et
d'étre redistribués lors de la mitose, et ce, sous le contrdle des processus de
régulation du cycle cellulaire (LAMBERT et LLOYD, 1994). De tels processus,
mettant en jeu des cascades de phosphorylations, ont été découverts récemment
chez les plantes (TRAAS et al.,, 1992).

Enfin, la y tubuline s'accumule autour du noyau et forme une coiffe polaire
de laquelle s'irradient les Mts du fuseau précoce (LIU et al., 1993). Elle est aussi
localisée le long des Mts corticaux de la cellule végétative du pollen (PALEVITZ et
al., 1994).

5.1.2.2 Le phragmosome
Pendant la migration du noyau, la membrane cytoplasmique forme des liens

transvacuolaires, rayonnant autour du noyau. Cette architecture cytoplasmique
équatoriale apparait en fin de G2 et s'appelle le phragmosome (FLANDERS et al.,
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1990; LLOYD, 1991). Cette structure est impliquée dans la formation du plan de
division (Fig. 7):

migration formation du achevement du cytocinése
nucléaire phragmosome phragmosome

| 72 l | | o
-14h // _sh _oh o e2h temp:

Eigure 7 : Représentation schématique des stades successifs du développement
normal en relation avec le temps du cycle cellulaire. (a-d) vues latérales. (b'-d')
vue dans le plan de division. (a) migration du noyau. (b-b') le noyau central est
suspendu par des liens cytoplasmiques transvacuolaires, formation du
phragmosome (zone grisée). (c-c') le noyau pré-mitotique dans un phragmosome
péricline, les parties plus denses indiquent une zone plus mince du phragmosome.
(d-d') cytocinése péricline, formation du phragmoplaste et de la plaque cellulaire
(d'apres VENVERLOO et LIBBENGA, 1987).

Sa formation est presque simultanée avec celle d'une bande de Mts, et ce,
avant la mitose. Son importance a été étudiée par VENVERLOO et LIBBENGA
(1987) sur des cellules vacuolisées de Nautilocalyx. Les liens cytoplasmiques,
transvacuolaires, semblent étre importants dans le maintien de la position
nucléaire centrale du noyau et la localisation de la future paroi.

5.1.2.3 La bande pré-prophasique

L'évenement majeur reste la formation d'une BPP, spécifique aux plantes.
La BPP est un ensemble de Mts corticaux et de Mfs qui forment un anneau situé,
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dans la majorité des cas, au centre de la cellule autour du noyau lors de la
formation du phragmosome (Fig. 8). Elle est présente brievement dans les cellules
en division, notamment celles constituant un tissu organisé plutét qu'une structure
désordonnée (FOSKET et MOREJOHN, 1992). Cette BPP préfigure le futur site de
division; elle apparait en phase G2 et marque la fin de l'interphase (MINEYUKI et
GUNNING, 1990). La durée de la phase G2 peut atteindre 2 heures (MINEYUKI et
GUNNING, 1988; GUNNING et SAMMUT, 1990). La BPP ne régule pas la
migration prémitotique du noyau chez les cellules de tabac BY-2. En effet,
I'application d'aphicodiline, un inhibiteur de 'ADN polymérase o, supprime la BPP,
sans modifier la migration du noyau (KATSUTA et al., 1990). Cette BPP ne se
développera que si la totalité de I'ADN est déja répliquée (MIZUTANI et al., 1993).

a b c
| Mt = ?
|
| £ \Jﬁ
s @ — ﬁ {)
= | J B t/ v
] : 74616 ‘
|
v \
Mts corticaux noyau liens transvacuolaires
d | = e
} phragmosome
BPP |
Figure 8 : Modéle de l'implication du cytosquelette dans la formation du plan de

division. a. Dans les cellules vacuolisées quiescentes, le noyau est maintenu dans le
cytoplasme cortical. Le cytosquelette interphasique cortical (partiellement représenté)
contient des Mts et de I'actine, avec des liens d'actine trés fins (non montrés) dans le
sub-cortex. b. En réponse a une blessure, le noyau migre vers le centre. Le noyau est
intimement associé avec des Mfs qui apparaissent essentiels pour cette migration
traumatotactique (phase I). ¢. En préparation de la mitose, le noyau peut aussi migrer
vers le centre de la cellule et est suspendu par des trabécules cytoplasmiques
contenant des Mfs. d. Le cytosquelette cortical se réorganise et forme une bande pré-
prophasique. Les trabécules qui rayonnaient autour du noyau s'alignent sur un plan.
Elles fusionnent et forment alors le phragmosome . e. En métaphase, les Mts
cytoplasmiques se sont dépolymérisés, laissant un anneau d'actine marquer le plan
de division. Ces filaments s'insinuent dans le cortex. Plus tard, le phragmoplaste
s'étend alors que les vésicules de la plaque cellulaire fusionnent jusqu'aux parois
(FLANDERS et al., 1990; LLOYD, 1991).
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Dans les cellules vacuolisées, la F-actine forme des liens radiaux et aurait
un réle stratégique dans l'organisation de la BPP (LLOYD et TRAAS, 1988;
FLANDERS et al., 1990; LLOYD, 1991; ELEFTHERIOU et PALEVITZ, 1992). Une
réorganisation de ce réseau commence et les Mfs s'orientent parallélement a la
BPP (ELEFTHERIOU et PALEVITZ, 1992).

HUSH et al. (1990) ont étudié le réseau microtubulaire induit par des
blessures sur des racines de pois. En interphase, le réseau de Mts entreprend une
réorientation et passe de la forme transverse a un plan paralléle, a la surface de la
blessure (2 a 5 heures aprés le choc). Une telle réorientation affecte aussi les Mfs
dont le réle est plus controversé (HUSH et OVERALL, 1992). GORST et al. (1986)
utilisent I'index BPP comme marqueur du potentiel d'une suspension cellulaire de
carotte & former des embryons somatiques. Toutefois, ROS et al. (1991) estiment
que la présence d'une BPP est le reflet d'une orientation de la croissance d'une
cellule sans que son appartenance a un tissu n'interfére. En effet, des BPPs
diffuses peuvent se former méme dans les cellules isolées. Par contre, I'orientation
de cette BPP serait directement ou indirectement contrélée par I'environnement,
par exemple par les cellules voisines, ce qui organiserait, par la suite, une
croissance coordonnée comme dans un tissu.

5.1.3 Prophase

Les chromosomes se condensent et s'individualisent. L'incorporation de
tubuline exogéne pendant la prophase a montré une augmentation de la capacité
de nucléation des Mts (VANTARD et al., 1990). L'assemblage du fuseau bipolaire
acentriolaire autour du noyau est achevé, formant ainsi des centres pseudo-
astériens qui conduiront progressivement a la formation des pdles fusoriaux
(SCHMIT et al., 1983). Ces différents phénoménes impliquent des interactions
régulées par des protéines associées aux Mts. La rupture soudaine de I'enveloppe
nucléaire permet la capture des Mts fusoriaux par les kinétochores. Toutefois, des
analyses en microscopie confocale ont permis de détecter de trés fins Mts,
pénétrant tres tét dans le noyau prophasique. Ceci suggére que la dégradation de
I'enveloppe nucléaire est graduelle. Les composants des kinétochores végétaux
auraient, par ailleurs, des épitopes communs avec ceux des animaux (MOLE-
BAJER et al., 1990).
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5.1.4 Métaphase

La séparation des chromosomes qui s'opére implique d'abord l'orientation

bipolaire des kinétochores fils et par la suite le désassemblage des fibres
kinétochoriennes. La vy tubuline est localisée préférentiellement au niveau des
fibres du kinétochore, et éventuellement aux pdles en métaphase et en anaphase.
Elle semble étre exclue des extrémités "+" des Mts de la plaque métaphasique et
de la plaque cellulaire (LIU et al., 1993; PALEVITZ et al.,, 1994). Les Mfs sont
présents entre le plan équatorial du fuseau mitotique et le cortex cellulaire (LLOYD
et TRAAS, 1988).

5.1.5 Anaphase

A cette étape, une régulation de I'élongation des Mts permet la migration des
chromosomes de I'équateur aux péles. Les Mts polaires, en dépit de leur
régulation en longueur, induisent la création de forces antagonistes qui stabilisent
ces poles. Les Mfs sont alors sous forme de faisceau linéaire paralléle a I'axe du
fuseau (SCHMIT et LAMBERT, 1990).

5.1.6 Télophase et début d'interphase

La y tubuline est mise en évidence au niveau du phragmoplaste (LIU et al.,
1993). Au moment ou le phragmoplaste aide au dépét de la nouvelle paroi, la F-
actine est alors codistribuée avec les Mts tout au long des phases amenant a la
cytocinése (LLOYD et al., 1985). Apres la cytocinése, le réseau de Mfs se reforme
de la zone nucléaire vers le cytoplasme cortical (SEAGULL, 1989). Cette zone
nucléaire est aussi enrichie en MtsPN (LAMBERT et LLOYD, 1994).

5.1.7 Le phragmoplaste

Le phragmoplaste est généralement observé au niveau ou se situait la BPP
en préprophase. |l est constitué de plusieurs éléments: de filaments intermédiaires
(AMOS et AMOS, 1991), et de Mts courts et dirigés de maniére opposée qui
forment une sorte de palissade (LLOYD et al., 1985 ; BROWN et LEMMON, 1991 a,
b). Les Mts sont nucléés aux péles fusoriaux a partir du stock de tubuline soluble
(VANTARD et al., 1990; ZHANG et al., 1990). De nouveaux sites d'assemblage se
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trouvent sur cette plaque équatoriale et se greffent sur des fragments de Mts pré-
existants (LAMBERT et LLOYD, 1994). Des éléments membranaires (issus du
réticulum endoplasmique et de vésicules), et la plaque cellulaire en cours
d'expansion, peuvent aussi faire partie du phragmoplaste (SEAGULL, 1989).

Pendant la formation du phragmoplaste, I'actine s'accumule le long d'un
anneau ou s'opére un assemblage actif de nouveaux petits filaments (PALEVITZ,
1987; SCHMIT et LAMBERT, 1990). La direction de I'expansion du phragmoplaste
serait contrblée par des Mfs. lls pourraient aider le mouvement des vésicules
contenant les matériaux nécessaires a la formation de la nouvelle paroi (LLOYD et
al., 1985), ce qui peut suggérer la présence de protéines de type dynamine
(ASADA et al., 1991). De plus, ces Mfs connectent la périphérie du phragmoplaste
a l'enveloppe cellulaire (KAKIMOTO et SHIBAOKA, 1987). Tout ceci suggére donc
une corégulation entre la polymérisation de la F-actine et de la tubuline au cours
des phases du cycle cellulaire précédant la cytocinése (LLOYD et TRAAS, 1988).

5.2 Inhibition des microtubules
Les principaux inhibiteurs de l'interaction nucléotide-tubuline sont repris
dans le Tableau 2 ; d'autres agents chimiques et régulateurs de croissance sont

cités dans le Tableau 3. Les facteurs physiques sont, eux, décrits dans le Tableau
4,
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Types chimiques

Sources

Effets sur les Mts Références
Maytansinoides Maytenus
Puterlikia analogues a la VAUGHAN et
- maytansine Trewia nudiflora colchicine VAUGHN, 1988
- trewiasine
Podophyllo- Podophyllum inhibiteur CORREIA, 1991
toxine peltatum compétitif colchicine | VAUGHN et al., 1987
Alcaloid
- vinblastine Catharanthus rosea - orientation SAFA et al., 1987
- vincristine multidirectionnelle
Colchicum autumnale| des chromatides
- colchicine MOREJOHN et al.,
- colcémide - blocage des sites de 1987,
nucléation
UTRILLA et al., 1989
- seuils de sensibilité | CLEVELAND et al.,
différents 1981
- diminution de la
synthése de tubuline
Diterpene MOREJOHN et
FOSKET, 1984
- taxol Taxus brevifolia stabilise les Mts, COLLINS et
action réversible VALLEE, 1987
MOREJOHN, 1991
BOKROS et al., 1993
Méthyixanthine
- inhibe la maturation HEPLER et
de la plaque cellulaire BONSIGNORE
Coffea (1990)
caféine Theobroma
Camellia GALATIS et
- production de APOSTOLAKOS
stomates aberrants (1991)
B muftinucléés .
Tableau 2 : Principaux inhibiteurs des microtubu

I'interaction tubuline / nucléotide.
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Agents et régulateurs de Effets sur les microtubules Références
croissance corticaux
Glycérol - accrochage tubuline- ZABRECKY et COLE, 1979

glycérol réversible
CAPLOW et SHANKS, 1987
- stabilise les Mts

Calcium dépolymérisation SCHLIWA et al., 1981
PANTALONI, 1989
CYR, 1991
P —
Auxine réorientation transversale | ZANDOMENI et SCHOPFER,
1993
Cytokinine réorientation SAUNDERS, 1986
longitudinale
Acide gibbéréllique réorientation MITA et KATSUMI, 1986
transversale ISHIDA et KATSUMI, 1992
Ethyléne réorientation STEEN et CHADWICK, 1981
longitudinale LANG et al., 1982

ROBERTS et al., 1985

Acide abscissique réorientation ISHIDA et KATSUMI, 1992
longitudinale SAKIYAMA et SHIBAOKA,
1990
L ———— ] . . rd ]
Tableau 3 : Effets d'agents chimiques et de régulateurs de croissance sur la

disposition des microtubules (Mts).
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Agents Effets sur les Références
microtubules

#ma‘—m
Température

-0 °C, froid - dépolymérisation INOUE, 1981
CARTER et WICK, 1984
OKAMURA et al., 1993

- température ambiante | - restauration des Mts ZHANG et al., 1990
MURATA et WADA,
1991
Gravite :
- mise a I'horizontale - Mts // vecteur de BLANCAFLOR et
tropisme HASENSTEIN, 1993
- centrifugation - la BPP est séparée du MURATA et WADA,
noyau 1989
Lumiére :
- UV (280 nm) - fragmentation STAXEN et al., 1993
- rouge - disposition aléatoire ZANDOMENI et

SCHOPFER, 1993 .

Pression osmoti : - rupture des ponts avec| WILLIAMSON, 1991
la membrane
Tableau 4 : Effets de certains facteurs physiques sur les microtubules (Mts).

6. CONTEXTE DE L'ETUDE

Les différents travaux effectués au laboratoire concernent la physiologie de
la différenciation des cellules lors du phénomeéne d'ES. La plupart des expériences
ont été menées chez le Cichorium hybride '474'. |l ne s'agit pas d'une plante d'un
intérét agronomique important, mais elle nous offre la possibilité d'établir un
systéme d'étude de I'ES ou les eS se développent directement sans l'intervention
d'un cal. Nos objectifs sont de déterminer la nature et la régulation des événements
précoces de I'ES d'un point de vue cytochimique et moléculaire. Cette approche
est liée au concept que la morphogenése chez les plantes découle de la régulation
spatio-temporelle de génes (RACUSEN et SCHIAVONE, 1990), et a notre
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hypothése de travail: la formation d'eS in vitro pourrait étre une réponse a des
stress (blessure, concentrations hormonales, conditions de culture...) qui
activeraient le programme embryogene (VASSEUR et al., 1995).

Ainsi, le travail qui m'a été confié concerne I'étude des premiéres divisions
embryogeénes. L'établissement d'un systeme d'ES particulier a donc été nécessaire
afin de pouvoir séparer la phase d'induction embryogeéne (dédifférenciation) de la
phase d'expression (mitoses). La mise en place d'une telle technique de culture in
viro constitue la premiére partie des résultats.

La plupart des auteurs étudient ces divisions embryogénes dans des
systemes cellulaires de type suspensions cellulaires, protoplastes ou microspores.
L'originalité de ce travail réside dans la caractérisation de la premiére division
embryogéne et sa mise en place dans les tissus foliaires. La deuxiéme partie
des résultats portera donc sur ces aspects; ils seront traités autant d'un point de
vue cytologique que biochimique.

L'interdépendance fonctionnelle des diverses configurations
cytosquelettiques observées lors de la mitose reflete un enchainement précis a
respecter. Un disfonctionnement de I'une de ces étapes altére I'ensemble du
processus morphogénétique. Ceci nous a conduit & utiliser un inhibiteur spécifique
de la cytocinése, la caféine, pour étudier les modifications qu'il provoque sur les
séquences mitotiques embryonnaires. Ces effets seront décrits au cours d'une
troisiéme partie.

La morphologie et le mode de croissance peuvent étre régulés par la
présence de glycoprotéines impliquées dans linteraction paroi squelettique-
membrane (et éventuellement avec la MEC vegétale). Par conséquent, nous avons
étudié les glycoprotéines intratissulaires qui sont exprimées au cours du processus
embryogéne, ainsi que leurs variations en présence d'inhibiteurs. Celles-ci feront
I'objet d'une quatriéeme partie.
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MATERIEL ET METHODES
1. MATERIEL VEGETAL
1.1 Cichorium hybride '474'

Les vitroplants sont obtenus a partir d'une embryogenése somatique induite
sur des racines de vitroplants de I'hybride '474' : Cichorium intybus L. var. sativum
x Cichorium endivia L. var. latifolia. Les racines sont mises en culture dans un
flacon contenant 20 ml d'un milieu d'induction défini dans I'annexe 1. La culture est
conduite selon les conditions suivantes : 35°C, agitation orbitale 70 rpm, a
I'obscurite.

Au bout de 10 jours de culture des racines dans du milieu liquide, sous
agitation, a la lumiére (12h / jour) et a la température de 24 °C /12 h (20 °C / 12 h),
les premiers eS se détachent spontanément et sont prélevés au fond du flacon. lls
sont ensuite transférés dans un milieu de Heller modifié (Annexe 2) liquide
pendant 3-4 jours pour favoriser le développement de la racine puis sur ce méme
milieu solide.

Aprés sélection sur leur capacité germinative, les embryons somatiques au
stade cotylédonnaire sont repiqués individuellement en tubes (160x22mm)
contenant du milieu de Heller modifié gélosé et cultivés en salle de culture.

Les vitroplants de I'hybride '474' tétraploide sont issus d'une fusion de
protoplastes mésophylliens par le polyéthyléneglycol (RAMBAUD et al., 1992).
Aprés division sur un milieu liquide élaboré par RAMBAUD et al. (1990), les
microcals régéneérent des bourgeons. Les plantules sont maintenues sur un milieu
de développement gélosé (Annexe 2).

1.2 Cichorium c¢v.'206' et cv. 'Flash'

Des akénes issus de plantes non embryogénes (C. intybus L. var. foliosum ,
encore appelées chicorées Witloof) désignées sous les appellations cv. '206' et cv.
'Flash' sont sélectionnés, puis aseptisés selon le protocole suivant :

31



- Matériel et Méthodes -

- 20 min de trempage dans du chlorure mercurique a 0,1%
- 3 ringages a l'eau distillée stérile : 5-10-15 min
- séchage sur du papier filtre stérile

Les akénes sont alors mis & germer sur du milieu de développement géloseé,
en tube (Annexe 2).

2. METHODES DE CULTURE IN VITRO

2.1 Obtention des embryons somatiques a partir de feuilles

Les travaux de GUEDIRA et al. (1990) nous ont permis de comprendre
l'importance de la source carbonée (le saccharose) lors du processus embryogene
dans les racines de I'hybride '474'. Un nombre élevé d'embryons somatiques de
méme taille a été obtenu en augmentant la concentration en saccharose du milieu de
culture. Nos expérimentations se sont alors appuyées sur ces données et nous
avons appliqué une méthode semblable aux feuilles en considérant a la fois la
concentration en saccharose du milieu inducteur et le potentiel osmotique ainsi
engendre.

- exp 1 : sur la concentration de saccharose : 30, 120 ou 360 mM pendant 7
jours de culture dans le milieu d'induction (défini dans I'Annexe 1).

- exp 2 : sur I'association glycérol (330 mM) + saccharose (30 mM). En effet,
I'ensemble de ces sources correspond a un potentiel osmotique comparable
a celui engendré par une concentration de 360 mM de saccharose (Annexe
3). Aprés 5 jours de culture, un transfert des explants s'effectue sur le méme
milieu depourvu de glycérol.

Ainsi, au cours des expériences suivantes, les feuilles de vitropolants agés
de 6 semaines sont prélevées puis découpées en 3 fragments (basal, médian,
distal). Les explants sont déposés dans un flacon contenant 20 ml du milieu
d'induction (Annexe 3), pendant 5 jours. Aprés un rapide séchage sur du papier
filtre, les explants sont déposés dans un flacon contenant 20 ml du méme milieu
dépourvu de glycérol. Les conditions de culture sont les mémes que celles décrites
précédemment, c'est-a-dire : 35 °C, agitation orbitale et obscurité.
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Dans le cadre d'une analyse des protéines, neuf fragments foliaires sont
induits. Le contenu de deux flacons est prélevé quotidiennement (du 1€ au géme
jour puis au 128Me jour de culture). Les explants foliaires de chaque flacon sont
ensuite congelés indépendamment et immédiatement sous azote liquide et stockés
a -80°C.

2.2 Culture de feuilles en présence d'inhibiteurs

Au cours de la culture des feuilles de I'hybride '474' diploide, des inhibiteurs
sont ajoutés au milieu de culture. La caféine (Sigma) est un inhibiteur de la
maturation de la plague cellulaire (cytocinése). Sa présence séquentielle dans le
milieu de culture permet de caractériser ses effets au cours de la mise en place des
mitoses des CE (et, par conséquent, de la réorganisation du cytosquelette), et sur
la capacité embryogéne. Trois types d'expérimentations sont réalisées (Fig. 9) :

Milieu + Milieu sans
glycérol

phase d'induction

condition 1: -4———— caféine — p

condition 2: -g—— caféine — —p

condition 3: g caféine -

Figure 9: Représentation schématique du protocole utilisé pour I'étude des
effets de la caféine sur l'induction et I'expression de I'ES. La caféine (5 mM)
est ajoutée de fagon séquentielle aux différents milieux de culture décrits
dans I'Annexe 3.

Le vérapamil (Sigma) est un inhibiteur des canaux calciques. Des travaux
précédents avaient montré son action inhibitrice sur la potentialité embryogéne
chez Cichorium (DUMINY, 1993). Il est ajouté pendant les deux phases de culture
(soit 8 jours) a 100 uM.

La tunicamycine (Sigma) ou la déoxinojirimycine (Sigma) sont des
inhibiteurs de la glycosylation en N- ou O- des protéines pariétales. lls sont
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employés a différentes concentrations dans le cadre d'une étude des
glycoprotéines intratissulaires. Ils sont ajoutés pendant 12 jours de culture dans le
milieu dépourvu de glycérol.

3. TECHNIQUES CYTOLOGIQUES

Dans le cadre d'une analyse des structures induites lors de I'ES, nous avons
effectué des coupes de tissus foliaires inclus en paraffine ou en résine de
méthacrylate. Nous avons aussi étudié la réorganisation du cytosquelette en
immunocytologie. De ce fait, nous avons testé différents protocoles d'inclusion
et/ou de résine afin de déterminer les conditions optimales pour realiser cet
immunomarquage.

3.1 Coloration des noyaux par des fluorochromes

Les fragments foliaires sont prélevés aprés 5+2 jours de culture (J5+2),
découpés en piéces de 3 x 1 mm, puis fixés dans du tampon phosphate (PBS:
NagHPO4 16 mM, NaH2PO4 4 mM, NaCl 150 mM; pH 7,2 ou 5,5 pour les
enzymes) additionné de 3,7% de paraformaldéhyde (PFA) pendant 1 heure en
chambre humide. Aprés trois ringages de 10 minutes dans du PBS, les fragments
subissent deux digestions ménagées successives :

- 0,15% pectinase (®Caylase 345, Cayla, Toulouse), pendant 30 minutes a
30°C

- 0,8% cellulase (®Caylase M2, Cayla, Toulouse), pendant 30 minutes a
30°C.

Les enzymes sont dilués dans du PBS pH 5,5.

Aprés ces digestions, la fluorescence de la chlorophylle est réduite par
l'action de 0,1% NaHB4 dans PBS, 3 fois 10 minutes.

La chromatine des noyaux est alors mise en évidence par une solution au
1/10000 eme de Hoechst 33258 (Sigma) ou de 4,6 diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (Sigma) dans PBS pendant 10-15 minutes. Les échantillons sont alors
disposés sur lames poly-lysinées, puis montés dans du Citifluor (type AF2 dans du
glycérol) ou dans un mélange PBS/ Glyceérol (1/1, v/v). L'observation se fait avec un
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microscope Olympus BH-12 muni des filtres UV (A= 334nm). Les préparations sont
conservées a 4 °C a l'obscurité.

3.2 Coupes en paraffine

Un fragment foliaire de chaque lot prélevé quotidiennement est fixé dans du
FAA (formol 6,5%; acide acétique 3,5%, éthanol 50% qsp 500 ml H20O ). Aprés
redécoupage, le fragment subit une déshydratation dans une série d'éthanol de
force croissante. La phase dans I'éthanol absolu se fait en ajoutant des billes
absorbant les traces d'eau (Molecular sieves, Sigma).

Les fragments sont déposés au fond d'un moule rempli de paraffine de point
de fusion 53-55°C (Merck). Les blocs ainsi obtenus sont débités en coupes sériées
de 8 um puis les coupes sont collées par une solution de gélatine (0,1 %) sur des
lames. Aprés séchage, les coupes déparaffinées (xyléne, 40 min minimum) sont
colorées par :

- la safranine a 0,1% dans une solution éthanol/ eau (1/1, v/v), pendant 1 nuit

- le fast green a 0,5% dans I'éthanol absolu pendant 1 seconde.

Les coupes sont montées dans du baume du canada.

3.3 Coupes semi-fines en résine de méthacrylate
3.3.1 Résine hydrophile

Un tres petit fragment de chaque lot (3 x 6 mm) est utilisé. Apres fixation dans
le FAA, le fragment foliaire est déshydraté, puis mis en contact avec la résine JB4
(Polyscience, Allemagne) pour infiltration pendant 1 nuit. Le fragment est alors
déposé verticalement dans une gélule. Aprés addition du durcisseur, la résine se
polymérise en anaérobiose. La gélatine des gélules est retirée avec des pinces
aprés une heure de polymérisation. Les blocs sont gardés a I'abri de la poussiére.
lls sont débités en coupes de 2-3 um sur un ultratome (Porterblum MT1). Chaque
coupe est déposée sur une goutte d'eau additionnée d'ammoniaque pour faciliter
son déplissage, puis les lames sont séchées dans une étuve a 54 °C. Certaines
coupes sont colorées directement avec une solution aqueuse de bleu de toluidine
(0,5%) puis montées dans de I'Entellan (Merck). D'autres sont observées en
contraste interférentiel dit de Nomarski.
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3.3.2 Résine hydrophobe

Le protocole employé est celui de GUBLER (1989) modifié par BASKIN et al.
(1992) et A.-C. SCHMIT (IBMP - Strasbourg, communication personnelle). Les
echantillons sont fixés dans un tampon piperazine-N,N'-bis [2-ethenesulfonic acid]
(PIPES) (50 mM) contenant de la PFA 3,7% pendant 2 h. Aprés 3 lavages de 10
minutes dans du tampon PIPES (100 mM) + dithiothreitol (DTT) 1mM, le matériel
est déshydraté dans une série d'éthanol de force croissante, dans de la glace et
sous hotte. Chaque bain d'éthanol contient 1 mM de DTT. Le dernier bain
d'éthanol absolu contient 10 mM de DTT et des billes déshydratantes (Molecular
sieves, Sigma). L'infiltration du mélange de résine se fait progressivement, en
éliminant I'éthanol absolu jusqu'a arriver a une infiltration de mélange pur. Le
mélange est le suivant :

Butylméthacrylate (Merck) 8V
Méthylméthacrylate 2V
Initiateur C (benzoine éthyl éther, Aldrich)  0,5%
DTT 10 mM.

Les échantilions sont alors transférés dans des gélules placées a 4°C. La
polymérisation se déroule pendant au moins 6 heures-sous UV & 4°C. La résine
est éliminée par le dépét d'une goutte d'acétone.

3.4 Coupes en congélation

De telles coupes ont été réalisées lors d'un immunomarquage de
glycoprotéines intratissulaires probablement liées a la MEC. Des fragments sont
fixés ou non selon le type de marquage ultérieur. Certains sont préalablement
plongés dans de l'azote liquide avant linclusion. Les fragments sont déposés au
fond d'un moule tapissé de Tissue Tek (Scientific, Naperville, USA) puis en sont
recouverts entierement. Le moule est plongé dans de l'azote liquide. Aprés la prise
en masse, le moule est gardé a -20°C. Les coupes se font sur un cryostat Frigocut
de Reichert-Jung a -23°C. Elles sont collectées sur des lames préalablement
traitées selon la méthode décrite par PAPPAS (1971). Les lames sont stockées a
-20°C.
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3.5 Immunomarquages
3.5.1 Sur des coupes

Le principe de limmunomarquage est basé sur une technique indirecte
illustrée dans la Fig. 10. Pour chaque type d'expérience, une série de témoins est
réalisée de fagon a révéler une éventuelle réaction aspécifique de l'anticorps
primaire ou secondaire. Les témoins consistent a substituer I'anticorps primaire par
du sérum normal de I'héte (le plus souvent du sérum de souris pour des anticorps

monoclonaux, et du sérum de lapin pour le polyclonaux), ou a l'omettre .

Eléments permettant la mise en évidence de protéines par la
méthode d’'immuno-localisation indirecte

la protéine recherchée  anticorps primaire reconnaissant anticorps secondaire couplé a
la protéine recherchée une molécule révélatrice

Principe de détection de la protéine recherchée

molécule révélatrice :
enzyme -> substrat
fluorochrome -> lumiére UV

réponse

couplage en chaine des deux anticorps révélation de la position de la protéine recherchée

Figurei0: Schéma représentant le principe de la technique indirecte
d'immunomarquage.

L'immunomarquage de coupe en paraffine et semi-fine s'est déroulé selon le
protocole décrit par BASKIN et al. (1992). Aprés I'élimination de la paraffine ou de
la résine, les coupes sont réhydratées dans du PBS puis les sites sont saturés.
Aprés chaque incubation avec les anticorps, les coupes sont rincées pendant 30
min (CLEARY et HARDHAM, 1989). -

L'observation se fait avec un microscope Olympus BH-12 muni des filtres
d'excitation suivants : A= 334 nm pour le Hoechst, A= 405 nm pour le couplage de

I'anticorps secondaire avec la fluoresceine isothiocyanate (FITC) et A= 546 nm

pour le couplage avec la tetramethylrhodamine isothiocyantate (TRITC) ou la
rhodamine.
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3.5.3 Dans les protoplastes mésophylliens

L'immunomarquage du réseau microtubulaire s'est déroulé selon les
protocoles décrits par KENGEN et De GRAAF (1991) et WANG et al. (1991).

3.5.3 Dans les feuilles

Pour ces expériences, des feuilles de I'hybride '474' tétraploide sont
employées. Aprés fixation des explants dans du tampon de type microtubule
stabilizing buffer (MSB) (Annexe 4), l'immunomarquage s'est effectué selon le
protocole de HUANG et SHERIDAN (1994), et les modifications apportées sont
décrites dans I'Annexe 5.

4. TECHNIQUES D'ANALYSES BIOCHIMIQUES

4.1 Electrophoréese mono-dimensionnelle en condition dénaturante
4.1.1 Préparation des extraits protéiques -

Les échantillons sont d'abord finement broyés dans de I'azote liquide, puis
la poudre est reprise dans 2 ml de tampon de précipitation des protéines
(trichloroacetic acid (TCA) 10 g + B mercaptoéthanol 0,07 %+ acétone gsp 100 mli,
4°C). L'ensemble est alors laissé a -20°C pendant au moins 45 min. Aprés une
centrifugation (30000 g / 4°C/ 20 min), le culot est repris dans 2 mi de tampon de

précipitation sans TCA. L'ensemble est mélangé puis est laissé une nuit au
congélateur.

Aprées une seconde centrifugation (30000 g / 4°C / 20 min), le culot est séché
sous hotte pendant au moins deux heures. La poudre est ensuite reprise dans du
tampon de lyse (ZIVY, 1986) (Annexe 6) a raison de 60 pl ou 30ul de tampon par
mg de matiére séche. Le tout est laissé 2 h & température ambiante. Aprés avoir
mélangé, le surnageant est récupéré aprés une centrifugation (30000 g / 20°C / 20
min). L'extrait est aliquoté et conservé a -80°C. Le dosage des protéines s'est fait
de plusieurs maniéres. Deux méthodes ont été employées pour chaque extrait
protéique. Celles-ci sont basées sur une révélation colorimétrique des protéines.
Pour cela deux kits (Biorad) ont été utilisés, I'un est de type BRADFORD (1976)
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(lecture a A= 595 nm), l'autre permet de doser les protéines en limitant les
interactions avec les tampons (lecture a A= 750 nm).

4.1.2 Migration des protéines

L'électrophorése monodimensionnelle dénaturante(sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis ou SDS-PAGE) sépare les protéines selon leur
poids moléculaire (PM). Les protéines sont dissociées en leurs sous-unités, sous
I'action dénaturante du B mercaptoéthanol et du SDS, détergent anionique. Les
molécules de SDS masquent les charges propres des protéines et leur conferent
une méme charge négative. Sous l'influence d'un champ électrique, les
polypeptides migrent uniquement en fonction de leur masse moléculaire relative,
dans le gel de polyacrylamide qui sert de tamis moléculaire.

Le matériel utilisé comporte des mini-cuves (Biorad) reliées a un générateur.
Aprés avoir monté les plaques de verre (10 x 9 cm, épaisseur du gel 1 mm) , un gel
de séparation a 10 ou 13% d'acrylamide selon les expériences (Annexe 7) est
coulé puis un film d'eau distiliée est déposé a la surface du gel. Apres
polymérisation, un gel de concentration de 2,5 ou 4% d'acrylamide est-coulé au
niveau d'un peigne. Une fois polymérisé, le peigne est enlevé et les puits ainsi
obtenus sont remplis de tampon de migration de HOCHSTRASSER et al. (1988)
(Tris (hydroxymethyl) aminoéthane ou Tris 50 mM, Glycine 384 mM, SDS 0,1 % ).

Pendant ce temps, les échantillons décongelés, sont préparés a
I'électrophorese en microtube Eppendorf de 1,5 ml. Pour un volume d'extrait, 3
volumes de tampon de LAEMMLI (1970) (Annexe 8) sont ajoutés. L'ensemble est
laissé au repos quelques minutes avant d'étre déposé dans les puits du gel de
concentration.

Des marqueurs de masse connue sont ajoutés de fagon a déterminer les
masses moléculaires des protéines recherchées. La distance de migration est
alors mesurée pour chacun des marqueurs et une courbe est tracée (courbe de
régression logarithmique grace au logiciel Cricket Graph sur matériel Apple, ou
utilisation de papier semi-logarithmique).

La migration des protéines dans le gel de séparation se déroule dans les
conditions suivantes : 200 V, 300 mA, 30-45 minutes. Le tampon utilisé est
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composé de Tris (50 mM), de Glycine (384 mM) et de SDS (0,1 %). Aprés la
separation, le gel est démoulé puis préparé :

- soit pour un marquage immunologique (immuno-empreinte
électrophorétique), auquel cas il est déposé dans du tampon
d'électrotransfert de TOWBIN et al. (1979) (Tris 25 mM, Glycine 192 mM,
méthanol 20 %, a 4 °C).

- soit pour une coloration argentique, auquel cas il est déposé dans le
mélange suivant : éthanol 50 % / acide acétique 12 %/ formaldéhyde 0,05 %.

4.1.3 Electrotransfert sur membrane

Afin de tester la qualité du transfert et d'optimiser I'analyse des membranes,
deux types de support ont été utilisés.

4.1.3.1 Sur membrane de nitrocellulose

Le matériel employé consiste en une mini-cuve placée & 4°C et possédant
des modules spéciaux. Les éléments du module sont alors disposés en fonction du
sens de l'électrophorése. Celle-ci vise a transférer le protéines du gel (péle
cathodique) sur la membrane (p6le anodique) par des liaisons non covalentes.

Le transfert se fait a 100 V / 1h en chambre froide dans du tampon
d'électrotransfert selon TOWBIN et al. (1979) (cf § 4.1.2) . En effet, ce transfert
dégage de la chaleur par effet Joules, d'ou une augmentation de la température du
tampon. Or, il est nécessaire de ne pas dépasser 20-22 °C afin d'optimiser le
passage des protéines sur la membrane de nitrocellulose de 0,45 um. Aprés le
transfert, les membranes sont mises dans du tampon Tris Buffer saline ou TBS (Tris
50 mM + NaCl 0,9 %, pH 7,4) + polyvinyl pyrrolidone (PVP) soluble 2 %, pendant
une nuit, sous agitation, afin de saturer les sites non occupés par des protéines.

Ce protocole subit des modifications si le nombre de protéines est élevé
(comme en gel 2D) ou si une bonne résolution de l'immuno-empreinte est
nécessaire (révélation d'isotypes). Pour cela, deux types de modifications ont été
envisagées. La premiére découle d'une communication personnelle du Pr P. J.
SHAW (John Innes Inst., Norwich, UK). L'électrotransfert se déroule a un voltage
réduit de 60-80 V pendant 5 h. La deuxiéeme découle de celle de FUKUDA et
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IWATA (1986). Les protéines sont transférées pendant 14 heures a 30-40 V / 150-
200 mA.

4.1.3.2 Sur membrane de polyvinylidéne difluoride

Apres électrophorése monodimensionnelle, les gels sont ringés :
- 3 x 20 min dans Ho0 distiliée
- 30 min dans une solution 50 mM acide borique + 1% SDS

La membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF) est préparée par une
étape d' équilibration dans du méthanol (5 min) puis de I'eau distiliée (5 min). Le
transfert se fait selon les conditions suivantes : 60V / 260 mA / 4°C pendant 3
heures. La membrane est ensuite préparée pour l'immuno-empreinte.

4.1.4 Immuno-empreinte électrophorétique

Les différentes étapes sont reprises dans I'Annexe 9. L(es)' anticorps
primaire(s) choisi(s) sont dilué(s) au 1/2000eme. L'anticorps secondaire (anticorps
- couplé a une phophatase alcaline) est mis dans les mémes conditions que le(s)
premier(s).

Les témoins suivants sont faits :
- le premier anticorps est remplacé par le serum normal (pré-immum)

- lorsqu'il s'agit d'une lectine couplée a la phosphatase alcaline, un témoin
négatif doit étre fait selon NIEDZ et al. (1991). Le site glycanique reconnu par
la lectine est mis en présence d'un susbtrat compétitif (comme I'a méthyl-D-
Mannose) si la lectine est la concanavaline A. D'autre part, un témoin sera
effectué en présence des substrats de la phosphatase alcaline sans primo-
incubation avec la lectine, de fagon a détecter les activités enzymatiques
endogénes éventuelles.
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4.1.5 Révélation des bandes immunolocalisées
4.1.5.1 Par la phosphatase alcaline
Les éléments de la révélation sont les suivants :

- p nitro blue tetrazolium chioride (NBT) a raison de 30 mg dans 1 ml de
diméthyl fomamide (DMF) a 70 % pour 100 ml de tampon carbonate pH 9,8
(40 mM NaCO3, 1 mM MgCla),

- 5 bromo 4 chloro 3 indolyl phosphate toluidine salt (BCIP) a raison de 15
mg dans 1 ml de DMF pour 100 ml de tampon carbonate.

Dés que la solution est préte, la membrane est immergée puis laissée au
repos. L'arrét de la réaction se fait dans de l'eau distillée pendant quelques
minutes. La membrane est séchée dans du papier de type sopalin et gardée a
l'obscurité. Une photo sur film Kodak est immédiatement faite.

4.1.5.2 Par chémiluminescence

La membrane est équilibrée 2 fois 2 min dans du tampon B3 (Tris 100 mM,
NaCl 100 mM, MgCl2 100 mM, pH 9,5). Dans une boite de Pétri en verre, on met
12 mi de B3 + 120 pl de 3-((2'-siproadamantane)-4-methoxy-4-3" phosphoryloxy)-
phenyl-1,5-dioxethane (AMPPD) (soit 1/100éme) pendant 5-7 min. L'AMPPD
(Boehringer) a été utilisé pour la premiére fois par ALLEFS et al. (1990). Ce
substrat en contact avec I'enzyme, émet une luminescence captée par le film. Cette
expérience est faite pour tester le seuil de sensibilité et sa répétabilité en
comparaison avec la méthode de révélation NBT + BCIP.

La membrane humide est déposée dans du film Saran. En chambre noire,
le tout est mis dans une cassette muni d'un film photographique Kodak. La cassette
est alors mise a 32°C pendant une heure pour l'impression. Le film est alors fixé
puis révélé avec les solutions Kodak fournies par Sigma.

4.1.6 Révélation des protéines par le nitrate d'argent

Cette révélation est celle définie par BLUM et al. (1987) (Annexe 10).
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4.1.7 Révélation des glycoprotéines

Aprés transfert sur une membrane de nitrocellulose, les glycoprotéines
portant un résidu a-méthyl-D-Mannose sont révélées par une lectine: la
concanavaline A (E.Y. Lab, Flobio) ou conA. Cette lectine est issue de Canavalia
ensiformis. Il s'agit d'une molécule tétramérique dont la spécificité concerne les
résidus a-mannose, o—glucose et I' a—N acétyl glucosamine. Elle marque les
glycanes liés aux fonctions N- ou O- des protéines.

La conA couplée a la phosphatase alcaline est ajoutée au tampon TBS-PVP
1 % + 0,1 % Triton au 1/2000éme. Aprés trois ringages de 10 min, la réaction
enzymatique se déroule en présence du mélange NBT + BCIP. La coloration est
photosensible, aussi une photographie est rapidement faite et les membranes sont
gardées a l'obscurité.

4.1.8 Digitalisation des membranes et traitement de I'image

Le matériel informatique est constitué de produits Apple® Mac Intosh. Les
membranes sont digitalisées sur un scanner MicroTek Color Gray (300 dpi)
connecté a un Macintosh LCII puis traitées par le logiciel NIH-1.56 fourni par le Dr
W. RASBAND (Bethesda, MD, USA).

Les mesures se font par rapport a la surface et au niveau de gris de l'unité
d'image qui est le pixel. L'intégrale obtenue permet d'avoir une aire polypeptidique
exprimée en pixel. Les protéines ainsi quantifiées représentent le stock de
protéines sous forme monomérique (extraction dénaturante). On ne peut donc pas
distinguer la part des monoméres libres (ou solubles), des monomeéres
probablement inclus dans une structure protéique tertiaire ou ceux constituant un
polymeére. De telles mesures sont effectuées a partir d'un minimum de 3 répétitions
(membranes).

Les valeurs obtenues sont transcrites sous forme de tableaux puis
représentées par une courbe ou un histogramme. L'aire polypeptidique est
exprimée en pourcentage d'une densité de base de 100 2 Jo (considérée comme
témoin).
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4.2 Electrophorése bi-dimensionnelle

Cette technique permet de séparer les protéines en fonction de deux
parametres indépendants: leur charge électrique et leur poids moléculaire. L'iso-
électrofocalisation (IEF) permet de séparer les protéines selon leur pHi. Pour cela
des ampholytes (Biorad) sont employeées afin de créer un gradient de pH. Les
protéines dénaturées vont migrer jusqu'a atteindre la zone du gradient de pH ou
leur charge nette s'annule. Dans la deuxiéme dimension, les protéines seront
séparées en présence de SDS et en fonction de leur PM.

4.2.1 Iso-électrofocalisation en condition équilibrée

Aprés avoir coulé le gel de focalisation dans les capillaires (diamétre de 1
mm) (O'FARRELL, 1975) (Annexe 11), et aprés leur polymérisation, ceux-ci sont
stockés a 4 °C. Une solution de NaOH 20 mM (solution cathodique) est mise sous
agitation sous vide pendant 40 min. Pendant ce temps, les capillaires sont munis
d'une cupule et d'un joint, puis introduits a leur place sur le module. Par ailleurs,
une solution de H3PO4 10 mM (solution anodique) est mise sous agitation sous
vide pendant 40 min.

Dix ul de tampon de lyse et 10 ul de tampon de lyse dilué au demi sont
déposés au sommet de chaque gel de fagon a ne faire aucune bulle entre le
sommet du gel et celui de la cupule. La cupule est alors remplie de soude (20 mM)
ainsi que la partie supérieure de la cuve. La partie inférieure de la cuve est remplie
avec la solution d'acide (10 mM).

Une préfocalisation permet d'établir un gradient de pH. Elle se déroule de la
maniére suivante :

- 10 min 200V
- 25 min 300V
- 15 min 400 V avec les limites suivantes: 300 mA, 3W.

La solution cathodique est ensuite éliminée dans la partie supérieure du gel
ainsi que dans les capillaires. L'extrait est déposé sur la surface en veillant a
n'‘emprisonner aucune bulle. Du bleu de bromophénol (0,05%) est ajouté a
I'échantillon afin de suivre la migration dans le capillaire. L'extrait protéique est
recouvert par 10 ul de tampon de lyse et 10 ul de tampon de lyse dilué au demi
dans de l'eau.
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L'IEF se poursuit de la maniére suivante :
- 10 min 500 V
-5h 30 750 V (limites: 300 mA, 3W)

Les capillaires sont démoulés au moyen d'une seringue dans un microtube
Eppendorf contenant 500 ul de tampon d'équilibration (Tris 0,5 M-pH 6,8; SDS 2,3
%)+ 50 ul de bleu de bromophénol. lls seront conservés a -80 °C. Les boudins
décongelés sont ensuite déposés au sommet d'un gel de séparation afin de subir
une électrophorése monodimensionnelle. Les protéines seront alors séparées
selon leur PM.

Des témoins standards (Annexe 12) sont aussi déposés dans des capillaires
de fagon a déterminer des repéres pHi-PM.

4.2.2 Iso-électrofocalisation en condition non équilibrée

Le principe de cette méthode est de séparer les protéines en deux
dimensions, mais au cours de I'lEF, la migration s'effectuera du pH anodique vers
le pH cathodique. Pour cela, il est nécessaire d'inverser les positions de.la soude
et de l'acide dans la cuve. La partie supérieure de-la cuve est donc remplie
d'acide, et la partie inférieure, de soude. Par ailleurs, le sens du courant électrique
est aussi inversé.

Une solution de 20 mM de soude est mise sous agitation sous vide ainsi
qu'une solution d'urée 5 M. Par ailleurs une solution d'acide phosphorique 10 mM
est préparée. Les échantillons sont directement déposés a la surface des
capillaires. lls sont éventuellement dilués dans de I'urée (volume final 15-20 pi). De
l'urée est ensuite ajoutée (20 ul), puis la solution d'acide. Aucune préfocalisation
n'est nécessaire.

L'lEF se déroule en faisant une gamme trés progressive de voltage croissant
de 100 & 800 V (par palliers de 100-150 V). Le temps de chaque étape est compris
entre 20 et 45 min. Le total du voltage passé est d'au moins 1800 V. Les conditions
limites en mA et Watt sont conservées.
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5. METHODE D'EXTRACTION DES ARNs TOTAUX DE FEUILLES ET
ANALYSE DES ARNs o TUBULINE

Ces expériences sont effectuées sur des feuilles de I'hybride '474' diploide
cultivées dans le milieu décrit dans I'Annexe 3, et selon les conditions de culture
précédemment définies. Deux méthodes d'extraction ont été testées afin de
déterminer la plus performante (temps, pureté et qualité des ARNs, migration et
hybridation).

5.1 Extraction des ARNSs totaux

L'extraction des ARNs requiert des précautions particulieres en ce qui
concerne les conditions dans lesquelles sont réalisées les manipulations. Etant
facilement dégradés par des ribonucléases qui peuvent se trouver sur la verrerie
ou la peau, tout le matériel est traité pendant une nuit dans de I'eau ultrapure
(systeme Millipore) additionnée de diéthyl pyrocarbonate (DEPC) utilisé a 0,01 %.
L'ensemble du matériel est ensuite autoclavé a 110 °C pendant 20 minutes. Les
embouts de pipettes, les microtubes Eppendorf sont également autoclavés;
l'utilisation de gants est indispensable.

5.1.1 Premiére méthode d'extraction

La compositon des tampons et les protocoles sont explicités par
SAMMBROOK et al. (1989). Les feuilles sont réduites en poudre avec de l'azote
liquide dans un mortier refroidi. La poudre est reprise dans du tampon
isothiocyanate de guanidium (4 M). Le protocole suivi par la suite est celui de
CHURCH et GILBERT (1984). Son principe réside en des déprotéinisations
successives au phénol-chlorofome-alcool isoamylique (24/24/1, v/v/v) puis une
précipitation des ARN au chlorure de lithium (2 M final).

5.1.2 Deuxiéme méthode d'extraction

Cette méthode a été décrite par CHIRWING (1979). Les feuilles congelées
sont broyées dans l'azote liquide, la poudre est alors reprise dans le tampon
suivant : isothiocyanate de guanidium 4 M + 0,83 ml acétate de sodium 3 M pH 6.0
+ 0,83 mi B mercaptoéthanol, gsp 100 ml avec H20 stérile traitée au DEPC.
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Apres centrifugation (15 000 g, 4 °C, 15 min), le surnageant est déposé sur
un gradient de chlorure de césium (CsCl 5,7 M + 0,83 ml acétate de sodium 3 M pH
6.0, gsp 100 ml avec H20 stérile traitée au DEPC). Les échantillons subissent alors
une ultra-centrifugation (125 000 g, 20 °C, 21 h).

Le culot est repris dans 150 ul d'acétate de sodium (0,3 M). L'ensemble est
alors transféré dans un microtube Eppendorf auquel on ajoute 750 ul d’'éthanol
absolu, puis est mis une nuit a -20 °C pour précipiter.

5.1.3 Quantification des ARNs totaux

Aprés centrifugation (10 000 g, 4 °C, 5 min), le culot est dissous dans 300 pl
d'eau ou de Tampon TE (Annexe 13), puis son contenu en ARN est dosé au
spectrophotomeétre. Une unité d'absorbance a 260 nm (A260) correspond a 40 ug
d'ARN / ml d'extrait (MANIATIS et al., 1982). La présence de polysaccharides dans
l'extrait d'ARN est estimée a 230 nm (A230), tandis que l'absorbance a 280 nm
(A280) reflete les contaminations protéiques. Les rapports A260 / A230 et A260 /
A280 doivent étre proches de 2 pour que I'échantillon soit de bonne qualité.

5.2 Migration des ARNs en gel d'agarose

La cuve et le peigne sont nettoyés avec une solution contenant 0,1 % de
SDS de fagon a éliminer toute trace de ribonucléases (port de gants obligatoire).
Les solutions nécessaires sont définies dans I'Annexe 6. Les étapes du protocole
sont décrites dans I'Annexe 14. Trois répétitions sont réalisées pour chaque
hybridation.

5.3 Transfert des ARNs sur une membrane de nylon
Le transfert (Northern blot) consiste a transférer les ARNs sur une membrane
par capillarité. La membrane de nylon Hybond.N (Amersham) est préalablement

trempée dans de I'eau stérile puis dans du tampon SSC 10 x (Annexe 13). Du
papier Whatmann n°3 MM est préparé de la méme fagon.
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5.4 Hybridation des ARNs a tubuline
5.4.1 Hybridation des ARNs par une sonde radioactive

Une étape de préhybridation est d'abord nécessaire. Elle se déroule dans
un four a hybridation a 65°C dans des tubes épais spéciaux pour la radioactivité
dans un tampon de préhybridation (Annexe 15). Pour I'hybridation, le kit Quick

Prime de Pharmacia contenant de 'ADN polymérase T7 est employé. L'activité de
[ 32P] ACTP est & 3000 Ci/ mmol.

Cinquante nanogramme de sonde sont dilués dans 34 pl de tampon TE
(Annexe 6). L'ensemble est dénaturé § min a 100°C puis 5 min dans la glace. La
solution suivante est ajoutée a la préparation dénaturée:

solution de réaction du kit 10 pl
ADN polymerase T7 du kit 1ul
[ @ 32P) dCTP 4l qsp 50 ul H2O

L'ensemble est mélangé et centrifugé (centrifugeuse de paillasse) dans le matériel
strictement réservé a cet usage afin de limiter les contaminations. Le tout est laissé
incubé 40 min a 37 °C. La réaction est arrétée avec 2 1l d'EDTA 0,5 M. La sonde
est alors purifiée sur une colonne de Séphadex G50 coulée dans une
miniseringue stérile de 2 ml. L'échantillon est chargé sur la colonne. La colonne
est ensuite centrifugée (800 g, 20 °C, 4 min), et I'échantillon est récupéré dans un
microtube Eppendorf.

Les sondes ainsi synthétisées avec la [ a 32P] dCTP sont mises en contact
pendant au moins une nuit avec la membrane préhybridée dans le méme tampon.
Celle-ci est alors lavée dans un tampon de lavage (5 % SDS, 4 % Na2HPO4 0,5
M). Le premier lavage est rapide, les autres ont une durée de15 min. Le passage
du compteur Geiger permet d'avoir une idée sur la position de I'nybridation, des
zones d'attachement non spécifique et de la quantité de radioactivité restante
(minimum 3000 cpm). '
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5.4.2 Source de la sonde a tubuline

Il s'agit d'une sonde o tubuline issue d'une banque d'’ADNc de Glycine max
fournie par BORKIRD et SUNG (1985).
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MISE EN PLACE D'UNE METHODE DE SYNCHRONISATION
DE LA PREMIERE DIVISION EMBRYOGENE

Cette premiére partie présente les principaux résultats qui ont conduit a la
mise au point d'une méthode de culture en deux étapes successives, permettant
une relative synchronisation des premiéres divisions dans les feuilles intactes du
Cichorium hybride '474'. |'objectif de ce travail est de rechercher des marqueurs
cytologiques des mécanismes inducteurs de I'embryogenése somatique chez cet
hybride. Leur caractérisation cyto- et biochimique ainsi que leur apparition au cours
de l'induction nécessitent une séparation des différentes étapes de I'ES afin de
pouvoir associer chaque déterminant avec une phase particuliere du processus.
De ce fait, une méthode de culture séquentielle est donc obligatoire. Plusieurs
phases successives sont généralement observées: l'induction des cellules
compétentes, le déclenchement des premiéres mitoses et le développement des
embryons.

Les travaux concernant la synchronisation de I'ES considérent surtout les
différents stades morphologiques du développement des eS et non les étapes
preécoces, c'est-a-dire la différenciation des cellules compétentes et la premiére
mitose des CE. WETHERELL (1984) a montré qu'une plasmolyse de courte durée,
engendrée par l'apport de saccharose ou de sorbitol (1 M), provoque la
synchronisation de I'ES d'une culture cellulaire de carotte; le glycérol plasmolyse
aussi les cellules, mais son action sur la synchronisation n'est pas rapportée.
Pourtant, le glycérol est utilisé fréquemment lors de l'induction de I'ES chez Citrus,
ou il peut constituer la seule source carbonée du milieu (DENG et al., 1990), et
induire une relative synchronisation (GAVISH et al., 1988). De plus, le glycérol peut
étre métabolisé et incorporé dans les fractions glucidiques et lipidiques
(McDONALD et AP REES, 1983).

Dans les racines de Cichorium, une augmentation de la concentration en
saccharose (de 15 a 360 mM) favorise la production d'eS, mais aux fortes
concentrations, leur développement est perturbé (GUEDIRA et al., 1990). La nature
des sucres a aussi été testée. Ainsi, le glucose, le fructose, le maltose, le
saccharose et le raffinose améliorent le rendement en eS issus de styles, alors que
ceux issus des anthéres se développent mieux en présence de maltose ou de
saccharose (COUILLEROT et al., 1992). Nous nous sommes donc inspirés de ces
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travaux pour définir a la fois les milieux et les conditions de culture adéquates
favorisant la synchronisation des premiéres divisions.

Les paramétres que nous avons retenus pour cette analyse sont les suivants :

- la quantification du nombre d'eS induits: celle-ci est réalisée a partir
d'analyses de coupes de feuilles induites (nombre ramené par mm?2 de
feuille),

- la répartition des eS par classes de taille: celle-ci s'établie en fonction du
nombre de cellules embryonnaires comptées par eS dans le plan de coupe.

Cette répartition des eS s'effectue selon le type de structures observées. Cela nous
a permis de définir les différentes classes de taille suivantes:

classes de taille Types de structures / Elan de coupe

""__-‘__'—'——H_"—'——_-_'_——-_—T
cellule embryogéne

€S constitué de 2 cellules
eS constitué de 3-5 cellules
eS constitué de 6-9 cellules
eS constitué de 10-20 cellules
eS constitué de plus ae 20 cellules

N W N = O

La synchronisation des premiéres divisions des CE se caractérise par la
présence de nombreux eS répartis dans la méme classe de taille comparativement
aux autres classes.

1. VARIATION DE LA CONCENTRATION EN SACCHAROSE DU MILIEU
DE CULTURE

Les travaux précédents de GUEDIRA et al. (1990) ont montré que le
saccharose était la meilleure source carbonée et qu'il favorisait une relative
synchronisation du développement des eS formés dans les racines. Aussi avons-
nous testé différentes concentrations de saccharose lors de l'induction de I'ES de
feuilles cultivées dans le milieu de culture décrit dans I'Annexe 1.

Le nombre moyen d'eS varie en fonction de la concentration en saccharose
du milieu de culture. Les résultats sont rassemblés dans la Figure 11.
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Figure 11: Evolution du nombre d'embryon en fonction de différentes
concentrations de saccharose. Nombre par mm2 de feuilles.

On constate qu'au séme jour de culture, ce hombre augmente de fagon
significative lorsque la concentration passe de 30 a 120 mM (test de Student ts=
18,93; P<0,01), alors qu'aucune différence notable n'est observée entre les doses
120 et 360 mM. Apres 7 jours de culture, l'effet de la teneur en sucre est
comparable. Entre le 58Me et le 78Me jour de culture, le nombre d'eS n'augmente
que dans les feuilles cultivées en présence de la plus faible concentration en
saccharose testée. On peut donc en conclure que l'induction se prolonge jusqu'au
7éme jour pour cette derniére condition de culture; le nombre d'eS produits est
pourtant plus important dans les conditions 120 et 360 mM, mais l'induction cesse
au 58me jour,

La répartition des eS par classes de taille a donné les résultats décrits dans
la Figure 12. Les comptages ont été réalisés sur trois séries indépendantes de 20
lames. Aprés 5 jours de culture dans le milieu contenant 30 mM de saccharose, la
classe 0 (CE) est la plus représentée avec 80 % des effectifs et on observe déja
des eS plus grands et répartis dans les autres classes. A partir du 7M€ jour, toutes
les classes sont représentées (Fig. 12A). En présence de 120 mM, la distribution
des eS s'effectue selon une courbe de Gauss. Dans le mileu le plus riche (360
mM), la répartition des eS est plus homogéne (Fig. 12B).
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Figure 12: Evolution de la répartition des embryons somatiques par classes de
taille (exprimée en %) au cours de la culture, en fonction de la concentration en
saccharose du milieu. Fréquence moyenne déterminée a partir de 3 séries de 20

lames. Le nombre d'eS.10 mm-2 est indiqué entre parenthéses. A: 30 mM, B: 360
mM.

A: Milieu de culture contenant 30 mM de saccharose
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L'augmentation de la concentration en saccharose du milieu d'induction
permet d'obtenir un plus grand nombre d'eS. Cependant, la plupart d'entre eux ont
des difficultés a se développer; pour les teneurs élevées en sucre, le nombre d'eS
de la classe 5 varie peu entre le 58Me gt le 7€Me jour de culture. Ceci pourrait étre
provoqué par une pression osmotique élevée. Des contrbles effectués sur des
feuilles entiéres au 9éme jour de culture, confirment ce blocage. Contrairement
aux résultats de GUEDIRA et al. (1990) sur les racines, I'application de 360 mM ne
provoque pas une synchonisation de linduction puisque la plupart des classes de
tailles sont représentées aprés 3 jours de culture. Elle n'induit pas, non plus, une
synchronisation du développement.

2. UTILISATION DU GLYCEROL COMBINEE AU SACCHAROSE

Chez des cultivars de Citrus, GAVISH et al. (1988) ont observé une relative
synchronisation de I'ES en remplagant le saccharose par du glycérol. Chez Citrus,
le glycérol est souvent utilisé comme source carbonée (BEN HAYYIM et
NEUMANN, 1983; VU et al., 1993). Nous avons alors utilisé la combinaison de
sources carbonées suivante, saccharose (30 mM) + glycéroi (330 mM), dont la
pression osmotique est comparable a celle d'une solution de saccharose 360 mM.
Ce pretraitement des feuilles s'est déroulé pendant une période courte de 5 jours
dite phase d'induction. Les feuilles sont ensuite transférées dans un milieu
dépourvu de glycérol (mais contenant du saccharose 30 mM); cette seconde
phase de culture est appelée phase d'expression.

Ce prétraitement provoque l'induction d'un grand nombre d'eS. La
répartition des eS par taille, montre que 3 jours apres le transfert (J5+3), 73,2 %
des structures embryonnaires repésentent des CE (classe 0) (Fig. 13A et 13B). Ces
embryons sont viables et sont capables de germer. On note la présence de CR et
de CE aprés 7 jours de transfert. Ces cellules ont probablement été induites aprés
le transfert dans le milieu d'expression.
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Figure 13: Evolution de la répartition des embryons aprés le transfert des feuilles
dans un milieu dépourvu de glycérol (phase d'expression). Nombre ou fréquence
moyens déterminés a partir de 3 séries de 20 lames A: Répartition du nombre
d'embryons par classes de taille. B: Répartition (exprimée en %) des embryons par

classes de taille.
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3. CONCLUSIONS

L'utilisation d'une faible concentration en saccharose (30 mM) permet
d'obtenir des CE dés le 38Me€ jour de culture mais le nombre de cellules
concernées est faible. L'application d'un prétraitement de 5 jours (glycérol 330 mM
+ saccharose 30 mM) puis le transfert des explants dans un milieu de méme
composition mais dépourvu de glycérol déclenche les premiéres divisions. La
premiére division embryogéne est observée aprés 36-48 h de transfert. Aussi, il
nous a été possible de déterminer deux phases de culture. La premiére phase en
présence de glycérol (phase d'induction) permet la dédifférenciation des
cellules compétentes en CE dont I'état semble bloqué. Le transfert des feuilles sur
le milieu dépourvu de glycérol (phase d'expression), provoque les divisions et
le développement normal des eS. Ce systéeme de culture permet donc d'obtenir
une méthode de culture synchronisant la premiére division embryogéne. Cette
technique devrait faciliter la recherche de marqueurs cytologiques et biochimiques,
ainsi que l'analyse de la réorientation de I'expression des séquences géniques
impliquées.

56



- Partie Il -

CARACTERISATION DES DIVISIONS CELLULAIRES AU
COURS DE L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE

Cette deuxiéme partie concerne I'étude de la réactivation des cellules
compétentes et de leur division jusqu'a la formation des proembryons.

Dans un premier temps, les événements précoces de l'embryogenése
somatique au niveau des feuilles seront étudiés d'un point de vue cytologique et
immunocytologique (réseau microtubulaire du cytosquelette). Dans un second
temps, de telles modifications seront aussi analysées par immunolocalisation des
différentes tubulines et de I'actine.

Ces études sont effectuées dans des fragments foliaires induits dans les
conditions de culture permettant la synchronisation des premiéres divisions: aprés
5 jours de culture dans un milieu comportant 330 mM de glycérol et 30 mM de
saccharose, les fragments sont transférés dans le milieu d'expression dépourvu de
glycérol. Des échantillons sont prélevés au cours de la culture.

1. REACTIVATION DE CELLULES -MESOPHYLLIENNES
COMPETENTES

Cette étude s'est effectuée sur des coupes semi-fines de fragments foliaires
prélevés aprés 5+3 jours de culture.

Les cellules non réactivées présentent des chloroplastes dans le cytoplasme
pariétal (environ 10-15 / coupe de cellule). Leur noyau est rarement apparent parce
que aplati contre le plasmalemme.

Les feuilles prélevées possédent des cellules mésophylliennes différenciées
qui ont une fonction photosynthétique. Mais au cours de l'induction embryogeéne, il
est possible de détecter rapidement (dés J3) des cellules dont le noyau subit des
modifications. Celui-ci, qui était lenticulaire et pariétal, s'arrondit. L'enveloppe
nucléaire devient bien visible avec la coloration par la safranine.
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Planche 1
Réactivation des cellules mésophylliennes compétentes,
Caractérisation des cellules embryogénes.

A Cellule mésophyllienne en cours de réactivation, le noyau s'arrondit et
un nucléole actif est visible (fleche).
Cellule réactivée, le noyau commence a migrer vers le centre de la
cellule. Un réseau de trabécules cytoplasmiques se forme et se densifie
(fleches).

C Cellule embryogéne située dans le mésophylle. Le noyau central, muni
d'un gros nucléole trés actif, est maintenu par des trabécules
cytoplasmiques (fleches).

D Cellule embryogéne située dans le mésophylle, la paroi s'épaissit
(fléches).

E Cellule embryogeéne (fleche) située a proximité d'un faisceau vasculaire
(V).

F Observation sous UV de la cellule embryogeéne Fig. E: mise en évidence

de la fluorescence cellulosique (fleche).

Coupes semi-fines de feuilles du Cichorium hybride '474' diploides.
Coloration: bleu de toluidine (A, B, C)

Observation : contraste interférentiel de Nomarski (D, E) ou UV (F)
Barre = 10 um, sauf E et F, barre = 20 um
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Un nucléole grossit suggerant une augmentation de synthése d'ARNr (Pl
1A). Le noyau devient volumineux (diamétre >14 um) et occupe environ 10 % de la
surface cellulaire du plan de coupe. De telles cellules sont appelées cellules
réactivées ou CR.

Le cytoplasme se densifie et des liens transvacuolaires (ou trabécules)
émergent du cytoplasme périnucléaire. Le noyau se décolle du plasmalemme et
commence a migrer vers le centre de la cellule (Pl. 1B). Parfois, il emméne avec lui
quelques chloroplastes.

Le nombre de trabécules cytoplasmiques augmente et la vacuole se
fragmente en plus petites unités. L'architecture équatoriale cytoplasmique,
analogue a un phragmosome, semble maintenir le noyau dans une position
centrale (PI. 1C). Il occupe désormais 25 % de la surface cellulaire en coupe, pour
un diamétre compris entre 14 et 18 um. Les nucléoles occupent 3 & 5 % de la
surface nucléaire en coupe. Les chloroplastes ne sont plus visibles par la suite. Cet
état cellulaire correspond au stade dit de la cellule embryogéne ou CE. La paroi
de telles CE est plus épaisse que celle des cellules mésophylliennes (PIl. 1D et 1E).
Elle est particulierement fluorescente lorsqu'elle est observée sous ultraviolet (UV)
(PL. 1F).

Les premieres CR et CE sont observées prés des faisceaux conducteurs,
tant au niveau des vaisseaux xylémiens que phloémiens (Pl. 2A et 2B). De
nombreux proembryons peuvent ainsi s’y développer et étre trés facilement
détectés par une coloration de leur noyaux par le Hoechst (Pl. 2C).
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Planche 2
Localisation périvasculaire des premiéres structures embryonnaires
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Planche 2
Localisation périvasculaires des premiéres structures embryonnaires

A Coupe en paraffine de feuilles induites (J5). Les premiéres CE (fleche)
apparaissent prés des faisceaux vasculaires (v).

B Coupe semi-fine de feuille observée en contraste interférentiel (J54+2).
Une CE et un embryon (E) sont présents prés des faisceaux vasculaires
(v). Une cellule mésophyllienne non réactivée (CnR) posséde un petit
noyau accolé au plasmalemme.

C Observation en UV d'un limbe de feuille induite (J5+5), dont les noyaux
sont colorés au Hoechst. De nombreux embryons (E) sont détectés pres
des nervures symbolisées par * *.

Feuilles de Cichorium hybride '474' diploides
Barre = 20 um, sauf C, barre = 100 um.

D’autres sites cellulaires peuvent permettre aux embryons de se développer.
Une reactivation fréquente de cellules mésophylliennes éloignées des faisceaux
vasculaires est décelée, mais elle intervient un peu plus tardivement. Queiques
cellules épidermiques semblent, elles aussi, compétentes. Elles peuvent se
réactiver et se différencier en proembryons.

2. LA PREMIERE MITOSE DES CELLULES EMBRYOGENES
Aprés avoir subi une digestion enzymatique ménagée, les explants sont

disséqués manuellement. La mise en évidence de la chromatine des CE est
réalisée au moyen du fluorochrome Hoechst (observation sous UV).
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2.1 Localisation des cellules embryogénes dans le tissu

L'étude de la différenciation de cellules mésophylliennes compétentes est
plus aisée sur des coupes de feuilles. La recherche de CE in situ est plus difficile,
du fait du matériel employé qui est constitué de plusieurs couches cellulaires. La
prédisposition des cellules périvasculaires a répondre en premier & l'induction
embryogéne nous permet d'avoir une base "topographique" lors de la recherche
des CE en cours de division (PIl. 2). Pour étudier les modalités de la premiére
division embryogene, nous avons plus particulierement observé les cellules
périvasculaires.

2.2 Description du cycle nucléaire
2.2.1 La transition interphase/ prophase

Lorsque la CE progresse dans le cycle cellulaire et atteint la phase Go,
I'ADN est déja dupliqué (phase S). En préprophase, la chromatine se condense
progressivement en formant des chromocentres trés fluorescents (granulations
blanches dans le noyau interphasique, coloré par le Hoechst) alors que
I'enveloppe nucléaire existe encore. Les chromosomes apparaissent au cours de
la prophase sous la forme de fins nucléofilaments nettement délimités. La surface
nucléaire moyenne atteint alors 95 um2 (Pl. 3A). Les paires de chromatides se
forment et se joignent a une région contenant des zones d'ADN répétées
(hétérochromatine non transcriptable) appelées centroméres. Les chromosomes
poursuivent leur individualisation et deviennent plus épais.

2.2.2 Prémétaphase et métaphase

L'enveloppe nucléaire s'est rompue, libérant ainsi les chromosomes. La
condensation chromatinienne s'accentue, et ces chromosomes trés épais
commencent a s'aligner sur un méme plan (Pl. 3B). Des forces opposées induisent
alors la migration des chromosomes du centre de la cellule vers les pbles. Cette
migration semble étre plus ou moins ordonnée, mais les chromosomes s'orientent
de fagon a ce que chacun de leurs kinétochores soient en regard des péles. Les
chromosomes sont a ce moment sur une zone équidistante de chacun des deux
pbles. C'est la métaphase. Le plan métaphasique est généralement anticline par
rapport aux faisceaux vasculaires (Pl. 3C): 95 % des 45 métaphases observées
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présentent un plan équatorial anticline par rapport & l'orientation des éléments
vasculaires proches des cellules en divisions.

Planche 3
La premiére division embryogéne:
Caractérisation du plan de division dans le tissu

A Milieu de la prophase: les chromosomes sont visibles sous forme de
nucléofilaments encore assez fins.

B Prémétaphase: les chromosomes, plus épais, commencent a s'aligner
au niveau de la plaque équatoriale.

C Métaphase: la plaque métaphasique est anticline par rapport aux
faisceaux vasculaires.

D Anaphase: les deux lots de chromosomes commencent a migrer vers les
pbles opposes.

E Télophase: les noyaux fils se reforment. Le plan anticline est maintenu.

L'axe des faisceaux vasculaires est symbolisé par *v*.

Feuilles de Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5+2
Coloration: Hoechst
Barre = 10 um
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2.2.3 Anaphase et télophase

Les chromosomes se séparent et sont tractés vers les pbles opposés. Le
plan précédemment défini est confirmé lors de l'anaphase (100 % des 27
anaphases observées) (Pl. 3D).

En télophase, I'enveloppe nucléaire se reforme autour de chaque lot de
chromosomes (Pl. 3E). La chromatine se décondense. La division nucléaire est
suivie normalement par la parition du cytoplasme en deux cellules, contenant
chacune un noyau fils. Ce plan de partition correspond & celui précédemment
observé (95 % des 18 télophases). Il a aussi été mis en évidence dans des racines
induites.

2.3 Description du cycle cytosquelettique

Contrairement aux nombreux protocoles, exposés lors des publications
concernant 'immunomarquage du réseau microtubulaire, plusieurs problémes sont
apparus dans notre démarche:

- le matériel végétal employé est constitué d'un tissu et non de cellules plus
ou moins isolées telles que des suspensions cellulaires, des protoplastes ou
des microspores;

- le type d’explant, en l'occurrence les feuilles, présente des fluorescences
parasites provoquées par la chlorophylle;

- les CE sont situées dans le tissu prés des vaisseaux xylémiens ou
phloémiens;

- enfin, aucune contrainte trop importante d’'origine mécanique ou
enzymatique ne doit intervenir sous peine de détruire le réseau;

- la présence de glycérol altére fortement la qualité du marquage et celle des
Mts observés.

Aussi avons-nous choisi de travailler sur des feuilles de I'hybride ‘474’
tétraploide, car leurs cellules présentent un noyau beaucoup plus gros. D'autre
part, le glycérol a été éliminé du milieu de culture des feuilles (Annexe 3) et celles-
ci ont été prélevées aprés 4 jours de culture. Enfin, une dilacération mécanique a
été effectuée afin d'obtenir un lit de cellules (type "frottis"). Par conséquent, aucune
orientation de la BPP ne peut étre fournie par rapport aux faisceaux ou aux sites de
blessure. Un double marquage du noyau (DAPI) et du réseau microtubulaire (o
tubuline) a été réalisé.
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2.3.1 La transition Interphase / préprophase
2.3.1.1 Bande préprophasique normale

Les cellules non réactivées sont caractérisées par un noyau constitué de
chromatine faiblement fluorescente et uniformément colorée. Le noyau est
généralement assez petit (10-11 um environ), mais peut parfois atteindre 13-15 um
de diamétre. Il est accolé au plasmalemme (Pl. 4A). Ces cellules possédent un
réseau microtubulaire cortical plus ou moins dense avec des Mts transversaux
paralleles (Pl. 4B) caractéristiques de cellules en cours d'élongation.

Au cours de la réactivation, les CR ressemblent a celles observées dans le
tissu foliaire diploide. Leur noyau se centralise et devient trés volumineux (diameétre
>15 um) et ellipsoidal. Il contient plusieurs nucléoles actifs (diameétre 3-5 um). Ces
CR restent toutefois assez allongées.

Au stade CE, les cellules deviennent généralement isodiamétriques (environ
50 um x 40 um). Le noyau est maintenu au centre de la CE par un réseau trés
dense de Mts cytoplasmiques périnucléaires, rayonnant autour du noyau: c'est la
forme interphasique active (phase G2) des Mts (Pl. 4C). Le noyau présente
progressivement un nombre de plus en plus élevé de chromocentres trés
fluorescents, caractérisant I'évolution de la condensation chromatinienne au cours
de la préprophase/ prophase. Ces chromocentres sont d'abord sphériques et
dispersés sur la surface nucléaire. L'enveloppe nucléaire n'est pas encore rompue
(Pl. 4D).

Au cours de la préprophase des CE, une BPP apparait. Celle-ci est d'abord
diffuse et se caractérise par des Mts corticaux paralléles, dispersés mais situés
prés de I'équateur (BPP précoce). Ces Mts se regroupent ensuite et forment un
anneau étroit, de plus en plus dense et extrémement fluorescent (Pl. 4E). Celui-ci
se localise a proximité de I'équateur du noyau préprophasique (BPP "moyenne").
En fin de préprophase, une autre sorte de Mts, nucléés a la surface nucléaire, se
développent en éventail du noyau vers le cytoplasme (Pl. 4E). Le noyau ressemble
a une ellipse. La densité microtubulaire de la BPP diminue de fagon concomitante,
lors de I'entrée en prophase, alors que celle des Mts cytoplasmiques augmente .
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Planche 4
La premiére division embryogeéne:
Mise en évidence d'une bande préprophasique
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Planche 4
La premiere division embryogéne:
Mise en évidence d'une bande préprophasique

A B Cellule non réactivée: le noyau est petit (A) et la cellule posséde un
réseau des Mts transverses paralléles et fins (B).

C Cellule réactivée: de nombreux Mts périnucléaires émergent de la
surface du noyau et traversent le cytoplasme.

D, E Cellule embryogéne en phase G2 (D). Les Mts périnucléaires se forment

a la surface de I'enveloppe nucléaire (téte de fleche noire) et la bande
préprophasique est située a I'équateur de la cellule (téte de fleche
blanche) (E).

F, G Cellule embryogene, un gros nucléole (nu) occupe le centre du noyau
(F). Une bande préprophasique est décalée de 15 um par rapport a
I'équateur du noyau (fleche noire) (G). Un embryon bicellulaire
présentant des Mts périnucléaires et un alignement de Mts paralleles est
situé pres de la CE (tétes de fléches).

Feuille du Cichorium hybride '474' tétraploides, observation a J5
Marquage: anticorps anti- o tubuline, révélation par la FITC
Coloration : DAPI (A, D, F)

Barre = 10 um

2.3.1.2 Bandes préprophasiques anormales

Des configurations plus rares de BPPs ont été observées. Dans tous les cas,
les CE ont un noyau central ellipsoidal. La BPP peut étre décalée (de 15 um) par
rapport a I'équateur du noyau (PI. 4F et 4G). Celle-ci est particulierememnt épaisse
et du matériel périnucléaire est trés fortement marqué. On remarque que le
nucléole peut atteindre 7-8 um de diamétre. Parfois, certaines cellules présentent
un seul noyau préprophasique (Pl. 4H) alors que deux anneaux de Mts sont
visibles (PI. 4l). Un des deux se situe au niveau du noyau alors que l|'autre en est
distant de 20 um.

Une figure chromosomale particuliére apparait dans ce matériel végétal. Elle
est probablement liée a la ploidie de celui-ci et résulte d'une endoréplication du
stock d'ADN. En effet, de telles cellules présentent au cours de la préprophase/
prophase, des chromosomes groupés par deux (bivalents) et accolés sur toute leur
longueur (Pl. 4J). Cette configuration chromosomique, en dehors d'une méiose,
ressemble a celle observée dans le cas d'une mitose de cellules traitées par la
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colchicine. Le noyau est sphérique. Ces cellules sont toutefois capables de
poursuivre leur cycle cellulaire, et d'initier la formation d'une BPP assez large dont
les Mts paralléles sont moins denses et plus dispersés (Pl. 4K). Un réseau de Mts
périnucléaires cytoplasmiques peu dense est décelable dans le plan optique
médian (Pl. 4L).

D'autres CE possédant un noyau ellipsoidal (Pl. 4M) présentent une BPP
trés fluorescente dans le plan optique cortical (Pl. 4N). L'observation de cette
derniere dans le plan médian, permet de montrer une séparation en deux bras de
I'anneau, au niveau d'un seul cbété de la cellule, d'ou résultent deux zones
sphériques fortement marquées (Pl. 40). Cette CE présente des Mts périnucléaires
dirigés vers les pdles cellulaires.

Planche 4 (suite)
La premiére division embryogéne:
Mise en évidence d'une bande préprophasique

H,I Cellule embryogéne, le noyau est ellipsoidal (H). Deux bandes
préprophasiques sont mises en évidence dont une a I'équateur du
noyau (téte de fleche blanche) (I). Des Mts périnucléaires sont présents
(téte de fleche noire)

J, K, L Cellule embryogéne présentant une configuration chromosomique d'une
C-mitose: les chromosomes sont groupés en bivalents (J). Une bande
préprophasique (plan optique cortical) est caractérisé par un anneau
assez large et peu dense de Mts paralléles (téte de fleche) (K). La méme
cellule (plan optique médian) présente un réseau peu dense en étoile
autour du noyau (L).

M, N, O Cellule embryogéne, de nombreux chromocentres sont visibles (M).
Dans le plan optique cortical, une bande préprophasique se forme (N),
deux bras sont nettement séparés (téte de fleche blanche), la surface du
noyau émet des Mts en éventail (téte de fieche noire) (O).

Feuille du Cichorium hybride '474' tétraploides, observation & J5
Marquage: anticorps anti- a tubuline, révélation par la FITC
Coloration : DAPI (I, L, N)

Barre = 10 um
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Planche 4 (suite)
La premiére division embryogéene:
Mise en évidence d'une bande préprophasique
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2.3.2 Cycle microtubulaire mitotique

La chromatine se condense trés nettement au cours de la prophase. Elle
présente de nombreux chromocentres trés condensés et fluorescents (PI. 5A). Un
nucléole sphérique apparait en gris parmi les chromocentres. L'observation du
réseau microtubulaire, dans un plan optique médian, permet de noter la présence
d'un systéme cytoplasmique périnucléaire, dont les Mts sont particuliérement
visibles; ils traversent le cytoplasme et rejoignent le plasmalemme (Pl. 5B).

A,B

C,D,E,F

G,H

1,J

Planche 5
La premiére division embryogéne:
Evolution du réseau microtubulaire
au cours de la premiére mitose

Prophase dans une cellule embryogene: le noyau contient de nombreux
chromocentres et un nucléole (A). Cette cellule posséde un réseau
dense de Mts périnucléaires en éventail (B).

Métaphase: les chromosomes se placent sur un plan situé a I'équateur
de la cellule (C). Des Mts kinétochoriens s'allongent et pointent vers les
pbles de la cellule (D). Les chromosomes métaphasiques (E) peuvent
présenter aussi des Mts du fuseau (F).

Fin d'anaphase: les chromosomes sont tractés vers les péles (G) par les
Mts kinétochoriens, des Mts interzonaux (téte de fleche noire)
apparaissent et le fuseau s'allonge (H).

Télophase: les noyaux fils se reforment (l). La plaque cellulaire
commence & se former (étoiles). Le phragmoplaste est constitué d'une
double rangée de Mts courts. Des Mts périnucléaires peu denses
constituent un éventail autour des noyaux fils (fleches blanches) (J).

Feuilles de Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5
Marquage: anticorps anti- o tubuline, révélation par la FITC
Coloration: DAPI (A, C, E, G, 1)

Méme échelle pour toutes les figures : barre = 10 um.
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Planche 5
La premiére division embryogéne:
Evolution du réseau microtubulaire
au cours de la premiére mitose
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Lors de la rupture de lI'enveloppe nucléaire, les chromosomes se placent sur
la plague équatoriale en métaphase (Pl. 5C). Deux demi-fuseaux de Mts sont
apparents, et chaque cone converge vers un péle cellulaire opposé. Au niveau de
l'interzone, se trouvent des Mts kinétochoriens, impliqués dans la migration des
chromosomes vers les pdles (Pl. 5D). D'autres cellules en métaphase possédent
leurs chromosomes a l'équateur (Pl. 5E) mais présentent, en plus, un fuseau
mitotique (15 um de distance entre les deux péles) (Pl. 5F). Cette derniére
configuration microtubulaire est constituée de deux lots de Mts kinétochoriens qui
ne sont plus sous la forme de céne; il s'agit probablement du stade intermédiaire
entre la métaphase et 'anaphase.

L'ascension des deux lots de chromosomes a lieu en anaphase. Les
chromosomes migrent vers les pdles, et leurs bras sont bien délimités dans
l'interzone (Pl. 5G). Ceux-ci sont entrainés par des Mts kinétochoriens. Le fuseau
s'allonge (30 um de long). Des Mts interzonaux sont visibles au niveau de
I'équateur (Pl. 5H).

En télophase, les chromosomes se décondensent et des noyaux fils se
reforment (Pl. 51). Deux types de Mts sont alors présents: les Mts du phragmoplaste
et des Mts périnucléaires autour des noyaux fils. Le phragmoplaste est constitué
d'une double "palissade" de Mts courts, séparés par la plaque cellulaire en cours
de formation (ligne noire) (Pl. 5J). Les Mts périnuciéaires, trés fins et faiblement
fluorescents, se développent dans le cytoplasme a partir de la surface des noyaux
fils, et se collent au plasmalemme.

Lors de la cytocinése, les noyaux, sphériques, présentent une chromatine
uniforme. Une multitude de Mis périnucléaires, fortement fluorescents, sont
observés et caractérisent le réseau microtubulaire postcytocinétique (ce dernier
ressemble au réseau interphasique) (Pl. 4G). Il n'y a pas encore de réseau
microtubulaire cortical (Mts paralleles), mais de nombreux Mts issus probablement
du phragmoplaste, sont encore détectés entre les deux cellules embryonnaires.

2.4 Essais d'immunomarquage du réseau microtubulaire dans d'autres
cellules foliaires

Cette étude s'est effectuée sur des fragments foliaires diploides prélevés
aprés 48 h de transfert (J5+2) dans le milieu de culture dépourvu de glycérol. Aprés
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une digestion ménagée des échantillons, une immunolocalisation est réalisée ainsi
qu'un marquage des noyaux par le Hoechst.

2.4.1 Mise en évidence du réseau dans les feuilles diploides

De nombreux marquages ont été réussis sur des cellules mésophylliennes
superficielles aprés avoir pallié:

- la présence de chlorophylle, par addition d’'une étape de contact avec du
NaHBgy;

- la localisation intratissulaire des CE, par une digestion enzymatique
ménagée.

Ces cellules mésophylliennes montrent un réseau cortical de type hélicoidal
qui appartient généralement a une cellule en fin de différenciation (Pl. 6A et 6B).
Elles n'ont donc pas réagi au signal d'induction embryogéne. En effet, un réseau
en réorganisation voire une BPP sont attendus, car ils caractérisent une cellule qui
progresse dans le cycle cellulaire et se prépare a la mitose. Sur ce dernier point,
aucune corrélation ne peut se faire quant au plan métaphasique anticline, observé
par coloration des noyaux au Hoechst.

2.4.2 Mise en évidence du réseau dans les cellules épidermiques

D'autres cellules sont capables de s'engager dans un tel processus,
notamment des cellules épidermiques. Aussi avons-nous étudié les cellules de
I'épiderme et de la couche sous-épidermique de feuilles induites, auxquelles nous
avons appliqgué le méme protocole d'investigation que dans le paragraphe
précédent.

Deux types de réseau ont été marqués :

- des anneaux de tubulines, en vue polaire ou équatoriale sont révélés dans
les cellules épidermiques en puzzie. lls sont caractéristiques de leur
morphogenése, car ces anneaux se rétrécissent et permettent aux bords de
la cellule de se rapprocher et de former ainsi une excroissance (Pl. 6C);

- un réseau cortical, désordonné et fragmenté, avec un noyau entouré de Mts
périnucléaires, sont révélés dans les cellules sous-épidermiques (PI. 6D).

73



- Partie Il -

Ces réseaux caractérisent I'état différencié de ces cellules et, en aucun cas, ne
sont liés a une réorganisation due a l'induction embryogéne.

Planche 6
Réseau microtubulaire d'autres structures foliaires

Réseau cortical d'une cellule mésophyllienne.

Réseau cortical hélicoidal (fleches) d'une cellule mésophyllienne.
Réseau en anneau d'une cellule épidermique dite "en puzzle". Vue
polaire (téte fleche blanche) et équatoriale (étoiles).

Réseau cortical hélicoidal (fleches) d'une cellule épidermique.

O Ow>»

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5+3
Marquage : anticorps anti-o. tubuline , révélation par la FITC
Barre = 10 um, sauf A, barre = 20 um.
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2.5 Conclusions

Dans les tissus foliaires diploides, la réactivation nucléaire a pu étre décrite
ainsi que le cycle nucléaire mitotique, par un marquage nucléaire au moyen d'un
fluorochrome, le Hoechst ou le DAPI. Ces observations nous ont permis de
conclure que la premiere division embryogéne est symétrique et son plan anticline
par rapport aux faisceaux conducteurs.

Différentes techniques d'immunomarquage ont été testées et mises au point
sur des matériels foliaires diploides. Le principal probléme a consisté dans la mise
en évidence du réseau des CE localisées en profondeur dans le tissu foliaire, sans
pour autant altérer le tissu lui-méme. L'utilisation de feuilles d'un clone tétraploide
de I'hybride '474' semble étre plus adaptée a limmunomarquage du réseau
microtubulaire des CE, a condition d'effectuer une digestion poussée et d'étaler les
cellules ("frottis"). Elle a révélé la présence d'une BPP au cours de la premiére
division embryogéne dont la position équatoriale implique une future division
symeétrique.

3. LES MITOSES EMBRYONNAIRES
3.1 Description des divisions embryonnaires

Les proembryons ont aussi été recherchés le long des nervures, sur
différents types de coupes ainsi que dans les tissus.

Aprés la premiere division de la CE, le proembryon comprend deux cellules
semblables (PI. 7A). Les 2¢me gt 3¢me divisions lui permettent de s'allonger et de
former une file de cellules embryonnaires paralléle a I'axe du faisceau vasculaire
(Pl. 7A et 7B). Cet allongement embryonnaire, par une suite de division anticlines,
est aussi décelé pres de I'épiderme alors qu'il n'y a pas de faisceau vasculaire a
proximité (PIl. 7C). Lorsque I'embryon atteint au moins 4 cellules, une des cellules
de l'extrémité, se divise de fagon péricline permettant ainsi a I'embryon de croitre
en épaisseur (Pl. 7D). Une certaine polarité apparaitrait donc ici.
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Planche 7
Mode de division des embryons somatiques

Embryon bicellulaire (téte de fleche unique) et linéaire (double fleche)
prés d'un faisceau vasculaire (v).

Embryon linéaire longeant le faisceau vasculaire (v).

Embryon linéaire situé sous I'épiderme (ep).

Embryon présentant une division anticlinale (étoiles) par rapport a
I'emplacement d'un faisceau vasculaire (v).

ocowmw >

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5+4

Coupes longitudinales (A, B, D) et transversales (C)

Coupes en paraffine colorées par la safranine / fast green (A,B), et semi-fines colorées par le bleu de
toluidine (C) ou observée en contraste interférentiel de Nomarski (D)

Barre = 20 um, sauf A, barre = 50 pm.
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Les modalités de division de la CE puis du proembryon semblent répondre a
un ordre. Aprés une phase d'allongement correspondant & un minimum de deux
cycles mitotiques, une des cellules de I'extrémité de divise de fagon péricline
débutant ainsi une phase d'épaississement embryonnaire.

3.2 Description du cycle cytosquelettique

L'embryon bicellulaire posséde un réseau microtubulaire de type post-
cytocinétique (Pl. 4G). Il semble que les divisions soient trés rapides car aucun
autre type de réseau (parallele cortical) n'a pu étre observé dans les embryons

constitués d'une file de 4 cellules (Pl. 8A et 8B). Le rythme des divisions
embryonnaires est trés rapide, et les phases G1-G2 doivent étre écourtées.

Les cellules embryonnaires présentent généralement des noyaux en fin
d'interphase. lis sont situés au centre de la cellule et présentent un gros nucléole
(Pl. 8A). Le réseau microtubulaire est identique dans chacune des 4 cellules
embryonnaires. Des Mts issus du phragmoplaste sont fortement marqués et
permettent ainsi de délimiter les cellules. Un réseau cytoplasmique de Mts
périnucléaires est aussi présent; il est encore peu dense (Pl. 8B).
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Planche 8
Réseau microtubulaire des embryons somatiques
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Planche 8
Réseau microtubulaire des embryons somatiques

A,B Embryon linéaire muni de 4 noyaux centraux; le nucléole est volumineux
(téte de fleche noire). Les parois sont localisées par les tétes de fléche
blanche (A). Réseau microtubulaire périnucléaire composé de Mts
rayonnant autour des noyaux {(étoiles) (B).

C,D Jeune embryon présentant des noyaux muni d'un gros nucléole (téte de
fleche noire) (C). Réseau microtubulaire cortical paralléle (fleche
blanche) ou interconnecté (fleche noire) (D).

Feuille du Cichorium hybride '474' tétraploide, observation & J4 (pas de synchronisation)
Marquage: anticorps anti-a tubuline, révélation par la FITC
Coloration: Hoechst.

D'autres proembryons ne présentent pas cette forme longitudinale. Un amas
sphérique de quelques cellules (3-4) est accolé a une cellule plus allongée (Pl
8C). Des Mts corticaux interconnectés sont détectés dans les cellules de I'amas,
alors que des Mts corticaux paralléles sont présents dans la cellule allongée (Pl.
8D). Cette derniére posséde donc un réseau microtubulaire caractéristique d'une
cellule en cours d'élongation. Peut-étre s'agit-il ici d'une forme de proembryon
muni d'un pseudo-suspenseur (ce qui est rarement observé chez I'hybride '474'),
ou d'une cellule mésophyllienne qui a été isolée en méme tant que l'eS et qui lui
est resté accolée. |

Des mitoses ont été observées dans la zone corticale de certains
proembryons (Pl. 8E). Les configurations microtubulaires correspondent a celles
décrites pour la premiére divison, notamment en fin de télophase (PIl. 8F). Le
phragmoplaste s'interrompt au niveau ou la plaque cellulaire fusionne avec la
paroi parentale (croissance centrifuge de la plaque cellulaire). Le proembryon
posséde un réseau cortical désordonné de fins Mts peu denses et particulierement
interconnectés entre eux. Les cellules embryonnaires sont séparées par une zone
microtubulaire trés fine et fluorescente. Des PBBs sont décelées dans les
proembryons constitués de plus de 10 cellules (les stades intermédiaires n'ont pas
été observés). Les divisions semblent le plus souvent localisées dans la zone
corticale du proembryon (Pl. 8G et 8H).
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Planche 8 (suite)
Réseau microtubulaire des embryons somatiques
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Planche 8 (suite)
Réseau microtubulaire des embryons somatiques

E,F Proembryon présentant une fin de télophase avec une plaque cellulaire
en formation (étoile) (E). Réseau microtubulaire cortical interconnecté
(téte de fleche noire), le phragmoplaste s'étend (étoile) et fusionne avec
la paroi parentale ou il disparait (fleche noire) (F).

G,H Embryon composé d'une multitude de petites cellules dont certaines sont
en préprophase (téte de fleche) (G). Bandes préprophasiques (téte de
fleche) de ces cellules (H).

Feuille du Cichorium hybride '474' tétraploide, observation a J4 (pas de synchronisation)
Marquage: anticorps anti-a tubuline, révélation par la FITC
Coloration: Hoechst.
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4. VARIATIONS ELECTROPHORETIQUES DE L'ACTINE ET DES
TUBULINES

Les variations quantitatives des isoformes o et B tubulines, et de I'actine, ont
été étudiées aprés séparation en électrophorese SDS-PAGE monodimensionnelle
et analyse des immuno-empreintes sur membranes. Les extraits protéiques sont

obtenus a partir d'une culture des feuilles diploides cultivées dans le milieu
d'induction (Annexe 3) puis transférées dans le méme milieu dépourvu de glycérol.

4.1 Variations quantitatives de l'actine

Les anticorps anti-actine IgM de souris (Amersham, N350) ont été utlisés.
L'anticorps secondaire couplé a une phosphatase alcaline a été fourni par Jackson
Immunoresearch Labs. (USA).

Une bande fine a été révélée au cours de la cinétique de culture. Elle se
situe aux environs de 43-45 kDa (selon les répétitions) (Fig. 14A). Pendant la
phase d'induction, le taux de l'actine augmente réguliérement jusqu'a J3, ou il est
deux fois plus important qu'au début de la culture. Il diminue légérement jusqu'a
Jg, soit un jour apres le transfert des explants, ou il revient sensiblement au niveau
de Jo. On constate une nouvelle augmentation entre le 68Me et le 88Me jour de la
culture (Fig. 14B). Quelques bandes aspécifiques apparaissent tardivement au
cours de la révélation (méme pendant le ringage de la membrane dans l'eau),
aprés l'apparition de la protéine recherchée.

82



- Pattie Il -

Figure 14: Immunolocalisation de l'actine au cours d'une culture de feuilles du
Cichorium hybride '474'. Aire moyenne + écart type (3 répétitions). A: Révélation de

I'actine sur une membrane de nitrocellulose (gel de polyacrylamide a 12,5%). B:
Evolution quantitative de I' actine.
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4.2 Variations quantitavives des tubulines

Dans un premier temps, nous avons utilisé des anticorps polyclonaux de
lapin (Sigma). De nombreuses bandes aspécifiques ont été révélées (Pl. 9A). Des
anticorps monoclonaux ont donc été employés par la suite, conformément a la
littérature, avec une préférence pour ceux provenant d’Amersham (N356, N357)
plut6t que pour ceux issus de chez Sigma (T9026, T4026). Ces derniers anticorps
induisent la révélation de quelques bandes aspécifiques qui sont facilement
identifiables. L'emploi d'une solution d'anticorps anti-tubuline congelée pour les
répétitions, c'est a dire déja utilisée une premiére fois, induit aussi ce genre de
problémes. Aucun marquage n'a été obtenu avec le serum pré-immun de souris.

Plusieurs types d'immunolocalisation ont été réalisés :
- mono-marquage o tubuline ou § tubuline
- double marquage o tubuline +  tubuline (Pl. 9B)
- cinétique de culture (Pl. 9B et 9C).

Les variations des taux de tubulines au cours de la culture ont été
quantifiées en fonction des paramétres de densité (niveau de gris de la membrane
digitalisée) et d'aire (surface de la bande). Les données (exprimées en pixels) ont
été traitées par un logiciel grapheur (Crickett graph) en vue d’obtenir une courbe.

D'autres types de chicorées ont été testées. Il s'agit de C. intybus cv. '206' et
C. intybus cv. 'Flash'; toutes deux sont non-embryogénes. Les tubulines ont été
mises en évidence comme pour I'hybride '474'. Un comparatif des tubulines (a Jo,
Js5 et Jg) des trois sources de matériel est montré dans la PI. 9C.

Compte-tenu du fait qu'une quantité identique de protéines a été chargée
dans chacun des puits du gel de concentration, on observe que la part des
tubulines des extraits de I'hybride '474' est plus grande dés Js. La différence est
visuellement plus marquée en comparant les tubulines a Jg pour chaque source
végétale.
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Planche 9
Immunodétectiondes tubulines,
Evolution quantitative au cours de la culture de feuilles

SDS

A: Révélation par des anticorps polyclonaux, Gel12,5%.

kDa SDS
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80 ]

49 =
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B: Double révélation alpha+béta tubuline au cours d'une culture (Jours
J0 & J8, puis J12). Gel a 10 %. E= embryon agé de trois semaines.
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SDS
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C: Double révélation alpha + béta tubuline. Gel & 10 %. Extraits protéiques
issus des prélevements éffectués a J0, J5 et J8 de feuilles de I'hybride "474",
du clone "206" et de la variéte Flash.
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Les analyses suivantes ont été effectuées a partir d'un minimum de trois
répétitions par conditions. Une méme quantité de protéines a été déposée dans les
puits du gel. Les données obtenues apres digitalisation des membranes de
nitrocellulose ont permis d'établir des courbes de variations des tubulines au cours
d'une culture de feuilles de Cichorium (Fig. 15):

4.2.1 Variations de l'a tubuline (Fig. 15A)

+ hybride '474'

La quantité de tubuline augmente réguliérement de Jo a J2 puis amorce une
chute a J3. Le méme phénomeéne est observé entre J3 et J5. Le transfert des
explants foliaires dans le milieu dépourvu de glycérol provoque une élévation
significative de la quantité de tubuline entre Jg et J7. Une diminution est constatée
entre J7 et Jg.

+ C. intybus cv. '206' et cv. 'Flash'

De trés faibles variations sont décelées au cours de la phase d'induction.
L'évolution est semblable a celle de I'hybride '474' mais I'amplitude est plus faible.
Le transfert des explants n'induit pas d'augmentation de la quantité d'a tubuline.

4.2.2 Variations de la B tubuline (Fig. 15B)

+ hybride '474'

Apres une phase de latence (Jo-J1), le taux augmente fortement jusque J2
puis faiblement jusque J4. Au 46Me jour, la quantité de la B tubuline est 1,8 fois
plus élevé que celui de I'a tubuline. Une chute est observée entre J4 et J5. Le
transfert des explants produit une augmentation de la quantité du méme ordre que
pour l'autre isoforme. De méme, une légére diminution est décelée entre J7 et Jg.

+ C. intybus cv. '206' et cv. 'Flash’

Une augmentation de la quantité est observée entre Jg et J1. La quantité de
‘tubuline du cv. '206' poursuit son ascension jusque J2, puis amorce une chute.
Une phase stationnaire est observée dés J4. Par contre, une diminution de cette
quantité de B tubuline est constatée dés J2 pour le cv. 'Flash'.
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Figure 15: Evolution quantitative des isoformes de tubulines au cours d'une culture
de feuilles du Cichorium intybus cv.'206' ( & ), C. intybus cv 'Flash' ( @ )etdu

C. hybride '474' (O ). A: a tubuline, B: B tubuline. Valeur moyenne + écart type (5
répétitions).
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4.2.3 Conclusions

La phase d'induction des feuilles du Cichorium hybride '474' est
caractérisée par une variation non linéaire de la quantité d'actine, marquée par un
doublement jusqu'au 3éme jour, puis par une diminution. Pendant cette phase, l'a
tubuline subit de faibles variations (d'une amplitude semblable a celle des deux
autres chicorées non embryogénes). Le taux de la B tubuline, par contre, augmente
trés fortement entre J1 et J2 puis plus faiblement jusque J4. Ces modifications
pourraient étre en relation avec l'activation des cellules cibles du mésophylle a la
suite de stress: coupure des feuilles, mise en culture, milieu liquide, température de
35 °C. Elles pourraient correspondre au déplacement du noyau par les trabécules
issues du cytoplasme pariétal (formation du phragmosome) et a la préparation de
la premiére mitose des CE (formation de la bande préprophasique).

L'augmentation des quantités d'actine (Jg-Jg) et des tubulines (J5-J7)
correspondrait & la premiére division des CE qui est synchrone (il n'y a pas
d'autres cellules en division a cette période).

Les diminutions des taux des J3 pour l'actine et J4 pour les tubulines, ainsi
qu'entre Jg-Jg pour l'actine et J7-Jg pour les tubulines, pourraient refléter le
moment ou les cellules de I'hybride '474' sont en phase G2.

4.3 Essai de quantification du taux de la B tubuline en chemiluminescence

Dans le but d'optimiser la technique et de vérifier les variations des tubulines
observées auparavant, un autre type de révélation a été testé: il s'agit d'une
révélation par chémiluminescence du substrat AMPPD, réagissant avec la
phosphatase alcaline. Les rayons émis sont captés par un film photo qui sert de
support pour l'analyse. Deux types de membranes sont testées: nitrocellulose ou
PVDF.

Il s'est avéré que l'autoradiographie des membranes de nitrocellulose est
plus facilement lisible que celle des membranes de PVDF (Fig. 16A). Les
répétitions effectuées sur notre matériel ont montré cependant que cette technique
induit plus de variabilité entre les essais que la technique initiale (révélation NBT +
BCIP). L'interprétation des variations détectées doit donc s'effectuer avec prudence
quelles que soient les techniques employées.
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Figure 16: Révélation de la B tubuline immunolocalisée par chemiluminescence. A
Autoradiographie d'une membrane de nitrocellulose (révélation par 'AMPPD). B:

Evolution quantitative de la B tubuline au cours de la culture des feuilles du
Cichorium hybride '474'. Valeur moyenne écart type (3 répetitions).
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Les variations des taux de B tubuline sont représentées dans la Fig. 16B. Le
taux augmente jusque J3 puis chute jusque J4. Un second pic est observé a J7. La
phase d'induction est donc caractérisée par une augmentation de synthése des B
tubulines pendant les trois premiers jours de culture. Une chute est détectée a J4
juste avant le transfert des explants. Les premiéres mitoses sont concomittantes
avec une reprise de la synthése des tubulines. De telles fluctuations sont
semblables a celles décelées avec la révélation NBT + BCIP. Toutefois, 'amplitude

est plus faible méme si la périodicité des variations est identique. On peut noter
que la valeur du taux a Jg est plus ou moins identique & celle de J12.

4.4 Essai de séparation des isotypes de tubulines

De nombreux auteurs ont analysé les différents isotypes d'a tubuline et de B
tubuline, impliqués dans un phénoméne de croissance ou lors d'une adaptation
physiologique. Leur étude s'est effectuée a partir d'analyse de protéines. Dans de
nombreux cas, des variations d'expression des isotypes ont été détectées, mais il
existe des exceptions ou des plantes possédent des caractéristiques différentes
(cas d'une résistance aux herbicides par exemple), mais n'expriment aucune
modification isotypique. Une investigation s'est engagee sur cet axe, et différents
problémes ont été rencontrés au niveau :

- du seuil de résolution et de l'optimisation de la révélation des spots
protéiques, en coloration argentique;

- de 'optimisation du transfert des protéines apres iso-électrofocalisation;

- de l'adaptation des temps de révélation des anticorps;

- du type d'organe utilisé.

4.4.1 Amélioration de la technique d'iso-électro focalisation

Avant de tenter de révéler les isotypes, il a fallu tester la validité de la
technique d'lEF en colorant les protéines des gels 2D. Dans un premier temps, la
technique d'IEF, c'est-a-dire une migration de la cathode vers l'anode, a permis
une séparation des sous-unités protéiques masquées par des traces noires (avec
ou sans B mercapto-éthanol lors de I'extraction) (Fig. 17A). Une autre technique
d'|EF, dite non équilibrée, et I'application d'un voltage total d'au moins 1800 volts
(par augmentation lente du voltage) ont considérablement amélioré Ila précision, la
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résolution et la qualité générale des gels. Les traces noires ont été éliminées (Fig.
17B).

4.4.2 Optimisation de |'électrotransfert sur membrane de nitrocellulose

Etant donné le nombre élevé de protéines, révélées en coloration
argentique, il a été nécessaire d'augmenter de plusieurs heures I'électrotransfert.
Le dégagement de chaleur par effet Joule, a 100 V méme a 4°C, nous a conduit a
réduire le voltage-heure et utiliser du tampon refroidi. Différents temps de transfert
et de voltage totaux ont été testés. Il en résulte qu'un maximum de 70 V.h-1 est
toléré. Le tampon a été changé toutes les 45 4 60 min. Le temps de transfert a été
fixé 45 h a 70 V.h-1 ou 12 h 4 30 V.h-1. Un voltage total de 350 V semble étre
suffisant. La qualité de I'électrotransfert a été déterminée en colorant les gels de
polyacrylamide par le nitrate d'argent. Seules quelques protéines de haut PM, ou
fortement concentrées, sont encore présentes.

4.4.3 Détermination des quantités de protéines a déposer et de la
gamme d'ampholines

Aprés une amélioration trés nette de la qualité de séparation, il a fallu
déterminer la quantité minimale de protéines a déposer dans les capillaires en vue
de I'électrotransfert. En effet, il est nécessaire de dépasser le seuil de sensibilité
des anticorps; celui-ci est déterminé par la quantité de protéines que contient
chaque spot. Aprés électrotransfert, les membranes ont été colorées par le bleu de
Coomassie et le seuil de détection de ce colorant a été considéré comme celui des
anticorps (selon les recommandations du Pr J. SHAW, John Innes Inst., Norwich). Il
a été nécessaire d'augmenter de 7 a 10 fois, la quantité de protéines déposées
dans le cas d'une électrophorése monodimensionnelle, pour avoir une réponse
correcte (soit 35 a 50 ug / capillaire). Par ailleurs, les données bibliographiques ont
permis de cerner avec plus de précision la gamme d'ampholytes a privilégier lors
de la confection des gels contenus dans les capillaires. La gamme comprise entre
les pH 5 - 6,5 a été choisie. De ce fait, un mélange de 80 % d'ampholytes pH 5-7, et
de 20 % d'ampholytes pH 3-10, a été utilisé.
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-igure 17: Immunolocalisation des isotypes de tubulines et gels 2D. A, B: Gel 2D coloré par le
itrate d'argent a J1, A: IEF equilibrée, B: IEF non équilibrée. C,D: immunolocalisation des
sotypes de tubulines sur des membranes de nitrocellulose a Jg, C: zone des B tubulines, D: zone
les o tubulines dans un extrait racinaire.

IEF
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4.4.4 Détermination de la concentration des anticorps et du temps de
révélation

Apres plusieurs essais, aucune amélioration, concernant la révélation et la
netteté des spots, n'a été obtenue en augmentant la concentration d'anticorps
monoclonaux. Les doses employées en électrophorése 1D ont donc été
conservées. Par contre, la durée de contact semble étre déterminante. Un résultat
optimum est obtenu pour un temps de contact trois fois plus important (soit 6 h) ou
une nuit a 4°C pour I'anticorps primaire. L'anticorps secondaire est mis en contact
pendant 4 h.

4.4.5 Variations des réponses en fonction des organes

Un extrait de racines induites a alors été testé. Effectivement, la RUBISCO
est éliminée. Deux zones sont révélées aprés l'application d'anticorps anti-a
tubuline. Mais l'induction embryogéne racinaire ne procéde peut-étre pas de la
méme fagon que l'induction embryogéne foliaire d'autant :

- que ce ne sont pas les mémes organes,

- qu'il n'y a pas de synchronisation possible des premiéres divisions dans

les racines.

Dans le cadre des extraits foliaires, de nombreux spots, isolés et dispersés
sur les lignes de PM = 53-55 kDa ont été révélés (Fig. 17C). Toutefois, aucune
certitude quant a leur spécificité n' a été donnée méme s'ils sont présents dans
chaque répétition. Par conséquent, nous ne pouvons pas utiliser cette méthode
pour une analyse qualitative des tubulines au cours des cultures de feuilles lors du
processus d'ES. De nombreux parametres tels que les sources d'anticorps, la
nature des membranes ont été testés sans apporter d'amélioration.

4.4.6 Comparaison des gels révélés par coloration argentique

L'intérét d'une immunolocalisation des isotypes de tubulines réside dans la
spécificité des protéines révélées. Cette technique permet de sélectionner les
protéines recherchées parmi la multitude de spots protéiques révélés en coloration
argentique. Ces essais restant infructueux, nous nous sommes orientés vers
I'analyse des gels 2D colorés par le nitrate d'argent; en effet, les isotypes de
tubulines y sont présents (Pl. 10). Aprés avoir employé des protéines témoins
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(marqueurs) dont le PM et le pHi sont connus, des reperes (PM-pHi) ont pu étre
déterminés quant la migration des protéines dans le gel de polyacrylamide.

Le secteur considéré comme la zone putative des isotypes de tubulines est
caractérisé par les coordonnées suivantes: PM = 53-55 kDa, pHi = 5,8-6,0. |l est
scindé en deux lots de protéines dénommés partie A : PM = 55 kDa et partie B : PM
= 53 kDa. Cette zone a été localisée en fonction de la position de marqueurs d'IEF,
dont les PM et pHi, sont connus. Ce secteur est représenté schématiquement dans
la Fig. 18 La zone putative de I'actine est aussi représentée.

Eigure 18: Représentation schématique d'un gel 2D et de la zone putative des
isotypes des tubulines. Gel 2D (10 % d'acrylamide) obtenu aprés une IEF non
équilibrée. Les coordonées (pHi-PM) ont été localisées par des marqueurs connus.
La position de la Ribulose bis carboxylase (RUBISCO) est signalée ainsi que celle

de l'actine. La zone A correspond aux isotypes de la B tubuline (PM 55 kDa) et la
zone B a ceux de l'a tubuline (PM 53 kDa).

|IEF
5,0 6,0 7,0 pHi
SDS I 1 1 PM
PAGE kDa
— 60 -
zone A ORUEISCO
zone B
— 50
D actine
L 40

L'analyse des gels (Planche 10 A-F) et de leur représentation (Planche 10
A'-F') montre que la protéine 7B apparait des Ji et sa quantité présente des
variations. Un polypeptide est visible a J2 (1A) et fluctue trés faiblement. Le
troisiéeme jour de culture semble étre celui ou la pIupért (84 %) des protéines
considérées deviennent fortement colorées, c'est-a-dire présentes en grande
quantité; I'augmentation des taux dans la suite de la culture concerne 56 % d'entre
elles. Dans les autres cas, un maintien des taux est observé, méme apreés transfert
des explants. L'analyse des protéines de la zone A (Tableau 5) montre qu'une
protéine (3A) varie fortement; son taux augmente a J3, diminue a J4 pour croitre
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apres le transfert dés Jg. Une protéine (7B) pourrait étre liée au stress de la mise en
culture, car elle apparait a Jp, pour chuter progressivement par la suite. Une
protéine (1A) est présente en faible quantité en période d'induction, elle disparait
ensuite.

ZONES CARACTERISTIQUES Nb de poply- N° POLYPEPTIDES
POLYPEPTIDIQUE peptides
ZONE A trés variable 1 1A
et faible taux
chute des taux a J2 2 2A et 3A

augmentation a J3

puis maintien dés J4 2 2A et 3A
ZONE B apparition a J1
puis disparition pro- 1 7B
gressive
chute des taux a J2 7 1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B, 8B

augmentation a J3

puis maintien dés J4 5 2B, 4B, 5B, 6B, 8B
trés variable, taux élevé 1 3B
Tableau 5: Evolution des polypeptides de la zone putative des tubulines au cours

d'une culture de feuille (milieu décrit dans I'Annexe 3)

La chute des quantités notée a Jo pourrait étre liée au stress causé par la
mise en culture, & I'adaptation et/ou & linduction de certaines des cellules du tissu
foliaire au milieu (ce qui nécessiterait la mise en place d'une réactivation des
séquences géniques impliquées dans I'ES). Le transfert des explants, et le
déclenchement des mitoses, favorisent la synthése de la plupart des protéines dont
la coloration par le nitrate d'argent, et la superficie du spot, augmentent.
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Planche 10
Zone putative des isotypes de tubulines

B: Zone centrale d'un gel 2D d'extrait foliaire a J2

E g |

i i i%; . &

C: Zone centrale d'un gel 2D d'extrait foliaire a J3
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Planche 10
Zone putative des isotypes de tubulines

» E = - L

F: Zone centrale d'un gel 2D d'extrait foliaire a J5+3
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4.5 Variations des taux de synthése des ARNs o tubuline

Les expériences ont été menées a partir de 3 extractions d'ARN totaux. Dans
chaque type d'extraction, deux transferts indépendants, sur une membrane de
nylon (Northern blot), ont été réalisés ainsi qu'un autoradiogramme (Fig. 19A). Les
membranes ont été digitalisées, et les données obtenues ont été traitées par un
logiciel grapheur. Une photo du gel d'agarose (réplication) permet de vérifier que
la quantité d'ARN déposée dans chaque puit est semblable.

L'analyse du taux d'ARN entre Jg et J2 permet de détecter une augmentation
réguliére du taux de transcription d'un facteur de 1,2 (Fig. 19B). Une légeére chute
est alors détectée entre Jo et J3 (d'un facteur de 0,9). Celle-ci se poursuit et devient
spectaculaire; le facteur est ici de 4,7 / 24 h. Un accroissement du taux s'amorce
entre J4 et Js (x2,5).
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Figure 19: Variation des ARNs o« tubuline au cours de la phase d'induction. A:

Hybridation des ARNs foliaires avec une sonde ARN o tubuline sur une membrane

de nylon. B: Evolution quantitative au cours de la phase d'induction des feuilles du
Cichorium hybride '474', valeur moyenne * écart type (3 séries de 2 répétitions).
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Jours de culture

4.6 Conclusions

Chez le Cichorium hybride '474', une augmentation de la quantitative de
I'actine est obsevrée durant les 3 premiers jours de culture (phase d'induction). Le
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taux chute légérement et devient semblale a celui de Jg. Il s'éléve a nouveau 24 h
apres le transfert des explants.

Des variations caractéristiques des a et B tubulines apparaissent chez
I'hybride '474', pendant l'induction et le développement des embryons somatiques.
Au cours de la phase d'induction, les taux de tubuline augmentent, pour se
stabiliser rapidement (dés J2). Cette phase de plateau est sans doute liée a la
réactivation cellulaire des cellules compétentes et a leur blocage a l'entrée en
mitose. Le transfert sur un milieu dépourvu de glycérol entraine une augmentation
des taux liée au déclenchement des premiéres mitoses embryogénes et des
mitoses embryonnaires ultérieures.

Les tubulines des chicorées non embryogéenes présentent de faibles
variations au cours des tous premiers jours de culture. La principale différence
avec I'hybride '474' embryogéne concerne le comportement des tubulines pendant
les deux phases de culture. Chez I'hybride '474', les mitoses embryonnaires sont
corrélées avec une élévation simultanée, et de méme amplitude, de la quantité des
deux isoformes de tubulines. Les chicorées non embryogénes possedent
semblablement le méme stock d'a tubuline. Mais de faibles variations sont toutefois
observées au niveau de la B tubuline de C. cv. 'Flash' dés J2, et du cv. '206' dés J4.

Les résultats préliminaires concernant I'expression des différents isotypes de
tubulines font ressortir plusieurs problémes, notamment ceux liés au type de
matériel et a l'optimisation du transfert sur membrane. Les résultats les plus
prometteurs sont ceux obtenus avec l'analyse du taux de transciption des ARNs o
tubuline: aprés une augmentation au cours des 3 premiers jours, une chute
spectaculaire de transcription est observée juste avant le transfert.

5. CONCLUSIONS
Une séquence des évenements liés a la réactivation cellulaire des cellules
compétentes et a leurs premiéres divisions lors de l'induction embryogéne du tissu

foliaire de I'hybride '474' a pu étre définie.

Une réactivation nucléaire et la préparation de la premieére mitose
caractérisées par la formation d'un phragmosome précédent la migration
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prémitotique du noyau au centre de la CE. Cet événement cytologique est
facilement détectable sur des coupes de tissus induits.

La premiere division embryogéne est symétrique (noyau central). Son plan
est anticline par rapport au faisceau vasculaire prés duquel se situent les premiers
embryons somatiques induits. Une BPP est mise en place au préalable (chez
I'hybride '474' tétraploide).

Les proembryons se forment selon un mode particulier, caractérisé par un
recloisonnement anticline de la CE, conduisant a un proembryon linéaire, suivi
d'un épaississement a l'une ou l'autre de ses extrémités (pas de polarité a ce
stade, ni de pseudo-suspenseur).

Ces modifications cytologiques découlent de réarrangements intrinseques,
tels que l'augmentation des taux d'actine, d'a et de B tubuline, permettant la
réorganisation du cytosquelette des CE (phase G2), notamment entre Jg et J3, et
leur entrée en mitose (aprés transfert). De telles synthéses, notamment lors de la
phase d'expression, ne sont pas détectées chez les chicorées non embryogénes.
L'analyse du comportement des protéines cytosquelettiques, corrélées a des
observations cytologiques, constituent bien une base de recherche sur les facteurs
précoces de la différenciation au cours de I'ES. Ces protéines participent a tout
processus morphogénétique en tant que déterminants subcellulaires.

Les résultats préliminaires concernant les ARNs d'a tubuline sont
encourageants. Des fluctuations sont en effet décelées trés rapidement aprés la
mise en culture des explants foliaires. De plus, elles devraient permetire de
déterminer des variations plus précoces du fait que les ARNs se situent en amont
des protéines pour lesquelles ils codent. Leur mise en évidence, par hybridation in
situ sur coupe, permettrait de déterminer les cellules mésophylliennes s'engageant
dans un processus de dédifférenciation, avant méme la migration prémitotique du
noyau et la formation du phragmosome.
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EFFETS DE LA CAFEINE ET DU VERAPAMIL SUR
L'INDUCTION ET L'EXPRESSION DE L'EMBRYOGENESE
SOMATIQUE

Chez Cichorium hybride '474', la premiére division embryogéne est
observée aprés 48 h de culture dans le milieu d'expression (J54+2). La préparation
des cellules embryogénes a la division s'est déroulée pendant la phase
d'induction, et différentes étapes ont été caractérisées. Ces étapes concernent, en
particulier, la réorganisation du réseau de Mts (et probablement de Mfs). Ces
évenements sont le reflet des signaux mitogénes qu'a regus le noyau de certaines
cellules compétentes du mésophylle.

L'originalité de cette troisiéme partie réside dans l'utilisation d' inhibiteurs.
Le premier est la caféine. Celle-ci est connue dans la littérature comme étant un
agent déstabilisant la plaque cellulaire en cours de formation en fin de télophase
(HEPLER et BONSIGNORE, 1990). Le deuxiéme composé testé est le vérapamil
qui affecte le fonctionnement des canaux calciques.

L'hybride '474' semble étre un matériel approprié pour l'étude de
l'acquisition du programme de division embryogéne, puisque une méthode de
culture, découplant les phases d'induction et d'expression, a pu étre déterminée
(ROBATCHE-CLAIVE et al., 1992). Dans une premiére partie, nous nous
attacherons a décrire les aspects nucléaires et cellulaires induits par la caféine au
cours de ces deux phases. Ses effets sur I'ES n'ont pas encore été décrits jusqu'ici.
Cet inhibiteur a été ajouté au milieu de culture de fagon séquentielle, c'est-a-dire
dans l'une et/ou l'autre phase. Les liens potentiels entre la matrice extra-cellulaire
et le cytosquelette, nous ont conduits a analyser les taux protéiques de I'actine et
des tubulines. Cet agent a été ajouté au milieu de culture a la dose de 5mM selon
trois conditions :

- condition 1 : la caféine est ajoutée au milieu de culture pendant la phase
d'induction (Jg a Js),

- condition 2 : la caféine est ajoutée pendant la phase d'expression (J5 a
J54+3),

- condition 3 : la caféine est présente dans les deux phases de culture (Jg
a J543).
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Les feuilles ainsi traitées sont analysées aprés 8 jours de culture (J5+3) au moment
ou les premiéres mitoses ont lieu. Les observations sont réalisées sur des coupes
semi-fines (résine hydrophile) et en paraffine.

L'influence du vérapamil sur les modalités de l'induction et de I'expression
embryogene a déja été étudiée d'un point de vue cytologique par DUMINY (1993)
chez le Cichorium '474'. Une diminution trés nette de la potentialité embryogéne a
été obtenue lors de I'addition de 100 uM de vérapamil pendant toute la culture des
feuilles. Pour étudier les effets de cet inhibiteur sur les protéines du cytosquelette,
nous avons ajouté 100 uM de cette molécule pendant toute la durée de la culture
des feuilles, qui ont été prélevées puis préparées pour une étude électrophorétique
des protéines du cytosquelette.

1. EFFETS DE LA CAFEINE SUR LA REACTIVATION CELLULAIRE
DES CELLULES MESOPHYLLIENNES COMPETENTES

Dans les conditions de culture 1 et 2, certaines cellules mésophylliennes
deviennent compétentes. Ces CR sont caractérisées par la présence d'un noyau
volumineux (15-20 um) et d'un nucléole trés actif (jusqu'a 7 um de diameétre) (Pl
11A). De telles CR sont soit disséminées dans le mésophylle (Pl. 11A) soit a
proximité d'un faisceau vasculaire (Pl. 11B). Le cytoplasme dense et granuleux est
localisé prés du noyau (Pl. 11A) ou pariétal (Pl. 11B). D'autres cellules ne montrent
aucun signe de réactivation. Elles possédent un noyau lenticulaire muni d'un trés
petit nulcéole qui est acccolé au plasmalemme (Pl. 11A).

La présence de caféine dans lI'une ou l'autre phase de culture n'empéche
pas la différenciation des CR en CE. En effet, des CE sont décelées, tant prés des
faisceaux vasculaires (Pl. 11C), que dans le mésophylle (Pl. 11D). Elles sont
comparables a celles observées dans la condition témoin (Pl. 1C); le noyau,
maintenu par des trabécules cytoplasmiques trés denses, est tracté vers I'équateur
de la CE (PI. 11C). La vacuole se fragmente en plus petites unités. Généralement,
deux nucléoles de taille variable sont visibles dans les noyaux de ces cellules. Un
autre type de CE est détecté; le noyau, bien que réactivé, ne migre pas au centre
de la cellule, méme si quelques trabécules se mettent en place (Pl. 11D). La
vacuole est alors plus grande que dans les CE typiques et le cytoplasme granuleux
et dense est pariétal.

105



- Partie Ili -

La position latérale du noyau des CE de ce dernier type ne les empéche pas
de suivre normalement une caryocinése. Ainsi, des nucléofilaments apparaissent
fréquemment a la surface du noyau indiquant la fin de la phase S et I'entrée en
préprophase (Pl. 11E). D'autres CE, possedent des nucléofilaments épais,
composés de chromatine fortement condensée et colorés par la safranine, ce qui
est caractéristique d'un début de prophase (Pl. 11F). L'enveloppe nucléaire n'est
pas encore rompue. Il y a donc une véritable réactivation cellulaire des cellules
compétentes et une redifférenciation jusqu'au stade CE. De plus, la caryocinése
n'est pas affectée par la position pariétale du noyau.

Lorsque la caféine est présente pendant toute la culture (condition 3), des
CR sont décelées. Mais aucune CE typique n'est détectée. Chez ces CR, de
nombreux fragments de chromatine condensée sont dispersés sur la surface
nucléaire, et le cytoplasme périnucléaire émet de fines trabéculations, de la
périphérie du noyau vers la paroi. De tres rares embryons bicellulaires sont parfois
observés sur quelques coupes.
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Planche 11
Effets de la caféine sur la réactivation cellulaire
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Planche 11
Effets de la caféine sur la réactivation cellulaire

Réactivation d'une cellule mésophyllienne (CR), le noyau est volumineux
et le nucléole est trés coloré. Une cellule non réactivée (Cm) posséde
une petit noyau lenticulaire accolé au plasmalemme.

Réactivation d'une cellule (CR) périvasculaire (v). Le cytoplasme pariétal
est trés granuleux.

Cellule embryogene typique périvasculaire. Le noyau est tracté par des
trabécules cytoplasmiques (tétes de fléeches). La vacuole s'est
fragmentée en petites unités.

Cellule embryogéne inachevée (mésophylle). Le noyau reste accolé au
plasmalemme (téte de fléche). Quelques trabécules se forment a partir
du cytoplasme périnucléaire.

Préparation a la mitose: des nucléofilaments se forment a la surface des
CE (E), mais la position pariétale du noyau n'empéche pas |'observation
d'une condensation chromatinienne caractéristique d'une prophase (F).

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation a Js
Coupes en paraffine colorées par la safranine/fast green.
Méme échelle pour toutes les figures, barre = 20 pm.

La présence de caféine au cours d'une culture de feuilles du Cichorium

hybride '474' provoque quelques modifications dans la réactivation cellulaire des
cellules compétentes. L'eétat cytologique caractérisant les CE peut étre
complétement acquis dans la condition 1, alors qu'il n'est que partiellement atteint
dans la condition 2. Cette molécule de la famille des méthylxanthines inhibe la
migration prémitotique du noyau. Elle n'empéche pas le noyau de progresser dans
le cycle nucléaire jusqu'au stade prophase.
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2. EFFETS DE LA CAFEINE SUR LES MITOSES EMBRYONNAIRES

2.1 Addition de caféine dans I'une ou l'autre phase de culture

Dans chacune des deux premiéres conditions, la caféine induit une
structuration nucléaire et nucléolaire particuliéres. Dans de nombreuses CR, une
extrusion partielle du nucléole est observée (Pl. 12A). Celui-ci est situé a la
périphérie du noyau et provoque une excroissance de l'enveloppe nucléaire.
Parfois, lorsqu'il existe deux nucléoles, I'un peut étre totalement exclu du noyau et
se situer dans le cytoplasme périnucléaire, alors que l'autre reste dans le noyau
(Pl. 12B, 12C et 12D).

Planche 12
Effets de la caféine sur l'aspect
nucléaire et nucléolaire

Cellule réactivée dont le noyau présente une extrusion partielle du
nucléole (téte de fleche). -
Extrusion totale du nucléole dans des cellules réactivées: le nucléole
(téte de fleche) est rejeté dans le cytoplasme périnucléaire.

Extrusion totale du nucléole (tétes de fleche) dans une structure
embryonnaire binucléée.

Présence d'un grand nombre de nucléole (tétes de fleche) dans un
noyau de cellule embryogéne inachevée.

Ensemble de noyaux fusionnés (fleches) présentant de nombreux
nucléoles de tailles variables.

Embryon bicellulaire comportant deux cellules séparées par une paroi
(téte de fleche noire). Une des deux cellules possede deux noyaux dont
les enveloppes nucléaires ont fusionné (téte de fleche blanche).
Ensemble des différentes structures rencontrées en présence de caféine
: Cellule non réactivée (téte de fleche blanche), Cellule embryogéne a
noyau pariétal (téte de fleche noire), Cellule embryogéne typique
présentant une configuration nucléaire préprophasique (fleche noire),
Cellule binucléée (fleche blanche).

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5+3.
Coupes en paraffine colorées par la safranineffast green.
Méme échelle pour toutes les figures, barre = 20 pm.
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Planche 12
Effets de la caféine sur l'aspect
nucléaire et nucléolaire
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L'extrusion totale du nucléole peut étre frequemment observée dans les CR
(P1. 12C et 12D) et parfois dans les cellules des proembryons (PIl. 12E).

D'autre part, une multiplication du nombre de nucléoles (Pl. 12F) et une
diminution de leur taille (micro-nucléole ?) sont souvent associés avec une
augmentation de taille des noyaux fusionnés (Pl. 12G). Ainsi, la surface nucléaire
d'une cellule non réactivée dans le plan de coupe est d'environ 80 pm2, alors que
celui de I'ensemble de noyaux est de 490 um?2 (soit 6 fois plus). Cette
augmentation de la taille du noyau est représentée dans le Tableau 6:

Type diameétre nucléaire surface en coupe
(um) (um2)
cellule non réactivée 10-11 80-95
cellule réactivée 14-15 155-180
cellule embryogéne 15-18 180-250
typique (noyau central)
Noyaux fusionnés* 25 490-500

Tableau 6: Taille et surface nucléaire des structures embryogénes induites au
cours de la culture. La présence de 5 mM de caféine au cours de f'une ou l'autre
phase de culture induit la fusion de noyaux®. ~

Plus rarement, des phénomeénes de fusion de I'enveloppe nucléaire sont mis
en évidence. Aprés un accolement des noyaux, les enveloppes fusionnent avec, ou
non, mélange des chromatines (Pl. 12H). Les nucléoles restent indépendants les
uns des autres.

Quels que soient les morphotypes nucléaires, la réactivation induite au cours
de la premiére phase de culture conduit & une caryocinése normale. On peut donc
observer des cellules mésophylliennes non réactivées, des CR, des CE dont le
noyau pariétal peut présenter une configuration chromatinienne prophasique, et
des cellules binucléées (le noyaux sont pariétaux) résultant d'une cytocinése
déficiente (Pl. 121). De telles cellules binucléées peuvent étre issues des CE
munies d'un noyau latéral mais dont le devenir n'a pas été observé, ou du faible
pourcentage de CE possédant un noyau central.
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Si la caféine est éliminée lors du transfert, des embryons bicellulaires
normaux sont décelés (Pl. 13A). Une paroi sépare deux cellules embryonnaires
identiques suggérant une division symétrique prealable.

La figure originale observée dans cette expérience est l'apparition de
structures cellulaires comportant plusieurs noyaux appelées coenocytes. En effet,
dans les mémes échantillons, il est possible de trouver a la fois des embryons
multicellulaires et des structures coenocytiques.

De nombreuses cellules binucléées sont décelées: deux noyaux sont ainsi
localisés dans un méme cytoplasme (Pl. 13B). Ces deux noyaux peuvent étre
maintenus par quelques trabécules cytoplasmiques (Pl. 13B). Dans de telles
cellules, les noyaux peuvent étre intimement accolés (Pl. 13C), et de nombreux
nucléoles de tailles variables sont parsemés a la surface nucléaire. Ces noyaux
sont localisés a I'équateur de la cellule, mais aucune plaque cellulaire contenant
de la cellulose (et donc colorée en vert par le fast green) n'est détectée. Parfois,
I'emplacement d'une future plaque cellulaire est localisé sous la forme d'une ligne
rouge trés colorée par la safranine.

Des embryons multicellulaires normaux sont présents notamment prés des
faisceaux vasculaires (Pl. 13D). Chaque cellule embryonnaire est séparée de sa
voisine par une fine paroi pecto-cellulosique. Ces eS se forment conformément a la
séquence decrite précédemment. Aprés un allongement dans l'axe du faisceau
vasculaire par une suite de divisions anticlines (Pl. 13E), des divisions périclines
permettent a I'eS de croitre en épaisseur (PI. 13F).

Des eS chimériques sont souvent observés. La répartition des cellules
embryonnaires et la taille de ces derniéres sont altérées par la présence de caféine
lors de la phase d'induction. Ainsi, un eS peut présenter un certain nombre de
cellules embryonnaires normalement constituées, alors que d'autres cellules
possédent un ensemble de noyaux fusionnés et parsemés de petits nucléoles (PI.
13G et 13H). Cet ensemble nucléaire est située a un pble de I'embryon, et un
cytoplasme trés dense et trés granuleux est mis en évidence. Cette cellule
embryonnaire anormalement grande est munie d'une vacuole importante. D'autres
eS présentent plusieurs noyaux au sein d'une méme celiule (Pl. 13G). Les noyaux
sont bien individualisés et sont généralement localisés a proximité du
plasmalemme.

112



- Partie lll -

Planche 13
Effets de la caféine sur

les divisions embryonnaires

113



- Partie 1l -

Planche 13
Effets de la caféine sur
les divisions embryonnaires

A Embryon bicellulaire, les cellules embryonnaires sont séparées par une
paroi pecto-cellulosique.

B Cellule binucléée: la caryocinése s'est déroulée normalement mais la
cytocinése est défectueuse.

Cc Cellule binucléée: les noyaux sont intimement accolés.

D Structures embryonnaires périvasculaires: des cellules embryogénes
(tétes de fleche blanches) et des embryons multicellulaires (E) sont
observés.

E, F Mode de division du jeune embryon somatique périvasculaire: embryon

linéaire (fleches) résultant de divisions anticlines (E). Des divisions
périclines permettent a 'embryon (fléeches) de croitre en épaisseur.

G, H Embryon somatique chimérique: des cellules embryonnaires normales,
des cellules plurinucléées (tétes de fleche blanches) et une cellule
présentant une masse nucléaire (fleche) sont observées au sein du
méme embryon.

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation & J5.3.
Coupes en paraffine colorées par la safranine/fast green.
Barre = 10 um.

D'autres sites cellulaires sont aussi compétents a I'ES. Une réactivation
cellulaire peut étre détectée dans quelques celiules épidermiques (Pl. 14A). Cette
réactivation est caractérisée par la présence d'un noyau volumineux muni de
plusieurs nucléoles. De nombreux nucléofilaments sont dispersés a la surface du
noyau. D'autres CR possédent un noyau pariétal (accolé au plasmalemme sur la
face cellulaire en regard du mésophylle) présentant une extrusion de son nucléole
(Pl. 14B). De telles CR épidermiques sont capables de progresser dans le cycle
cellulaire et de montrer une caryocinese normale. Comme les autres cellules
mésophylliennes compétentes, elles sont soumises aux mémes effets causés par
la caféine, avec notamment, une cytocinése déficiente. Des structures
coenocytiques a trois (Pl. 14C) ou 4 noyaux centraux (Pl. 14D) sont mises en
évidence. Des eS chimériques peuvent aussi apparaitre a ce site (Pl. 14E). Dans
ce cas, I'eS présente deux cellules embryonnaires dans le plan de coupe. Celles-ci
sont limitées par une paroi pecto-cellulosique. Une des deux cellules
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embryonnaires posséde deux noyaux individualisés entourés d'un cytoplasme
périnucléaire dense.

Généralement, apres 8 jours de culture, on observe 2 a 4 cycles normaux de
caryocinese. Les noyaux sont groupés ou non, et se trouvent souvent prés de la
paroi ou a un péle cellulaire. Le cytoplasme est trés dense et les nucléoles
semblent actifs, ce qui laisse supposer que ces structures embryonnaires,
normales, coenocytiques ou chimériques, sont métaboliquement actives.
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Planche 14
Effets de la caféine sur
l'induction et l'expression embryogeénes
de cellules épidermiques

=
= o

Cellule embryogéne a noyau pariétal: deux nucléoles sont trés colores,
des nucléofilaments parsément la surface nucléaire.

Extrusion nucléolaire partielle (téte de fleche).

Structure coenocytique trinucléée.

Structure coenocytique tétranucléée.

Embryon bicellulaire (téte de fleche), dont une des deux cellules
présente deux noyaux.

moow >»

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5,3.
Coupes en paraffine colorées par la safranine/fast green (A, B, C, E).
Coloration: Hoechst (D). Barre = 10 um.
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2.2 Addition de la caféine pendant toute la culture

Si la caféine est maintenue dans le milieu de culture lors du transfert
(condition 3), seules des CR sont observées dans les coupes. Aucune structure
plus développée n'apparait. Un contrile a été effectué sur une durée plus grande
de culture; deux parties d'une méme feuille ont été cultivées: 'une en présence de
caféine pendant 12 jours et l'autre dans le méme milieu sans inhibiteur. Dans le
premier cas, aucun embryon globulaire n'est détecté par transparence (Pl. 15A). Au
contraire, le témoin présente une multitude d'embryons somatiques globulaires trés
fortement colorés par le lugol (PI. 15B).

Planche 15
Effets de la caféine (12 jours)
sur le développement des embryons

A Limbe d'une feuille cultivée en présence de caféine: aucun embryon
n'est visible par transparence.
Limbe d'une feuille cultivée dans la condition témoin: de nombreux
embryons sont colorés, * v * symbolise une nervure.

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides, observation a J5..7.

Limbe coloré par le lugol.
Barre = 100 um.
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2.3 Influence de la caféine sur le nombre et le type de structures
embryonnaires

Cette étude s'est effectuée a partir de I'analyse de coupes de feuilles
induites 8 jours puis incluses dans de la paraffine. La répartition des structures
embryonnaires a été réalisée dans les trois conditions inhibitrices ainsi que dans
une condition témoin sans caféine (Fig. 20).

30

25

20

15

nb structures emb/mm2 feuille

]
contréle condition 1 condition 2 condition 3

O nb cellules réactiveées B nb embryons multicellulaires
[A nb cellules embryogénes
B nb embryons bicellulaires B nb structures coenocytiques

Figure 20: Répartition des structures embryonnaires induites dans les trois
conditions inhibitrices (5 mM caféine) et dans le témoin. Nombre moyen par

mm2 de feuille + écart type (n = 10 lames dans chaque expérience).

Un dénombrement pour chaque cas est présenté dans le Tableau 14. Les
comparaisons entre les nombres moyens pour chaque type de strucures
embryonnaires sont réalisées en appliquant un test de Student (avec calcul de
l'estimateur S du fait que n <30, car seulement 10 lames sont analysées). Le degre
de liberté est ici de ddl = 10+10-2=18. Les valeurs theonques du test de Student
sont données sous le Tableau 7:
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eS eS TOTAL
CR CE bicellulaire | multi- coenocyte mm2
cellulaire

témoin 5,7 11,4 6,7 19,9 0 43,7

en % 13 26 15 46 0 100
condition

1 10,3 2,3 1,5 0,3 3,5 17,9

en % 58 13 8 1 20 100
condition

2 10,9 1,1 0,8 0,3 1,7 14,8

en % 74 7 5 3 11 100
condition

3 16,1 0 0 0 0 16,1

en % 100 0 0 0 0 100

Tableau 7: Répartition des structures embryonnaires induites par la présence
séquentielle de 5 mM de caféine dans le milieu au cours de la culture de feuilles.
Observation a J54+3. (CR: cellule réactivée, CE: cellule emryogéne, eS: embryon
somatique). Condition 3: 0* = un seul eS bicellulaire a été observé sur I'ensemble
des coupes ce qui est non significatif.

seuil du risque (en %) représentation valeur théorique du test
5 * 1,73
1 ** 2,55
0,1 b 2,88

Les valeurs données par le Tableau 7 nous ont permis d'analyser stati-
tistiquement les effets de I'addition séquentielle de caféine au cours de la culture
des feuilles. Les résultats sont représentés dans le Tableau 8:

conditions condition 1 condition 2 condition 3
comparées
témoin :
nb de CR *** (11,6) *** (4,94) *** (31,5)
nb de CE ¥ (2D 1) **(21.7)
condition 1: \
nb de CR NS (1,35) *** (23,6)
nb de CE *** (3,6)
Tableau 8: Degreé de signification des tests de Student calculés sur le nombre des

cellules réactivées (CR) et des cellules embryogénes (CE) en fonction des
conditions inhibitrices. Les valeurs calculées sont mises entre parenthéses. NS:
non significatif.
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Dans le témoin, 4 types de structures sont inventoriées: des cellules
réactivées (CR), des cellules embryogenes (CE), des embryons somatiques (eS)
bicellulaires ou multicellulaires (Tableau 7). L'addition de caféine modifie la
distribution quantitative de ces structures notamment lorsqu'elle est présente
pendant toute la culture (condition 3), ou aucune forme plus développée que le
stade CR n'apparait. Les forts pourcentages de CR comptabilisés dans les
conditions inhibitrices sont trés significatifs de l'influence de la caféine sur le
processus de différenciation des CR en CE (Tableau 8).

Losque la caféine est ajoutée de fagon séquentielle dans l'une ou l'autre
phase de culture (conditions 1 et 2), on observe l'apparition de structures
coenocytiques. C'est a ce niveau que I'on note des différence significative. En effet,
leur apparition est quantitativement liée a la phase de culture ou la caféine est
ajoutée (test Student = 9,55; ***).

2.4 Conclusions

Le potentiel embryogéne est affecté par la présence de linhibiteur. En effet,
le nombre moyen de structures embryonnaires induites en sa présence représente
entre 34 % (14,8/43,7 structures.mm-2; condition 2) et 41 % (16,1/43,7
structures.mm-2; condition 1) du celui obtenu dans le témoin (43,7 structures.m m-
2). Aprés 8 jours de culture, la classe de taille la plus représentée dans le témoin
est celle constituée des eS multicellulaires, alors que dans les conditions
inhibitrices, il s'agit de celle des CR. La caféine ne bloque donc pas la réactivation
cellulaire mais ralentit leur différenciation jusqu'au stade CE. L'apparition de
structures coenocytiques est lice a I'absence de la caféine dans I'une ou l'autre
phase de culture. Le maintien de la caféine pendant la phase d'expression
empéche les mitoses.

La caféine n'a pas d'effets apparents sur la caryocinése méme si elle altére
la migration prémitotique du noyau. L'inhibition de la partition de la CE ou des
cellules embryonnaires induit I'apparition de coenocytes. Or les éléments du
cytosquelette sont impliqués dans la formation du phragmoplaste, le dépét des
microfibrilles de cellulose et dans le transport des vésicules vers le futur site de
formation de la paroi. Nous avons donc poursuivi nos investigations par l'analyse
de telles protéines cytosquelettiques.
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3. VARIATIONS DE L'ACTINE ET DES TUBULINES EN PRESENCE DE
CAFEINE

Les protéines totales sont extraites de feuilles de I'hybride '474' cultivées en
présence de caféine pendant les deux phases de culture (condition 3) ou sans
inhibiteur (contréle). Aprés électrophorése 1D et un électrotransfert sur une
membrane de nitrocellulose, I'actine (Fig.21A) et les tubulines (Fig. 21B) sont
immunolocalisées. Ces protéines sont ensuite quantifiées aprés digitalisation de la
membrane.

Figure 21: Immunodétection des protéines cytosquelettiques au cours d'une culture
de feuilles de Cichorium hybride '474' en présence de 5 mM de caféine. A:
Révélation de l'actine (gel a 12,5 %), B: Révélation des tubulines (gel & 10 %).
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3.1 Variations quantitatives de l'actine

L'actine apparait sous la forme d'une fine bande de 43-44 kDa (Fig. 21A).
Pendant la phase d'induction en présence de caféine, la quantité de protéines est
quatre fois plus élevée que dans le témoin (Fig. 22A). En effet, elle quadruple entre
Jo et J2 puis atteint une phase de plateau pendant le reste de la culture. Dans le
témoin, elle double entre Jg et J3, puis diminue d'un méme facteur entre J3 et Jg, et
augmente 24 h apres le transfert. Des variations quantitatives ont été observées
entre les membranes (répétitions); de fait, les écarts-types sont plus grands
comparativement a la Fig. 14A.

3.2 Variations quantitatives des tubulines

Les tubulines apparaissent sous l'aspect de bandes de 55 kDa (B tubuline)
et 53 kDa (a tubuline). La bande de I'a tubuline est plus fine et plus fortement
révélée. Elle est facilement décelée visuellement dés J1. La bande de B tubuline
est plus diffuse que celle de I'a tubuline (Fig. 21B), elle apparait plus claire mais
semble plus large.

L'addition de caféine pendant toute la durée de culture provoque un
découplage beaucoup plus important des quantités des deux tubulines. Celle de
I'e tubuline diminue puis reste trés faible jusque J3 (Fig. 22B). Peu avant le
transfert des explants foliaires, la quantité de protéines augmente fortement (J3-J4)
puis se maintient avec de faibles fluctuations.

La quantité de la B tubuline augmente rapidement pendant les deux
premiers jours (environ x4), puis plus lentement jusque J4. Elle reste trés élevéee
pendant la seconde phase de culture (Fig. 22C).
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Figure 22: Evolution quantitative de l'actine et des tubulines au cours d'une culture
de feuilles du Cichorium '474' en présence (m ) ou non (O ) de 5§ mM de caféine
pendant toute la culture. Valeurs moyennes + écart type (3 répétitions). A: actine, B:
o tubuline , C: B tubuline.
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3.3 Conclusions

Une accumulation trés nette de l'actine est mise en évidence lorsque la
caféine est présente, et ce, dés le 2éme jour de culture. L'addition de caféine
pendant toute la durée de la culture affecte le stock d'a et de B tubulines contenues
dans les feuilles traitées. Une accumulation de tubulines est décelée dés le 4éme
jour pour l'a, et dés le 1€ pour la B. Leurs taux sont supérieurs a ceux du témoin.

Dans le témoin, une coévolution de l'actine et de I'a tubuline caractérise la
phase d'induction. La phase d'expression est marquée par une évolution
simultanée des deux tubulines. En présence de caféine, I'actine et la B tubuline
coévoluent. Seule, I'a tubuline présente de fortes variations pendant la phase
d'induction. Un maintien des stocks des deux tubulines est observé a partir de J4.

Les observations cytologiques nous conduisent a suggérer que ces
protéines du cytosquelette ne sont pas employées lors de la réorganisation des
réseaux, inhérente a la mise en place des futures mitoses, ou que leur régulation
est fortement perturbée. Ces molécules pourraient étre stockées dans les CR, dont
tres peu d'entre elles atteignent le stade CE en présence de l'inhibiteur. La caféine
altere donc la progression des CR dans le processus de dédifférenciation. La
coévolution des deux tubulines chez le témoin suggére qu'elle est nécessaire a la
mise en place d'une cytocinése normale.

4. VARIATIONS DE L'ACTINE ET DES TUBULINES EN PRESENCE DE
VERAPAMIL

4.1 Variations quantitatives de l'actine
Ces variations sont représentées dans la Fig. 23A. Une phase stationnaire
est observée entre Jo et J3, ou la quantité d'actine augmente légérement de J3 a

J4. Aprés une phase de maintien, cellie-ci amorce une chute dés 24h aprés le
transfert des explants sur le milieu d'expression.
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Figure 23: Evolution quantitative de l'actine et des tubulines au cours d'une culture
de feuilles du Cichorium hybride '474' en présence (m ) ou non ( O ) de 100 uM de
vérapamil pendant toute la culture. Valeurs moyennes + écart type (3 répétitions).
A: actine, B: a tubuline, C: B tubuline.
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4.2 Variations quantitatives des tubulines

Les fluctuations du taux de I'a tubuline sont caractérisées par deux zones
séparées par un pallier (Fig. 23B). La premiére dure 3 jours (Jo a J3) et se
caractérise par une augmentation réguliére de la quantité. Un plateau est atteint au
3eme jour de culture. Une trés forte augmentation est observée avant le transfert
(entre J4 et J5), puis le taux se maintient aprés le transfert. Il demeure élevé
pendant la phase d'expression, avec des variations relativement faibles.

Le vérapamil affecte tout particulierement la quantité de la B tubuline (Fig.
23C). En effet, comme pour l'actine, aucune variation significative n'est mesurée
lors de la phase d'induction. Par contre, dés le 26Me jour apres le transfert (J5+2),

la quantité augmente réguliérement.

4.3 Conclusions

Pendant la phase d'induction, les quantités d'actine et de B tubuline

demeurent constantes dans les feuilles cultivées en présence de vérapamil alors
qu'elles augmentent dans les feuilles témoins. La quantité d'a tubuline augmente

beaucoup dans les feuilles traitées pendant toute la durée de la phase d'induction,
alors que dans les feuilles témoins, elle demeure stationnaire a partir du 26Me jour.

Pendant la phase d'expression, le vérapamil a une action opposée sur
I'évolution des tubulines. La quantité d'a tubuline reste trés élevée; celie de la B est

faible, bien gu'elle augmente régulierement au cours de cette phase de culture.

Ces résultats suggeérent que la diminution de l'actine est préjudiciable a une
induction de CE et que le découplage des a et B tubulines pendant la phase

d'expression perturbe le développement des eS; en effet aucun eS de type allongé
ou cotylédonnaire n'est détecté.
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5. CONCLUSIONS

L'action classique de la caféine sur la cytocinése a été confirmée lors de
I'ES des feuilles de Cichorium diploides. Une réactivation nucléaire peut étre
observée. Toutefois, la migration nucléaire prémitotique est perturbée, ce qui
suggére une action inhibitrice sur la réorganisation, et/ou, sur le fonctionnement du
cytosquelette, ainsi que sur le positionnement du phragmosome. La caryocinese
est normale méme si des particularités cytologiques ont été mises en évidence au
niveau des nucléoles (extrusion partielie ou totale, nombre et taille).

La cytocinése est perturbée et entraine la formation de cellules binucléées,
ou de structures coenocytiques constituées de plusieurs noyaux individualisés ou
fusionnés. Des embryons de type chimérique ont d'ailleurs été découverts. La
présence de caféine pendant la premiére phase de culture induit des effets qui
peuvent étre observés méme aprés son élimination du milieu de culture. En effet,
des structures embryonnaires anormales persistent et c6toient des embryons
multicellulaires. L'action de la caféine pourrait étre remanente car des cellules
binucléées, sans doute induites lors de la premiére phase de culture, sont encore
présentes.

Cet inhibiteur réduit aussi le potentiel embryogéne, et provoque des
perturbations au niveau des protéines majeures du cytosquelette. .

Le vérapamil entraine une diminution du nombre d'eS (DUMINY, 1993),
mais n'empéche pas leur induction dans la concentration employée (100 uM). La
phase d'induction est caractérisée par un écart trés important entre les deux
quantités de tubulines, mais avec, cette fois, une altération plus prononcée de
celle de la B tubuline. La quantité d'actine chute pendant la phase d'expression. Le
blocage des canaux calciques, et des signaux qu'ils devraient engendrer, altére
donc la régulation des tubulines d'une fagon différente de la caféine.

Les deux inhibiteurs employés ne causent pas les mémes effets d'un point
de vue cytologique. La caféine altére la maturation de la plaque cellulaire, et, dans
la condition testée pour l'analyse, inhibe la formation de structures embryonnaires.
Le vérapamil bloque les canaux calciques, diminue le nombre d'eS induits et
blogue leur développement au dela du stade globulaire. Ces deux inhibiteurs
provoquent des modifications dans I'évolution des protéines du cytosquelette.

127



- Partie IV -

RECHERCHE DE MARQUEURS CORRELES A
L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE

DUBOIS et al. (1992) et VERDUS et al. (1993) ont montré qu'il existait une
relation entre la MEC et le cytosquelette. Nous avons montré, au cours des
résultats précédents, I'importance du cytosquelette dans la mise en place, et le bon
déroulement de la premiére division embryogéne, ainsi que pour les mitoses
embryonnaires ultérieures. Une altération spécifique d'une des phases de la
mitose, en l'occurrence la cytocinése, appliquée pendant l'une ou l'autre phase de
culture, modifie I'expression des protéines du cytosquelette et en perturbe la
régulation.

Dans cette quatrieme partie, nous nous proposons de centrer notre étude sur
les glycoprotéines, dont certaines constituent la MEC. Cette matrice est liée a la
phase de développement embryonnaire, au moment ou les €S ne sont pas encore
muni d'un protoderme (DUBOIS et al., 1991). Elle est présente a la fois a la surface
des eS foliaires et racinaires (DUBOIS et al., 1991, 1992). Différentes études ont
permis de caractériser sa nature biochimique: lipo-glycoprotéique (DUBOIS et al.,
1992; VERDUS et al., 1993).

Dans l'optique de définir les réles éventuels de la MEC et de ses
composants glycoprotéiques, deux inhibiteurs de la glycosylation ont été employés
au cours d'une culture de feuilles de Cichorium diploides :

- la tunicamycine (TM) qui affecte spécifiquement la glycosylation en N- des
protéines,
- la déoxynoijirimycine (dNM) qui n'agit que sur la glycosylation en O- des
protéines.

Les feuilles sont observées aprés 7 jours de transfert (J547)-

Dans le cadre d'une recherche de marqueurs pariétaux, nous avons élargi
notre étude a la mise en évidence de la callose (polymeére de B 1,3 glucose) qui
constitue un marqueur des CE foliaires (DUBOIS et al., 1990). Par ailleurs,
VERDUS et al. (1993) ont montré la présence Ca2+ vacuolaire et de structures
tubulaires au niveau du plasmalemme des cellules embryogénes. Or, la présence
de callose liée a une libération de calcium intracellulaire a déja été décrite par
KAUSS et JEBLICK (1985) dans les cellules de soja. Compte-tenu de la présence
d'une MEC probablement liée au cytosquelette, et de sa présence autour des €S
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foliaires et racinaires, nous avons étudié les modalités du dépdt de callose autour
des CE au sein de racines induites dans différentes conditions. D'autre part, nous
avons tenté d'analyser plus particulierement les relations possibles entre le dépét
de callose (ES précoce) et le cytosquelette. Pour cela, nous nous sommes basés
sur les travaux de DUBOIS et al. (1992). Ces auteurs ont altéré voire éliminé la
MEC par des traitements connus pour destabiliser le cytosquelette. Nous les avons
appliqués a des racines de Cichorium diploides induites, puis les CE présentant
cet élément pariétal (observé en microscopie UV) ont été dénombrées.

1. LES GLYCOPROTEINES INTRATISSULAIRES

Les explants foliaires de différentes chicorées embryogéne (Cichorium
hybride '474') ou non embryogénes (C. intybus cv. '206' et cv. 'Flash') ont été
cultivés pendant 5 jours puis repiqués dans le méme milieu dépourvu de glycérol.
Des racines de I'hybride '474' ont aussi été induites. Des prélévements ont été
effectués quotidiennement. Les glycoprotéines sont ensuite révélées sur une
membrane par la ConA couplée a une phosphatase alcaline. Un témoin réalisé
avec son substrat spécifique (« methyl D mannose) n'a pas montré d'aspécificité.

L'ensemble des protéines révélées est repris dans le Tableau 10 et
quelques exemples de diagrammes électrophorétiques sont donnés dans les
Figures 24 et 25. Globalement, leur nombre varie peu entre chicorées embryogéne
ou non et entre organes, les différences sont plus d'ordre quantitatif notamment
dans le cas des racines de I'hybride '474'. La gamme des poids moléculaires sont
similaires.

1.1 Variabilité des glycoprotéines
1.1.1 Variabilité en fonction du génotype
Douze goupes de glycoprotéines, ou glycoprotéines uniques, sont choisis
parmi le Tableau 9. Ces glycoprotéines sont retrouvées dans les extraits de

Cichorium (Tableau 10). Les racines présentent une gamme de poids moléculaire
plus étendue notamment pour les faibles PM (Fig. 24A).
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Cichorium '474'

racines

18 protéines

25,8 2 102,1 kDa

Cichorium '474'

14 protéines

feuilles

25,5 a 126,4 kDa

Cichorium cv. 'Flash' feuilles

14 protéines 26,3 a 127 kDa
Cichorium cv. '206' feuilles
17 protéines 29 4 128 kDa
Tableau 9: Nombre et poids moléculaires des glycoprotéines révélées par la

conA sur des membranes de nitrocellulose. Différentes sources et organes de
chicorées ont été utilisées pour la réalisation des extraits protéiques.

'474' '206' |.'Flash’
PM feuilles racines |embryon] feuilles feuilles
(kDa)

témoin | caféine | vérapamil 3 sem. %
126 X o} o} X X X
111 X X X o] X X
102 X X (o} X X X X
94 X X o} X o] X X
91 X 0 o X o o] X
77-80 X X o] X o] X X
69-71 X X X X X X X
58-61 X X X X X X X
55-56 X X 0 X o} X X
44-47 X 0 X X X X X
28 X X o} X X X X
| 255 X 0 0 X X 0 X

Tableau 10: Récapitulatif des protéines communes, révélées par la

concanavaline A (ConA) conjuguée a la phosphatase alcaline (site oo méthyl-D-
mannose), chez différentes sources de chicorées et différents organes de I'hybride
'474'. La présence d'une glycoprotéine est symbolisée par (x), son absence par (0).
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Si I'on se base sur les glycoprotéines détectées dans les feuilles de I'hybride
'474' comme témoin (Fig. 24B), on s'apergoit que le cv. 'Flash' posséde les mémes
que I'hybride embryogéne. Deux protéines sont absentes chez le cv. '206' (91 kDa
et 25,5 kDa) (Fig. 24C), et une dans les racines de I'hybride '474' (126 kDa). Il est
donc difficile de relier la présence de telle ou telle glycoprotéine :

- aux potentialités embryogenes des différents types de chicorées,

- a une organo-spécificité sans lien avec I'ES.

1.1.2 Variabilité au cours d'une culture de feuilles de I'hybride '474'

Au cours de la culture des feuilles de I'hybride '474', la protéine de 126 kDa
subit des variations d'intensité au niveau de sa révélation. Elle apparait a J3, puis
son intensité augmente jusqu'a Js ou elle reste alors constante. Chez le cv. '206',
celle-ci apparait et reste constante dés Jo. Le méme comportement est observé
chez le cv. 'Flash' mais a J3.

1.2 Effets de la caféine et du vérapamil
Si I'on compare les différentes expériences menées chez I'hybride '474', on
remarque que l'eS agé de 3 semaines posséde 58 % des glycoprotéines mises en

évidence dans les feuilles. Or, cet eS ne présente plus de MEC.

Les conditions inhibitrices entrainent la disparition des glycoprotéines des
groupes suivants (Fig. 25A et 25B) :

conditions inhibitrices olypeptides perdus (kDa
caféine (5 mM) 126- 91- (44-47)- 25,5
12 glycoprotéines
vérapamil (100 uM) 126- 102- 94- (77-80)- (55-56)- 28- 25,5
13 glycoprotéines

Trois protéines sont perdues quel que soit I'inhibiteur (126 kDa, 91 kDa et 25,5
kDa).
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Figure 24: Glycoprotéines intratissulaires révélées par la Concanavaline A
couplée a une phosphatase alcaline. A: Racines de I'nybride '474', B:
représentation schématique des glycoprotéines d'extraits de feuilles de
I'nybride '474', C: Représentation schématique des glycoprotéines d'extraits
de feuilles du cv. '206'".
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Figure 25: Glycoprotéines intratissulaires révélées par la ConA couplée a la
phosphatase alcaline au cours d'une culture de feuilles de I'hybride '474' en
présence d'inhibiteurs (Jo a J5+3). A: Caféine (56 mM), B: Représentation
schématique des glycoprotéines révélées dans des extraits de feuilles
cultivées en présence de verapamil (100 uM).
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1.3 Effets d'inhibiteurs de la glycosylation
1.3.1 Effets de la tunicamycine

Compte-tenu des résultats présentés dans la littérature (sur des suspensions
cellulaires de carotte), nous avons employé la dose la plus forte (soit 2,5 pg.mi-1)
comme dose initiale, puisque le matériel végétal utilisé est un tissu. L'observation
de coupes de feuilles incluses dans la paraffine montre que la présence de TM
affecte le potentiel embryogéne. Pour les conditions n'entrainant aucune nécrose,
on dénombre 14,4 eS.mm-2 pour la condition 12,5 pg.mi-1 et 8,52 eS.mm-2 pour la
condition 25 pg.ml-1. Ces valeurs correspondent environ au quart de ce qui est
observé dans la condition témoin.

L'analyse de coupes foliaires a permis de répartir les eS selon leur taille
(dans le plan de coupe). La taille d'un eS s'estime par sa surface dans le plan de
coupe. Celle-ci se caractérise par sa grandeur et par le rapport longeur / largeur de
I'eS (si le rapport est proche de 1, I'eS est de forme globulaire).

Six classes de taille ont été choisies pour ce dénombrement. Celles-ci sont
toutes représentées dans le témoin et la condition inhibitrice minimale (12,5 ug.
mi-1) (Fig. 26A). Les plus petits (20 x 20 um), comme les plus gros eS allongés (80
x 120 um), sont décelés dans une proportion semblable.

Aucun effet significatif n'a été décelé pour des doses inférieures a 12,5 pg.
mi-1 de TM. Pour cette derniére concentration, des eS sont toutefois dénombrés en
observant le limbe des feuilles colorés par le lugol. Aprés 6 jours de la culture,
quelques petits eS globulaires apparaissent et sont particulierement visibles prés
de faisceaux vasculaires. Au 8éme jour, le nombre d'eS augmente, et leurs tailles
sont variables. Aprés 12 jours de culture, la quantité d'eS ne semble pas avoir été
modifiée; les petits €S se sont développés, et ont atteint la taille des plus gros eS
observés au 88Me jour. Ainsi, I'addition de faibles doses de TM n'empéche pas
l'induction embryogéne. La répartition des eS ainsi obtenue est trées comparable a
celle par classe de taille de la condition témoin (Fig. 13B) (la classe 2 (eS
bicellulaires) comprend des eS issus des deux classes de taille suivantes 20x20
um et 40x40 pm).

L'application de doses supérieures a 40 pg.ml-1 entraine une nécrose des
tissus, notamment pour la concentration maximale de 80 pug.mi-1. Dans ce cas,
aucun eS n'est détecté dans les feuilles colorées par le lugol et observées par
transparence.
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Figure 26: Réparition par classes de taille des embryons dans les feuilles cultivées
12 jours en présence de tunicamycine. Nombre d'embryons a J54+7 entre
parenthéses. A: Témoin (n= 26,6 eS.mm=2), B : 12,5 ug.mi-1 (n= 14,4 eS.mm2), C:
25 ug.ml-1(n= 8,52 eS.mm-2), et D: 40 pg.mi-1( n=8,47 eS.mm-2). Observation sur
10 lames.

Tunicamycine : 12,5 ug/ml

Classe de taille
des embryons a J 5+7

20 x 20
20 x 40
40 x 40
40 x 60
60 x 60
80x 120

|

N

Tunicamycine : 25 ug/ml Tunicamycine : 40 pym/ml
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L'addition de 25 pg.mi-1 augmente trés nettement la part des petits eS de
type isodiamétrique (20 x 20 um; 20 x 40 um; 40 x 40 um) (Fig. 26B). La part des
plus gros eS est réduite, mais les 6 classes de taille sont encore présentes.

L'addition de 40 pg.ml-1 élimine les trois classes d'eS suivantes: 40 x 60 pm,
60 x 60 um et 80 x 120 um (Fig. 26C). La troisiéme classe (40 x 40 um) correspond
a 3,6 % des structures embryonnaires dénombrées, les deux premiéres classes (20
x 20 um et 20 x 40 um) se partageant 96,4 % du reste des eS.

1.3.2 Effets de la déoxynojirimycine

Les doses employées dans la littérature sont proportionnellement plus
élevées que pour celles de la TM. Aussi, nous avons utilisé une trés forte
concentration de dNM dans le milieu de culture, soit 250 pug.mi-1.

L'observation de feuilles induites en présence de cet inhibiteur pendant 12
jours montre que de trés nombreux embryons sphériques apparaissent sur le
pourtour des feuilles (Fig. 27). Ces eS sont visibles avec la loupe binoculaire.
D'autres structures embryonnaires sont aussi présentes a l'intérieur du limbe.
Apres 12 jours de culture, aucun eS au stade cotylédonnaire n'est observé. La
dNM affecte particulierement le développement des embryons.

Des doses supérieures a 250 pug.mlI-1 de dNM n'ont pas été employées,
d'autant que cette molécule intervient tardivement dans le phénoméne
embryogene.

Figure 27:Limbe d'une feuille cultivée en présence de déoxynojirimycine (250
ug.mi-1): J5,7, de trés nombreux embryons sont observés a la loupe binoculaire.

Des structures de forme globulaire et de différentes tailles (téte de fleche, fleche)
sont observées.

Feuilles du Cichorium hybride '474' diploides. Barre = 3 mm
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1.3.3 Effets de tels inhibiteurs sur le développement des embryons

Nous avons tenté d'observer la capacité germinative de ces eS globulaires
induits en présence d'inhibiteurs, en repiquant les explants de feuilles traitées ou
non sur du milieu solide sans inhibiteur pendant 10 jours. La présence de TM
inhibe particulierement le développement des eS au dela des stades globulaires.
Un péle racinaire se met en place, mais le pble caulinaire est anormal. Une
structure de type nodulaire apparait fréequemment au niveau de I'hypocotyle et se
recouvre de fins poils absorbants. Une seule feuille se développe, mais reste
assez petite.

L'addition de dNM semble moins altérer la poursuite du développement
embryonnaire. Le péle caulinaire est présent. Aucun cal ni nodule ne sont
observés a la base de la feuille. Dans les deux cas, nous n'avons pas pu obtenir
de grandes plantules. Les vitroplants se développent peu puis se nécrosent.

Des plantules ont été obtenues a partir d'eS issus de feuilles non traitées
(témoin). Leur faible nombre est lié au fait que ces eS se détachent moins
facilement que dans les racines; ces derniéres sont utilisées préférentiellement
dans la propagation de I'hybride '474'.

En conclusion, la présence d'inhibiteurs spécifiques de la glycosylation
altere le développement des eS qui restent majoritairement globulaires. Leur
élimination du milieu de culture permet aux eS d'atteindre le stade cotylédonnaire,
uniquement dans le cas de l'addition de dNM (glycosylation des O -protéines). Ces
résultats suggérent l'importance d'une glycosylation correcte des protéines, lors de
la phase d'induction et de la phase d'expression (12 premiers jours). L'altération
des N- protéines (comparativement aux effets causés par la dNM) dans ces deux
phases semble particulierement néfaste au bon déroulement du développement
embryonnaire ultérieur (observation aprés 22 jours).

1.4 Conclusions

Hormis une différence de révélation en intensité de la protéine de 126 kDa
en fonction de la phase de culture et du type de chicorée, peu de variations
significatives sont détectées au niveau intracellulaire. Le blocage des canaux
calciques affecte plus particulierement la synthése de telles glycoprotéines (le
calcium pourrait-il intervenir en tant que signal d'induction de synthese ?). Par
contre, la caféine, qui altére la cytocinése, inhibe un tiers des glycoprotéines
présentes normalement dans les feuilles. Elles doivent donc faire partie intégrante
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d'une régulation cellulaire générale et complexe, bien que leurs réles, et leur
implication dans le processus embryogéne, ne soient pas encore connus.
Globalement, on remarque que de nombreuses glycoprotéines sont décelées dans
les feuilles de I'hybride '474'; elles apparaissent tout au long de la culture. Aucune
ne semble spécifique d'une phase précise du processus embryogéne (réactivation,
premiére mitose, mitoses embryonnaires).

L'inhibition de la glycosylation des protéines (en N- ou O-) n'empéche pas
l'induction embryogéne, qui est faible, mais affecte surtout le développement des
eS d'une fagon irréversible (TM) ou non (dNM). Dans ce dernier cas, aprés
I'élimination de cet inhibiteur, les eS possédent une bipolarité normale et sont
capables de régénérer des petites plantules. Ces inhibiteurs ont des effets tardifs.

2. LA CALLOSE, MARQUEUR PRECOCE DE L'EMBRYOGENESE
SOMATIQUE DANS LES RACINES ?

DUBOIS et al. (1990) ont montré que ce polymére pouvait étre considéré
comme un marqueur précoce de I'ES dans les feuilles de I'hybride '474'. Nous
avons donc essayé de déceler sa présence au cours des tous premiers jours de
l'induction des racines. D'autre parnt, de nombreux auteurs suggérent qu'il existe un
continuum MEC- membrane plasmique - cytosquelette (DUBOIS et al., 1992;
VERDUS et al., 1993; WYATT et CARPITA, 1993; REUZEAU et PONT-LEZICA,
1995). Ces éléments nous ont conduits a appliquer des traitements
physicochimiques altérant ce continuum. Les expériences sont effectuées sur des
fragments de racines mis en culture dans le milieu décrit dans I'Annexe 1 (il n'y a
pas de synchronisation de la premiére division chez ce type d'explant). Une
quarantaine de fragments sont utilisés pour le dénombrement des CE. La callose
est mise en évidence par le fluorochrome bleu d'aniline (Annexe 16). La moyenne
du nombre de CE obtenue est alors ramenée pour un centimétre de racine.

L'observation de racines non induites ne permet pas la détection de ce
polymere (Pl. 16A). Il est néanmoins présent lorsque les racines sont
mécaniquement stimulées auquel cas, la callose est dite callose traumatique. Elle
peut apparaitre au niveau des plasmodesmes (Pl. 16B). Ce polymére glycanique
est normalement présent au niveau de la plaque cellulaire; il est d'ailleurs détecté
dans un apex racinaire (Pl. 16C).
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Au 38Me jour de culture, de la callose est décelée dans les cellules sous
épidermiques. Plus tardivement (Js5), de rares cellules proches de la stéle montrent
une fluorescence caractéristique de la présence de callose. D'abord sous forme de
spots, la callose forme, par la suite, des plages qui s'étendent jusqu'a constituer
des zones tres fluorescentes de couleur jaune (Pl. 16D). Ce type de dépdt est
particulierement différent de la callose traumatique. Le nombre de cellules
présentant ces dépéts augmente au cours de la culture (Pl. 16E). Aucun dépét de
callose n'a été détecté dans les racines du cv. 'Flash’ (C. intybus non embryogéne)
cultivées dans les mémes conditions.

2.1 Influence du milieu et des conditions de culture

Dans un premier temps, les conditions optimales de propagation de
I'hybride par les racines ont été employées (35 °C, obscurité, agitation).
L'apparition de tres nombreux eS et le gonflement des cellules racinaires ont géné
le marquage de la callose. Aussi n‘avons-nous pas pu déterminer le nombre de
cellules réactives au bleu d'aniline. Ce paramétre a donc été recherché dans d'
autres conditions de culture facilitant I'observation et ou l'induction embryogéne est
retardée. Deux températures ont été testées, 22 °C ou 35 °C, ainsi que deux
compositions de milieux de culture décrites dans les Annexes 1 et 2. Les cultures
ont été placées, soit sur un agitateur orbital, soit sur une étagére de la salle de
culture (statique). Toutes les expériences sont menées a l'obscurité.

Compte tenu que nous ne pouvions pas utiliser la condition optimale pour
I'obtention des eS racinaires, nous avons employé la condition suivante: 35°C-
statique- milieu d'induction (composition Annexe 1) parmi les conditions de culture
restantes (Fig.28A). La condition la plus défavorable est : 22 °C- statique- milieu
modifié de Heller (décrit dans I'Annexe 2) (Fig. 28B). D'autre part, le nombre de
fragments racinaires contenant de telles cellules varie en fonction du milieu de
culture :

- milieu d'induction embryogéne (Annexe 1) : 60 % des fragments présentent

des cellules callosiques,

- milieu modifié de Heller (Annexe 2) : 40 % de réponse.
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Figure 28: Evolution du nombre de CE présentant de la callose au cours d'une
culture de racines de I'hybride "474" dans différents milieux. Effets de la
température et du mode de culture. Nombre moyen * écart type (40 fragments).
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B: Culture des racines dans le milieu d'induction (Annexe 1).
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Les tests de Student, effectués a Jg, montrent que, quel que soit le milieu, la
température et les conditions de culture influencent, d'une fagon trés significative,
la production de CE callosiques (Tableau 11):

conditions 22 °C 22 °C
comparées _ agitation | statique
22°C - agitation [ *** (26,1)
statique *** (26,1)
35 °C statique *** (4,68) *** (12,58)

Tableau 11: Degré de signification du test de Student effectués sur le nombre de
CE présentant de la callose dans des fragments racinaires cultivés 5 jours dans le
milieu d'induction. Les valeurs calculées sont entre parenthéses. ***: hautement
significatif (P<0,01).

Compte-tenu de ces résultats, nous avons appliqué des conditions de
culture les plus proches de celles qui sont optimales, a savoir: 35 °C- milieu
d'induction- statique. En effet, le fait d'agiter les cultures est trés favorable a I'ES,
mais perturbe l'analyse quantitative des CE présentant de la callose.

2.2 Relation callose-cytosquelette

Des traitements sont réalisés aux 4éMe et 58Me jour de culture de racines
de I'hybride '474'. Ceux-ci sont spécifiques de la nature biochimique des éléments
étudiés. Ainsi, le mélange éther-méthanol détruit une partie des lipides de la MEC.
La composante protéique et cellulosique du continuum MEC- membrane
plasmique - cytosquelette peut étre partiellement détruite par 'action d'enzymes.
L'action de la température agit plus particulierement sur la composante
cytosquelettique (dépolymérisation des Mts).

Les traitements comportant une mise en contact des fragments induits avec
la mélange éther-méthanol (1/1, viv; 15 ou 40 minutes), une digestion des
composés pectiques par la Caylase M2 (1 mg.ml-1, 30 °C , 3 h), ainsi que I'emploi
de la Pronase E (1mg.ml-1 dans Tris-HCI 0.05 M pH = 7,2; 30 °C, 3 h), ont été
néfastes a la détection des CE callosiques racinaires. En effet, aucun dép6t de
callose n'a été décelé dans ces fragments traités.
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La séquence de température a donné des résultats repris dans le Tableau

12:
0 °C -6 h 0°C-6h 35°C-9h} témoin: 35 °C
% nb CE % nb CE % nb CE
fragments fragments fragments
4eme jour 15 1,5 30 4,7 40 5,3
5éme jour 0 0 4 3,2 40 7,2

Tableau 12: Influence de la température sur la détection de cellules
embryogénes comportant une couche callosique (mise en évidence par le bleu
d'aniline). Le pourcentatge de fragments racinaires contenant de telles cellules est
donné, ainsi que nombre moyen de CE callosiques (sur 40 fragments). Les
échantillons sont cultivés de fagon statique dans le milieu d'induction.

Le nombre de fragments racinaires contenant des CE callosiques, aprées
remise des explants a 35 °C, est supérieur a celui obtenu dans la condition 0 °C-
6h. Le changement de température favorise donc une nouvelle synthése de
callose autour des CE. En effet, le nombre de CE (moyenne sur 40 fragments)
détectée n'est pas significativement différent de la condition témoin au 4Me jour
de culture. Toutefois, I'application d'une telle séquence thermique est plus active
quand elle se déroule au 5éme jour de culture. Ainsi, le nombre de fragments
racinaires induits et le nombre moyen de CE callosiques sont plus faibles que ceux
obtenus au 48Me jour de culture, et que ceux de la condition témoin.

2.3 Conclusions

La présence de callose lors d'un phénoméne embryogéne précoce est
confirmée dans les racines du Cichorium hybride '474' induites dans les
conditions suivantes: 35 °C-statique. Ce type de matériel présente I'avantage de
ne pas contenir de chlorophylle perturbant la détection de ce polymére en
fluorescence, et ce dernier peut ainsi étre directement décelé au sein du tissu
induit. L'obtention d'un grand nombre de CE nécessite la réunion de plusieurs
facteurs, notamment le type de milieu et la température, mais leur observation s'est
effectuée en modifiant légerement les conditions optimales.
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3. CONCLUSIONS

Bien qu'il y ait des changements cytologiques causés par l'induction
embryogéne, les glycoprotéines intratissulaires ne semblent pas spécifiques de
cette potentialité chez I'hybride '474'. En effet, le cv. 'Flash' posséde les mémes
groupes de glycoprotéines. Leur présence est affectée par I'addition d'inhibiteur de
la cytocinése, et plus particuliérement, par celle du vérapamil dont les effets se
concentrent sur les canaux calciques. Ainsi, le message de synthése pourrait étre
perturbé.

L'inhibition de la glycosylation des protéines altére le développement des
eS au dela du stade globulaire. Un effet toxique est observé pour les doses
élevées de TM, et semble persister, dans une moindre mesure, aprés I'élimination
des inhibiteurs, puisque le développement des plantules est ralenti. La présence
de protéines correctement glycosylées semblent donc nécessaires a I'eS.

Des changements pariétaux s'operent au cours de I'ES. En effet, la
présence de callose autour des CE, dans les racines induites, est confirmée. Cet
élément constitue bien un marqueur précoce intéressant (dés J3). Des traitements
affectant la constitution de la paroi (éther-méthanol, enzymes) et le cytosquelette
(froid) ont causé une diminution du nombre de CE comportant de la callose, ce qui
pourrait suggérer sa présence transitoire au sein de la MEC. La recherche d'autres
molécules (intégrines, protéines de type RGD, pseudo-vitronectine) pourraient
confirmer la présence d'un continuum MEC- membrane - cytosquelette et
constituer ainsi des marqueurs. Jusqu'a présent, nous n'avons pas pu déceler la
présence de pseudo-vitronectine ni d'intégrines (anticorps fournis par Sigma) sur
des coupes en cryostat de feuilles de I'hybride '474' bien qu'elles soient présentes
chez d'autres systémes végétaux (ZHU et al., 1993). D'autres essais devraient étre
envisages.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Réactivation cellulaire et compétence a I'embryogenése somatique

Les mécanismes inducteurs de I'ES chez Cichorium sont encore mal connus.
Ce travail nous a permis de déterminer quelques éléments cytologiques et
biochimiques corrélés a la réactivation cellulaire des cellules cibles. Cette
réactivation se caractérise par une augmentation de la taille du noyau et son
déplacement vers le centre de la cellule (BLERVACQ et al., 1995a). On note aussi
une forte augmentation du volume nucléolaire qui précéde les variations de la
synthése des protéines dans les feuilles cultivées en condition d'induction (HILBERT
et al., 1992; BOYER et al., 1993).

Les cellules cibles sont des cellules qui sont capables de se dédifférencier
puis de former un eS. L'aptitude a recevoir un signal mitogéne et a lui répondre a été
étudié chez des protoplastes de Petunia par l'analyse de I'expression du géne cdc2+
(cycline) (BERGOUNIOUX et al., 1992). NUTI-RONCHI et al. (1992a, 1992b, 1993),
GIORGETTI et al. (1995) et NUTI-RONCHI (1995) qui montrent que des cellules
embryogeéenes présentes dans une suspension cellulaire de carotte passent par une
phase transitoire haploide: c'est le phénoméne de méiose somatique. Cette
hypothése ne semble pas genéralisable chez la Chicorée. En effet, une bande
préprophasique a été mise en évidence au cours de la phase G2, et son absence au
cours de la méiose a été décrite (BROWN et LEMMON, 1991 a,b). De plus, des
analyses en cytométrie de flux n'ont pas décelé une population de cellules haploides
(RAMBAUD et al., 1995).

Bien que toutes les cellules somatiques du tissu foliaire de I'hybride '474'
pourraient théoriquement répondre au stimulus embryogéne, seules certaines d'entre
elles, dites compétentes, répondent. Chez Cichorium, les cellules péri-vasculaires
sont les premieres a montrer des changements cytologiques au cours de l'induction
embryogene. GUZZO et al. (1994, 1995) ont remarqué que les cellules capables de
former des masses pro-embryogénes dans les plantules de Daucus carota sont
celles situées prés des faisceaux vasculaires. Ceratins auteurs pensent que les
signaux hormonaux permettent aux cellules d'acquérir cette potentialité embryogene
(De VRIES et al., 1988; GUZZO et al., 1994, 1995). D'autres suggérent I'existence
de cellules embryogénes prédéterminées (= compétentes) qui utilisent ces signaux
pour entrer en mitose (MAHESWARAN et WILLIAMS, 1986; ALIZADEH et
MANTELL, 1991). Les modifications cytologiques que nous avons décrites, et qui
concernent le noyau, le cytoquelette, I'état du vacuome, la paroi..., s'inscrivent dans
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la phase de réactivation celiulaire qui précéde la premiére mitose conduisant a la
formation des eS. Mais, nous n'avons pas pu déterminer de marqueurs prédictifs
susceptibles de repérer les cellules compétentes avant de telles modifications
cytologiques.

Synchronisation de la premiére division des cellules embryogenes

Une fois la réactivation cellulaire achevée, ces cellules progressent dans le
programme embryonnaire. De JONG et al. (1993) définissent une CE comme une
cellule n'ayant plus besoin d'autres stimuli extérieurs pour continuer le programme
enclenché. Nous avons mis en place une séquence de culture permettant de
synchroniser la premiére division des CE dans les feuilles du Cichorium hybride
'474' (ROBATCHE-CLAIVE et al., 1992). Ce systéme est favorable a toute étude
moléculaire des phénomeénes précoces de I'ES c'est a dire avant la premiére division
embryogéne. |l permet, en outre, d'observer des changements cytologiques et
moléculaires prémitotiques. L'observation cytologique de la surface nucléaire a Js ou
J5.1 montre que peu de noyaux de CE présentent une chromatine en cours de
compaction (nucléofilaments). Cette surface apparait uniformément colorée par la
safranine et les nucléoles sont présents.

Nous avons confirmé la présence précoce de callose au niveau des CE
racinaires de Cichorium. Sa présence est surtour observée lors des phases
gamétophytiques. Chez Cytinus hypocystis (CARAFA et PIZZOLONGO, 1990), ce
polymere est mis en évidence autour des megasporocytes mais il disparait avant la
division équationnelle. Les microspores présentent ausssi de la callose jusqu'au
stade tétrade au niveau des parois nouvellement formées. Elle n'est plus visible
aprés la fécondation et I'entrée du tube pollinique dans le sac embryonnaire. Ces
auteurs suggeérent que la callose pourrait jouer le réle d'un filtre permettant une
régulation de la zone gamétophytique et de I'orientation chemiotropique du tube
pollinique. Sa présence entre les deux premiéres cellules de I'embryon zygotique
pourrait découler de la nécessité d'une mise en place d'une barriére de régulation
des flux de macromoiécules. SINGH et PAOLILLO (1990) ont montré que le dépdt
de callose au niveau des papilles stigmatiques chez Brassica était un phénomene
Cat+-dépendant. LUCAS et al. (1993) et SANTIAGO et GOODWIN (1988)
suggérent que la synchronisation des cellules de I'apex de Silene implique une
réduction de la continuité symplastique. De plus, un dép6t de matériaux
osmiophiliques a été observé au niveau des plasmodesmes lors de la
spermatogenése chez Chara (KWIATKOWSKA et MASZEWSKI, 1986;

146



- Discussion et Conclusions -

KWIATKOWSKA, 1988). On peut donc proposer que sa présence transitoire au
cours de I'ES chez Cichorium permet un "isolement” des cellules compétentes des
corrélations (hormonales, symplastiques) issues des cellules voisines. Cet état serait
ainsi favorable a une "reprogrammation” des séquences géniques impliquées au
cours de étapes précoces de I'ES.

L'observation cytologique des cellules pendant la phase d'induction des
cultures montre que le glycérol bloque le processus embryogéne avant l'entrée en
mitose. Les transfert des explants dans un milieu dépourvu de glycérol, phase
d'expression, conduit a la synchronisation de la premiére division (ROBATCHE-
CLAIVE et al., 1992). L'explication de ce blocage, au niveau moléculaire est moins
aisée. De nombreux auteurs ont mis en évidence des points de contréle du cycle
cellulaire: point de départ (START), point d'initiation mitotique (G2-> mitose) (JOHN
et al., 1993), point de contrdle du passage métaphase->anaphase (CAMPBELL et
GORBSKY, 1995). L'étude des ARNm d'histones de cellules synchronisées BY-2 de
tabac ont montré qu'il y a une corrélation de leur taux avec la progression des
cellules dans le cycle cellulaire (REICHHELD et al., 1995). Nous disposons d'un
systéme tissulaire ou les premiéres divisions embryogénes sont synchronisées. De
telles études moléculaires pourraient étre envisagées tant au niveau des ARNs (par
Northern blot) qu'au niveau de coupes de tissus. Cependant, la faible proportion de
cellules compétentes (environ 1 a 2 %) limite la possibilité d'investigation.

La diminution de la teneur en glycérol lors de la phase d'induction (Jo a Js), et
l'inefficacité des solutions isomolaires de mannitol et de saccharose, semblerait
indiquer que le glycérol n'agit pas uniquement comme un osmoticum (ROBATCHE-
CLAIVE et al.,, 1992). Il a été récemment montré que cet élément pénétre dans les
feuilles, et qu'il est métabolisé dans les fractions glucidiques et lipidiques (LABIS et
COUILLEROT, communication personnelle). L'entrée de glycérol dans les feuilles du
Cichorium '474' pourrait étre la cause d'une complexation réversible avec les
tubulines (ZABRECKY et COLE, 1979; CAPLOW et SHANKS, 1987), et donc
retarder I'entrée en mitose des CE en perturbant la réorganisation du cytosquelette.
Si la phase d'induction est caractérisée par la réactivation de CE, a I'exclusion de
toute mitose, la phase d'expression comporte a la fois des divisions de CE (leur
premiére division étant synchrone), et la réactivation de nouvelles celiules.
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Préparation a I'entrée en mitose et synthése des protéines du cytosquelette

La premiére phase de culture des feuilles en présence de glycérol constitue
une étape de préparation a la mitose. Des signes cytologiques comme la migration
pré-mitotique du noyau réactivé et la formation d'un phragmosome ont d‘ailleurs été
observées. En effet, ces éléments s'intégrent dans le cycle cellulaire (VENVERLOO
et LIBBENGA, 1987; FLANDERS et al., 1990; DUDITS et al., 1991). D'un point de
vue biochimique, une augmentation des protéines est observée, notamment pour la
B tubuline, dés 48 h de culture. Aprés 96 h, ce taux chute. A ce stade de Ia culture,
ces fluctuations ne sont pas décelées chez des chicorées non embryogénes (C.
intybus cv. '206' et cv. 'Flash'). De telles variations ont déja été décrites lors de la
culture de cellules mésophylliennes de Zinnia (FUKUDA, 1987). Cet auteur a
observé simultanément une dégradation des tubulines (par rétro-contréle) et une
synthése (ARNSs) particuliérement active. Nos résultats suggérent que l'auto-
régulation ne fonctionne pas comme un mécanisme clé pour la régulation des taux
de tubuline lors de l'induction embryogéne. Ceci a déja été observé par FUKUDA
(1987).

La phase de plateau des taux de tubuline entre Jo et J4 pourrait correspondre
au temps nécessaire pour que les cellules compétentes-passent du point de départ
au point d'initiation mitotique. En Jg4, de nombreuses cellules seraient en fin
d'interphase (fin G2). L'observation cytologique nous a permis de constater la
migration prémitotique du noyau réactivé au cours des 3 premiers jours de culture ou
un maximum de CE apparaissent (ROBATCHE-CLAIVE et al., 1992). L'analyse de la
quantité d'actine pendant cette période montre qu'il y a une augmentation puis une
stabilisation aprés J3. Ces résultats confirment le réle de ces molécules dans la
migration du noyau, la formation du phragmosome et lors de la réorganisation du
cytosquelette. En effet, des études précédentes en microscopie a fluorescence ont
montré que le phragmosome contenait des Mts et des Mfs (TRAAS et al., 1987;
KATSUTA et SHIBAOKA, 1988; LLOYD et TRAAS, 1988; FLANDERS et al., 1990;
MINEYUKI et GUNNING, 1990).

Si I'on observe indépendamment les courbes d'évolution quantitative d'o. et B
tubuline, un écart est constamment marqué entre ces taux. Il est aussi présent lors
de la comparaison des tubulines des chicorées non embryogénes ou méme chez
I'embryon somatique 4gé de 3 semaines. Plusieurs hypothéses peuvent étre
avancées pour expliquer cette différence. Il peut y avoir une différence de sensibilité
des anticorps monoclonaux utilisés contre les deux isoformes de tubuline. Cette
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différence est plus importante lorsque les feuilles sont cultivées en présence
d'inhibiteurs (caféine, vérapamil). Elle est pourtant incompatible avec les données
d'enzymologie (BORKIRD et SUNG, 1985; PANTALONI, 1989; AMOS et AMOS,
1991). FUKUDA et IWATA (1986) ont aussi observé un écart entre les quantités d'a
et de B tubuline chez Catharanthus (respectivement 19 ug.eq et 13 pg.eq) et chez
Mougeotia (11 pg.eq et 5 pug.eq).

Dans le cas ou cette difféerence ne serait pas liée a la méthode d'analyse, on
peut penser a une éventuelle compensation avec une autre protéine
cytosquelettique. Nous observons une moins grande quantité d'a tubuline
comparativement a la B tubuline pendant la phase d'induction. Or, il est possible que
l'une des deux isoformes subisse des modifications post-traductionnelles de type
acétylation ou tyrosination conduisant a une reconnaissance limitée de l'anticorps
monoclonal. De tels changements sont d'ailleurs souvent associés a l'isoforme o et
interviennent dans les processus de stabilité des réseaux microtubulaires (DAWSON
et LLOYD, 1984; GUNDERSEN et al., 1984, 1987; KERR et CARTER, 1988;
ASTROM, 1992). Il serait particuliérement intéressant de rechercher de telles formes
de tubulines dans nos extraits foliaires. En effet, HOFFMAN et VAUGHN (1995) ont
montré que la présence de tubuline acétylée est liée & un réseau stable
caractéristique d'un stade de développement précis chez Ceratopteris richardii. Les
formes tyrosinées sont retrouvées dans les réseaux dynamiques.

Nous avons aussi recherché si ces variations pouvaient résulter de la
technique de localisation et de quantification de ces protéines. Pour cela nous avons
testé des anticorps monoclonaux commerciaux provenant de deux fournisseurs
(Sigma et Amersham). Les substrats de la phosphatase alcaline couplée a I'anticorps
secondaire ont été changés (NBT+BCIP, ou AMPPD) ainsi que le support
d'électrotransfert (membrane de nitrocellulose ou PVDF). En dehors de I'application
pratique de ces éléments, un écart a toujours été observé entre les deux isoformes
de tubulines. D'autres méthodes de quantification des tubulines ont été
précédemment décrites: la plus courante consiste a révéler la présence des
tubulines par des molécules comme liode (FUKUDA et IWATA, 1986) ou le soufre
(FUKUDA, 1989) apres autoradiographie. La densitométrie aprés une révélation
péroxydasique a été également utilisée (OKAMURA et al., 1993). |l serait intéressant
de confirmer nos résultats par I'une ou l'autre de ces méthodes.

On peut remarquer que trés peu de tubulines et d'actine sont détectées a Jo,
alors que l'induction embryogéne entraine une augmentation de leurs synthéses.
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Notre matériel végétal est constitué de feuilles prélevées sur des vitroplants agés de
6 a 8 semaines dans lesquels les mitoses sont sans doute trés rares. JUNG et al.
(1993) et HELLMANN et al. (1995) ont d'ailleurs observé une diminution de la
quantité de tubuline au cours du développement des feuilles de mono- (Triticum et
Hordeum) et de dicotylédones (Nicotiana). On peut donc penser qu'une (ré)activation
des génes concernés et de leurs transcription ne s'opére que dans les cellules
compétentes, lors de l'induction.

En supposant qu'il y ait un léger décalage entre la transcription des ARNs o
tubuline et la synthése des protéines, et qu'il existe des variations expérimentales, on
s'apergoit que l'augmentation réguliere des taux d'’ARNs entre Jg et Jo se refléte
dans l'obtention du plateau du taux protéique. La chute des taux d'ARNs qui
s'amorce a J3 et se poursuit & J4 impliquerait une chute de ce taux, ce qui ne se
vérifie pas. Il semble que le stock cytoplasmique d'a tubuline demeure constant et
qu'il n'y ait pas de dégradation issue de la régulation en boucle. Aussi peut-on
émettre les hypothéses suivantes: soit I'a tubuline, en tant que monomeére, n'est pas
dégradée, soit les ARNs a tubuline cytoplasmiques sont plus stables et la traduction
se poursuit. Un phénoméne comparable a d'ailleurs été décrit par CLEVELAND et
THEODORAKIS (1994). Compte-tenu des analyses cytologiques effectuées et des
évenements nucléaires liés a la mitose, on peut suggérer que la chute de la
transcription est sans doute due a la disparition du nucléole (normalement en
prophase) ou d'une diminution de l'activité transcriptionnelle. Cette diminution est
caractéristique de l'état de différenciation d'une cellule alors qu'une augmentation de
I'activité nucléolaire est associée avec la phase G2 (CERDIDO et MEDINA, 1995;
HELLMANN et al., 1995). L'étude approfondie des variations des ARNs o et B
tubuline permettrait de détecter rapidement les premiers réarrangements
microtubulaires liés a l'induction embryogéne. Comme JUNG et al. (1993) le
proposent, ces modifications s'opérant au niveau des Mts peuvent constituer des
marqueurs potentiels de la capacité a la (dé)différenciation de certaines cellules,
bien que l'organogenése et la différenciation peuvent étre établies sans
réarrangement spécifique du cytosquelette (TRAAS et al., 1995).

L'étude de I'enclenchement des mitoses chez les végétaux pourrait aussi
s'inscrire dans l'optique d'une comparaison avec l'animal. Un systeme commun de
régulation composé de la protéine kinase p34¢dc2 et de nombreuses cyclines a été
observé chez les Levures, le Xenope et les oeufs d'Oursin. Le complexe p34-cycline
est un composant du facteur de promotion de la maturation qui régule ce cycle. Les
formes actives ou inactives de ces protéines sont gouvernées par le degré de
phosphorylation/déphosphorylation (COLEMAN et DUNPHY, 1994) méme chez les
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plantes (NURSE, 1990; JOHN et al., 1991). Le plus souvent, en vitroculture, les
milieux contiennent des hormones notamment de type auxine ou cytokinine.
Récemment, KATO et al. (1991 et 1993) ont montré que le taux de division des
cellules de coléoptiles de mais et d'épicotyles de Vigna augmentait par I'addition du
facteur épidermique de croissance animale, dont les réles variés sont souvent
associés a une autophosphorylation (CARPENTER, 1993). L'étude de I'activité de
phosphorylation des kinases lors de l'induction embryogéne n’a pas été encore
abordée, mais ceci pourrait constituer un marqueur de la phase G2 des cellules
compétentes (MURRAY, 1994; YOUNG et al., 1994). De plus, les cyclines sont
impliquées dans les transitions G1-S et S-G2 ou de nombreuses phosphorylations
s'operent (TRAAS et al., 1992; ZHANG et al., 1992; JOHN et al., 1993; HEMERLY et
al., 1993; DOERNER, 1994; O'CONNELL et NURSE, 1994; FRANCIS et HALFORD,
1995). Dans cette phase précoce, les CR pourraient étre décelées sur coupes par
hybridation in situ au moyen de sondes cyclines ou de sonde de protéines de
contréle du cycle cellulaire comme la p34Cdc2 (séquence conservée PSTAIR).
MURRAY (1989), et MURRAY et KIRSCHNER (1989) ont déja montré qu'elle
régulait le cycle cellulaire embryonnaire chez I'animal, et que sa synthese était
suffisante pour induire les changements cytologiques et biochimiques caratéristiques
de la mitose. De plus, son action peut étre inhibée de fagon réversible par la
mimosine (PERENNES et al., 1993). La kinase p34¢dc2 phosphoryle différents
substrats comme les histones H1, H3, les nucléolines, les lamines. La recherche de
protéines mitogénes de type kinase serait aussi intéressante, puisqu'elles régissent
les signaux intracellulaires de phosphorylation en les transmettant de I'extérieur aux
cibles cellulaires (PETER et al., 1992).

Caractérisation de la premiére division embryogéne

Les divisions embryogénes sont rarement étudiées dans les tissus mais de
nombreux résultats ont été obtenus dans des systémes cellulaires tels que des
microspores ou la premiére division peut étre symétrique comme chez Zea mays
(PRETOVA et al., 1993), Brassica (BINAROVA et al., 1993) ou encore Nicotiana
(ZONIA et TUPY, 1995). Etant donné la difficulté d'atteindre les CE prés des
vaisseaux en immunocytologie, la technique d'OUD et NANNINGA (1992) a été
appliquée dans un premier temps afin de suivre le déroulement de la division du
noyau par son marquage au Hoechst. Nous avons pu montrer que la premiere
division des CE périvasculaires est symétrique et que son plan est anticline par
rapport aux éléments conducteurs les plus proches. La symétrie est jugée ici sur la
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position de la nouvelle paroi engendrée par celle du phragmoplaste, le fuseau
microtubulaire étant symétrique quel que soit le type de division.

Embryogenése
zygotique

] Fucus
BROWNLEE et
BERGER, 1995
Embryogenése
zygotique
Arabidopsis
BROWNLEE et

BERGER, 1995
ellule supérieure  Embryogenése
zygotique
cellule inférieure Mousse
Embryogenése
zygotique
Fougeres

IS\>’

N
w

<D

Embryogenése somatique
directe

OBg © ¢

Marsilea vestita
@

Feuille de Dactylis glomerata
TRIGIANO et al., 1989

EE

proembryon

-n

Embryogenése somatique
directe

scutellum d' Oryza sativa
JONES et ROST, 1989

pseudo-suspenseur

Embryogenése somatique
] ' t

Feuille de Cichorium'474'
|

@@

o

Figure 29: Représentation schématique des modes de divsions dans différents
systémes embryogénes (zygotique A a D, somatique E a G).
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Cette premiére division symétrique est peu courante. Dans les systémes
d'embryogenése zygotique, la premiére division est souvent asymétrique (Fig. 29 A a
C) sauf dans certaines fougéres (Fig. 29 D). L'asymétrie du premier plan de division
peu étre le reflet d'une répartition inégale du cytoplasme et de ses organites. Par
contre, une symeétrie est plus souvent observée au cours de I'ES directe. Dans
certains cas, les eS sont munis d'un pseudo-suspenseur issu de plans de division
variables comme chez le Dactylis (suspenseur multisérié, Fig. 29 E), ou d'une
asymétrie qui apparait apres cette premiére mitose comme c'est le cas chez des €S
d'Oryza (Fig. 29 F). L'originalité de notre modeéle réside dans l'origine unicellulaire
des eS qui ne présentent pas de suspenseur, et dont le plan de la premiére division
est, dans la majorité des cas, équatorial. Une étude en microscopie électronique a
transmission nous permettrait de connaitre la répartition des organites dans le
cytoplasme des CE de Cichorium .

Les travaux concernant la localisation du futur site de division s'effectuent
généralement par I'immunolocalisation de la BPP autour des celllules en G2. En
effet, il a été établi qu'elle permettait de situer le futur plan de division (SEAGULL,
1989; MINEYUKI et GUNNING, 1990; STAIGER et LLOYD, 1991) et que la
formation de la BPP est liée au cycle nucléaire (GUNNING et SAMMUT, 1990;
MIZUTANI et al., 1993; LAMBERT et LLOYD, 1994). Nous n'avons pas observé la
présence d'une BPP dans le tissu foliaire diploide cultivé.en présence de glycérol. Or
cet osmoticum est connu pour déstabiliser le cytosquelette en se complexant avec
les tubulines (ZABRECKY et COLE, 1979). Dans une nouvelle série d'expériences,
nous avons éliminé le glycérol et utilisé un clone tétraploide de I'hybride '474' dont
les cellules du mésophylle sont nettement plus grandes que celles du clone diploide
initialement employé dans notre travail. Une BPP équatoriale est formée dans les CE
(RAMBAUD et al., 1995). Une connexion a été observée entre les MTsPN et le
cortex cellulaire en fin de préprophase et aprés la cytocinése. Cette association avait
déja été remarquée par différents auteurs dans les cellules se préparant a la mitose
(PALEVITZ, 1991; LAMBERT et al.,, 1991; PANTERIS et al., 1991; STAIGER et
LLOYD, 1991, WICK, 1991; LAMBERT et LLOYD, 1994). Du matériel périnucléaire a
été freiquemment observé autour des noyaux préprophasiques. Ceci pourrait étre lié
a l'ancrage des Mts cytoplasmiques a l'enveloppe nucléaire (LAMBERT, 1993;
SCHMIT et al.,, 1994; STOPPIN et al., 1994). D'ailleurs l'injection de tubuline
exogene a permis de montrer son incorporation a ce niveau (VANTARD et al., 1990;
ZHANG et al., 1990).

Des configurations particulieres de BPP ont été remarquées dans de rares
CE. Ainsi, des BPPs bifides (souvent en forme de Y) apparaissent comme cela a
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déja été noté dans des cellules racinaires de Vigna traitées par de la colchicine
(GALATIS et APOSTOLAKOS, 1991). De trés rares BPP doubles (2 anneaux
paralléles) ont été observées comme c'est le cas dans les cellules racinaires
d'oignon (GUNNING et WICK, 1985). Parfois, la BPP est décalée par rapport a la
position du noyau mais la distance reste faible au regard de celle engendrée par une
centrifugation du protonéma d'Adiantum (MURATA et WADA, 1989 et 1991). Il
semble difficile de penser que cette derniére forme de BPP soit liée au mode de
culture (agitation orbitale) ou a l'obtention d'une couche de cellules (par dilacération).
En effet, des BPPs normales sont présentes, et il est difficile de rompre les
connexions noyau-BPP au cours de la préprophase alors qu'il semble plus aisé de le
faire a un autre stade de la mitose (GUNNING et WICK, 1985). La présence d'une
BPP au cours des premiers stades de I'ES chez Cichorium, pourrait nous conduire a
tenter de définir un potentiel embryogéne (capacité de mise en place d'un
programme morphogéne ordonné) au moyen d'un index de BPP comme I'ont défini
GORST et al. (1986). En effet, un index élevé est corrélé au potentiel embryogéne
de suspensions cellulaires de carotte (GORST et al., 1986) et de Picea mariana
(TAUTORUS et al., 1992). Pour cela, il faudrait pouvoir travailler sur un autre type de
matériel que des tissus foliaires comme des protoplastes ou des suspensions
embryogénes. SIDIKOU-SEYNI et al. (1992) ont démontré que les protoplastes
foliaires du Cichorium hybride '474' conservent la potentialité embryogéne des
cellules mésophylliennes, mais la formation des eS est indirecte, ce qui limite l'intérét
du modéle pour I'étude envisagée.

A notre connaissance aucun auteur n'a étudié les effets de la caféine lors du
processus d'induction embryogéne et des divisions embryonnaires. Nos résultats
montrent que la caféine affecte les modalités d'expression de I'embryogenése d'une
fagon quantitative car peu d'eS sont dénombrés a J54+3, et d'une fagon qualitative
puisque des structures coenocytiques apparaissent et peuvent persister méme apres
I'élimination de cet inhibiteur. Ces phénoménes peuvent étre reliés au processus
embryogéne du fait que seules les cellules compétentes sont susceptibles d'entrer
en division dans les conditions de culture retenues (ROBATCHE-CLAIVE et al.,
1992; DECOUT et al., 1994).

Une des premieres observations cytologiques concerne l'immobilité du noyau
qui reste proche du plasmalemme. Or la migration nucléaire prémitotique est un
prérequis lors d'une mitose (DUDITS et al.,, 1991; LLOYD, 1991). De plus,
VENVERLOO et LIBBENGA (1987) ont clairement démontré la nécessité des liens
cytoplasmiques transvacuolaires dans le positionnement du noyau, et du
phragmosome dans la formation de la future plaque cellulaire. Le cytosquelette, qui
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est impliqué dans cette migration, serait donc affecté par la présence de caféine
(LLOYD, 1991; STAIGER et LLOYD, 1991).

La présence de la caféine n'empéche pas la caryocinése. De nombreux
nucléofilaments sont observés a la surface des CR et des CE. Ceci a déja été
observé dans les cellules animales ou la présence de caféine induit une
condensation précoce des chromosomes (SCHLEGEL et PARDEE, 1986). Chez
Cichorium, une multinucléation a été frequemment observée ainsi qu'une fusion des
chromatines ou d'enveloppes nucléaires. Cette derniére a déja été remarquée par
PAUL et GOFF (1973) dans les cellules racinaires d'oignon traitées par la caféine
ainsi que par PICKETT-HEAPS (1969). Plus récemment, MURATA et WADA
(1993b) ont observé que cet agent cause une fusion des chromosomes en
prémétaphase. Une augmentation significative des quantités de B tubuline et d'actine
dés 48 h de traitement a été détectée (BLERVACQ et al., 1995b). Il y aurait donc, en
amont, une modification de la stabilité des ARNs qui ne seraient plus autorégulés par
le taux de protéines monomeériques du cytoplasme. Un tel phénoméne existe lors de
l'utilisation de la cytochalasine B (McCURDY et al., 1991), de la colchicine ou de
l'oryzaline (STARGELL et al., 1992). Ces derniers soulignent que seul le taux d'a
tubuline augmente en leur présence chez Tetrahymena thermophila.

Mode de division du proembryon

Lors de I'ES deCichorium, il n'y a pas de formation d'un pseudo-suspenseur,
et le proembryon ne semble pas présenter de polarité. |l faudrait attendre la
différenciation des cellules dites cellules initiales du méristéeme racinaire; leur
localisation chez 'embryon somatique globulaire marquerait le futur pdle racinaire et
donc une polarité. Cette derniére pourrait étre mise en évidence sur des coupes
semi-fines (résine de méthacrylate hydrophobe) en observant la disposition des Mts
de cellules méristématiques ou en cours de croissance (A.M. LAMBERT et A.C.
SCHMIT, communication personnelle). Les premiers essais effectués sur I'hybride
diploide se sont révélés infructueux. Il serait intéressant de réaliser ces coupes sur
des feuilles du clone tétraploide. Le mode de division du.proembryon de Cichorium
'474' semble suivre des diagrammes déterminés. Ainsi, aprés quelques divisions
unidirectionnelles, d’ou résultent une file d’au moins 4 cellules, 'embryon croit en
épaisseur en commengant par I'une de ses extrémités en effectuant des divisions
périclines.
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La présence séquentielle de caféine dans le milieu de culture provoque
I'apparition d'eS chimériques constitués de cellules embryonnaires multinucléées et
de cellules ne possédant qu'un seul noyau (BLERVACQ et al., 1995b). 1l y a donc
une altération de la formation de la plaque cellulaire. Or celle-ci est guidée par
I'expansion centrifuge du phragmoplaste. MURATA et WADA (1993 a,b) ont obtenu
des cellules chimériques d'Adiantum par I'addition de caféine; I'é¢tude du réseau
microtubulaire de telles cellules montre que le phragmoplaste est ramifié causant la
formation de cellules uninucléées et de cellules multinucléées.

Nos résultats indiquent que le moment ou la caféine est ajoutée est une
période critique dans l'obtention d'une plaque cellulaire normale. La caféine pourrait
aussi avoir un effet toxique quand elle est ajoutée pendant une longue période. Dans
les travaux précédents, le temps de contact des explants avec l'inhibiteur n'excede
pas 1,5 a 4 heures (HEPLER et BONSIGNORE, 1990; ENCINA et BECERRA, 1986;
BECERRA et ENCINA, 1987), et BONSIGNORE et HEPLER (1985) ont remarqué
que cet agent est particuliérement efficace sur les cellules en division et sur la
cytocinése. Nous devons aussi considérer le fait que la caféine pourrait s'accumuler
dans les tissus foliaires comme cela a été montré par SMYTH (1992) chez le riz.
D'autre part, nous avons pu confirmer les effets de la caféine sur la cytocinése lors
des divisions embryogénes et embryonnaires. Méme si la caryocinése et la
cytocinése sont deux processus distincts, leurs fonctionnements s'influencent
mutueliement (WICK, 1991).

Le contréle de la formation de la plaque cellulaire est aussi sous le contrdle de
la concentration en calcium (BATTEY et BLACKBOURN, 1995). On pense que la
caféine interfére avec 'homéostase calcique qui est essentielle dans cette formation.
De plus elle pourrait agir sur le stockage du Ca2+ dans le reticulum (HEPLER et al.,
1990). Mais le mode d'action de la caféine reste toutefois obscur notamment dans la
séquence exacte des évenements du processus d'inhibition. La caféine agirait en fait
sur le phénomeéne Ca2+-dépendant de la fusion des vésicules, ce qui implique aussi
le cytosquelette (BONSIGNORE et HEPLER, 1985; HEPLER et BONSIGNORE,
1990; BATTEY et BLACKBOURNE, 1995). La libération du Ca2+ intracellulaire
(HEPLER et BONSIGNORE, 1990) n'a pourtant pas été observée par KEIFER et al.
(1992) et WILLIAMSON et ASHLEY (1992). De nombreuses études ont montré
l'importance du calcium dans les phénoménes embryogénes animaux (PATEL et al,,
1989; TOMBES et al., 1992) ou végétaux, notamment chez Cichorium (DUMINY et
al., 1993). Ces derniers travaux nous ont conduit a utiliser la caféine et a en
déterminer les effets sur les mitoses embryonnaires. D'autres agents, telles que les
cytochalasines, pourraient étre testés du fait de leur action spécifique sur les Mfs

156



- Discussion et Conclusions -

dont l'importance, lors de la migration nucléaire prémitotique, est considérable. Le
vérapamil (inhibiteur des canaux calciques) utilisé a 100 uM induit une diminution du
nombre d'eS.mm-2 dont le développement est perturbé (DUMINY, 1993). Nous
avons observé que ce composé modifie les courbes d'évolution quantitative des
tubulines et de l'actine. Or, le blocage des canaux calciques ne permet pas le
maintien des gradients calciques nécessaires au développement des eS de carotte
(OVERVOORDE et GRIMES, 1994). WACKER et SCHNEPF (1990) ont montré que
le transport polarisé des vésicules par les Mfs était perturbé mais que les Mts
n'étaient pas affectés chez Funaria hygrometrica. Comme pour la caféine, les effets
du vérapamil ont été trés peu décrits lors de I'ES. Par contre, on sait que ces deux
composés interviennent sur les processus Ca2+-dépendants tels que la cytocinése
ou la transmission des signaux inducteurs (BIEN et al., 1993). Nos travaux apportent
donc quelques indications concernant leurs effets sur I'ES. On peut noter que le
vérapamil existe sous une forme médicamenteuse (lsoptine) utilisée comme B
bloquant (hypotenseur); aucun effet tératogéne n'est indiqué chez le foetus humain.

Les glycoprotéines et la MEC

Peu de différences ont été obtenues dans les diagrammes des glycoprotéines
intratissulaires au cours de l'induction embryogéne des-feuilles du Cichorium '474'.
Ceci a déja été observé par DOMON et al. (1994) chez des lignées embryogénes de
Pinus caribea. Des fluctuations sont pourtant décelées au niveau extracellulaire
(NEUENSCHWANDER et al.,, 1994; DOMON et al.,, 1995). L'analyse des
glycoprotéines extracellulaires au cours de I'ES chez Cichorium pourrait étre
envisagée. La présence d'inhibiteurs de glycosylation (TM, dNM) conduit a des
résultats mitigés puisque des eS peuvent étre induits. La perturbation de leur
développement pourrait s'expliquer par une modification de la syntheése de certains
constituants de la MEC.

DAVIES et al. (1993) et STANKOVIC et al. (1993) ont montré une relation
étroite entre la membrane, le cytosquelette et les polysomes. |l serait donc
intéressant de poursuivre des recherches concernant des protéines établissant un
pont entre le cytosquelette et la MEC afin de mieux caractériser le continuum
cytosquelette-membrane plasmique-MEC. Ce continuum comprend de nombreuses
protéines comme des intégrines, des molécules d'adhésion (pseudo- vitronectine et
pseudo-fibronectine), la ponticuline, des protéines de type RGD... (SCHINDLER et
al.,, 1989; WYATT et CARPITA, 1993; CYR, 1994; CYR et PALEVITZ, 1995;
REUZEAU et PONT-LEZICA, 1995). Nous n'avons pas pu établir la présence d'une
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pseudo-vitronectine chez Cichorium; mais avec la méme méthode et les mémes
anticorps, une telle protéine a été immunolocalisée chez des eS issus de cals de
Medicago (résultats non publiés). Des recherches pourront se porter sur le
continuum Mts-paroi-membrane et notamment sur les molécules qui lui sont liées
(CYR, 1994) puisqu'une MEC est présente chez les eS globulaires du Cichorium et
qu'elle disparait lors de la formation du protoderme qui marque le début de
I'établissement d'une polarité chez ces eS (DUBOIS et al., 1991, 1992).
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Eléments mg.l'1 mM
W_—
MgSO4 185 1,5
CaClg 220 1,5
NH4NO3 825 10
KCI 750 10
KH2PO4 85 0.6
Fer-EDTA :
Na2-EDTA 18,65
FeSO4, 7HoO 13,9 1.10-5
Glutamine 100 0,7
Microéléments de HELLER (1953)
Vitamines de MOREL et WETMORE ___ (1951)
ANA 0,02 1.104
2iP 0,5 2,5.10°3
Saccharose 10 g.I'1 30
pH55

Annexe 1 : Composition du milieu d'induction des embryons somatiques.

Eléments mg. -1 mM
T
NaNO3 600 7
KCI 450 10
CaClo 75 0,5
NaHoPO4 125 1
MgSO4 250 2
Fer-EDTA:
Na2-EDTA 18,65
FeSO4, 7HoO 13,9 1.10°5
Microéléments _ de HELLER (1953)
Vitamines de MOREL et WETMORE (1951)
Saccharose 5g.1 15
Agar 6g.!
pH55

Annexe 2: Composition du milieu de développement des embryons

somatiques (milieu de Heller modifié).
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Eléments mg.I-1 mM
MgSO4 185 1,5
CaClp 220 1,5
NH4NO3 825 10
KCl 750 10
KH2PO4 85 0,6
Fer-EDTA :
Na2-EDTA 18,65
FeSO4, 7H20 13,9 1.10-5
Glutamine 100 0,7
Microéléments de HELLER (1953)
Vitamines de MOREL et WETMORE __ (1951)
ANA 0,02 1.104
2iP 0,5 2,5.10-3
Saccharose 10 gJ-1 30
Glycérol 24 ml 330
Annexe 3: Composition du milieu d'induction des embryons somatiques

dans les feuilles du Cichorium hybride '474' pendant les cinq premiers jours.
Les explants sont ensuite transférés dans le méme milieu dépourvu. de
glycérol. .

PIPES 50 mM
EGTA 5mM
MgS0O4 1 mM
Glycérol 10 %
Fixateur : tampon

+ paraformaldéhyde 3.7%

Destabilisation: tampon
+ Triton X100 0,1%

pH 7.2 ou pH 5.5 (enzymes)

Annexe 4: Composition du tampon MSB (microtubule stabilizing buffer).
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ETAPES SOLUTIONS "DUREE
Eixation des tissus : Tampon MSB pH 6,8
+ 0,1 % Triton X100 1h. 20 °C
+ 3,7 % paraformaldéhyde ’
| ringages Tampon MSB pH 6.8 3 fois 10 min
Di ion i : Tampon MSB pH 5,5
+ 2 % cellulase 1 h,37 °C
+ 2 % pectinase ’
+2 mM PMSF
) Tampon MSB pH 6,8 . .
ringages o??% NaHB4 3 fois 10 min
élimination de la puis ringages 3 fois 10 min
chlorophylle (si
nécessaire)

FEtal men i dans du Tampon MSB pH 6,8, sur lamelles polylisinées
D ilisation Tampon MSB pH 6,8 1 h,20 °C
mg_mmnalm_-‘ + 0,1 % Triton X100

rincages Tampon MSB pH 6,8 3 fois 10 min
Saturation des sites : Tampon PBS pH 7,2 10 min, 20 °C
+ 1% PVP
Incubation anticorps dilution : 1 /2000
primaire : Tampon PBS pH 7,2 2h,37°C
- + 1% PVP
. Tampon PBS pH 7,2
ringages +1%PVP , ,
+ 0,1 % Triton X100 3 fois 10 min
Incubation anticorps dilution : 1/200
secondaire : Tampon PBS pH 7,2 2h,37°C"
+1%PVP
ringgges comme incubation n° 1 3 fois 10 min

| Marguage ; DAPI 10 min
Montage : Citifluor AF2 ou PBS / Glycérol (1/1)
Qbservation : A =435nm pour FITC : vert

A =334 nm pour noyau : bleu
Conservation d sur lames, a |'obscurité, 34 °C
lamelles
Annexe 5 : Protocole et composition des solutions d'immunolocalisation du

réseau microtubulaire des cellules embryogenes foliaires, modifié d'aprés
HUANG et SHERIDAN (1994).
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SDS 1,25 %
Triton X100 2%
Urée 95M
K2CO3 5mM
DTT 0,5 %

conserver a -20 °C

pour l'analyse en [EF, ajouter : 1,6 %
ampholytes pH [3-10] 1.3%
ampholytes pH [5-7] 0,3 %

conserver a -20 °C
Annexe 6: Composition du tampon de lyse (ZIVY, 1986).

els de séparation : 10 % 13 %
Acrylamide-PDA* 4,78 mi 6,9 mi
Tris1,5M pH88 5,25 m| 4,25 mi
eau distillée 591 ml 3,9 mi
APS** 100 100 pl
TEMED 10 pl 10 ul
gels de concentration . 2% 45 %
Acrylamide 0,69 mi 1,2ml -
Tris 1,5MpH 6,8 2,12ml 1,98 ml
eau distillée 5,15 ml 4,82 ml
APS** 100 wi 100 ul
TEMED 10 wl 10 ul
Acrylamide-PDA * : 30 % acrylamide + 0,8 % PDA
APS **: 100 mg d'APS dans 1 mid'eau distillée
composition pour 2 gels ___soit une mini-cuve.

Annexe 7: Composition des gels de séparation et de concentration pour

électrophorése en mini-cuves.

H20 3ml
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 1ml
Glycérol 1,6 ml
SDS 10 % 1,6 ml
B mercaptoéthanol 0.4 mi
bleu de bromophénol 0,05 %

conservation a 4 °C

Annexe 8: Composition du tampon de LAEMMLI (1970).
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Etapes Objet Tampon Durée
Saturation limite I'aspécificité TBS + PVP 2% 1 nuit
bloque les sites libres
de la membrane
anticorps primaire] repére la protéine 2h
recherchée
ringages élimine I'excés TBS + PVP 1% 3x 10 min
d'anticorps non fixés
anticorps se coupie avec le ter | + 0.1 % Triton X100 2h
secondaire anticorps
ringages élimine l'excées 3 x 10 min
d'anticorps non fixés
Révélation révéle la position de la] tampon carbonate quelques
enzymatique protéine recherchée minutes

Annexe 9 : Etapes nécessaires a une immuno-empreinte &électrophorétique

sur membrane de nitrocellulose.

ETAPES

Fixation avant coloration

SOLUTIONS

Tampon de fixation*
+ 100 ul formaldéhyde** / 200

DUREE

au moins 1 heure

ml de tampon
Ringages Ethanol 50 % 3 fois 20 min
Pré-traitement des gels 02 g.|-1 NasS202, 5HoO 1 min
Ringages H20 3fois20 s
Imprégnation 1.1 AgNO3 .
+ 0,075 % de formaldéhyde 20 min
Ringages H20 2fois20s

Développement de Ia coloration

Lavages

Arrét de la coloration

60 g.I'1 NazCO3
4 mg.I'1 NasS203, 5Ho0
0,05 % de formaldéhyde

H20

Tampon de fixation*

jusqu'a apparition de la
coloration noire

2f0is20s

au moins 1 heure

Lavages et stockage Ethanol 50 % asc
Séchage des gels passer les gels dans une
solution de glycérol 2-3 %
les recouvrir de cellophane 45 min-1 h
préalablement imprégnée de
solution
Tampon de fixation * :
Ethanol 50 %
Acide acétique 12 %
Formaldéhyde ** : solution & 37 %

Annexe 10: Protocole de coloration des protéines par le nitrate d'argent

(BLUM et al., 1987).
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solution d’Acrylamide 40 % - 0,8 %PDA 1,25 mi
Urée 59
H2O 3ml
Ampholytes :

pH 5-7 400 pl
pH 3-10 100 pl

Triton X100 2 10 % 1mi

APS* 20 pl

TEMED 20 ul

APS*: solution a 10 %

Annexe 11: Composition des gels d'iso-électrofocalisation en capillaires

(mini-cuves).

Ovalbumine 6,0-6,3-6,6 76

Serum albumine bovine 5,4-5,5-5,6 66,2
Actine de muscle bovin 5,0-5,1 43
G6PDH* de muscle de lapin 8,3-8,5 36
Anhydrase carbonique de 5,9-6,0 31

bovin

Inhibiteur de trypsine du soja 4,5 24,5
myoglobine de cheval 7,0 ’ 17,5

m

Annexe 12: Marqueurs protéiques utilisés en iso-électrofocalisation.
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Tampon MOPS:
MOPS 04M
NaCl 100 mM
EDTA 10 mM
DEPC 0,1 % une nuit avant autoclavage
E ide désionisée :
formamide + gel DOWEX AG 501 X8(20.50 mesh)
filtration sur papier Whatman n°1
Tampon de préparation des ABNs :
formamide désionisée 50 %
Tampon MOPs 10 %
formaldéhyde & 37 % 2,2 M final
Tampon SSC 20 pH 7.0
NaCl 3M
Citrate de sodium 300 mM
Tampon SSPE 20x :
NaCl 36 M
NaH2POg4; pH 7,5 0,2M
EDTA 20 mM
Tampon TE :
Tris-HCI; pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

Annexe 13: Composition des tampons nécessaires a la migration des ARNs
en gel d'agarose et a leurs transfert sur membrane de nylon.
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Composition du gel de migration : 1,2 %
agarose 10 %
Tampon MOPS* 2,4 M tinal
formaldéhyde 37 % 15 %
Bra ong TSJARN .
extrait dARN volume contenant 20 pg
Tampon de préparation des ARNs 19 ul
Dénaturation de I'échantillon 5 min & 100°C, 5 min sur glace
alourdisseur S5ul
Migration sur gel d'agarose:
Tampon de migration Tampon MOPS 1x

+ formaldéhyde a 37 % 0,22 M final

voltage 30-35 V, sous hotte
rati | :

y BET 5ug.mi-1 H20
_ ou acridine orange 2 ug.mi-1 HoO
décoloration des gels avant photo Ho0, 30 min
Transfert des ARN sur membrane :
Tampon de migration Tampon SSPE 20 x
durée de transfert minimum 6 h, 20 °C
fixation des ARN sur membrane 4 min sous UV
Conservation des membranes : dans papier Joseph

Annexe 14 : Protocole de migration des ARNs en gel d'agarose et
conditions de transfert des ARNs sur membrane de nylon. Les tampons sont
décrits dans I'Annexe 13.

Préhybridation :
sérum albumine bovine 05g
Na2HPO4 0,5 M 25ml 1h,65°C
SDS 20 % 17,5 ml
H20 gsp 50 mi
Hybridation : méme tampon que pour la 1 nuit, 60 °C
préhybridation
Déshybridation -
Tris-HCl pH 8,1 2mM 3 fois 15 min,
EDTA 1mM 80-85°C
SDS 01%

Annexe 15: Composition des tampons et conditions d'hybridation des
membranes de nylon.

185



- Annexes -

Solution mére : 2,3 g (soit 0,1 M) K3PO4
0,1 g Bleu d'Aniline
gsp 100 mi eau distillée

Décoloration de la solution : 12-24 h & l'obscurité (20 °C)

Conservation de la solution : Ajouter 10 ml de glycérol aprés la décoloration
Conserver a l'obscurité (20 °C)

Annexe 16: Composition du Bleu d'Aniline pour la mise en évidence de la
callose en UV. Cette solution sert de milieu de montage et se dépose sur les
coupes au moment de l'observation.
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RESUME

Le Cichorium hybride '474' (C. intybus var. sativum x C. endivia var. latifolia) nous
offre un modele attractif d'embryogenése somatique (ES). Les embryons somatiques (eS)
peuvent €tre obtenus a partir de tissus végétatifs. Ils ont une origine directe unicellulaire.
L'étude cytologique et moléculaire des changements inhérents a la réactivation cellulaire des
cellules compétentes au cours de l'induction embryogeéne, nous a conduit & mettre en place
une méthode de culture permettant de synchroniser la premiere division des cellules
embryogenes (CE). Elle se compose de deux phases: les explants foliaires sont
d'abordcultivés pendant 5 jours dans un milieu contenant 330 mM de glycérol (phase
d'induction). Leur transfert dans un milieu dépourvu de cet osmoticum constitue la seconde
phase de culture (phase d'expression) et conduit au déclenchement synchrone de la premicre
division des CE.

Au cours de la phase d'induction, les cellules compétentes subissent des modifications
cytologiques: augmentation de la taille du noyau et sa migration vers le centre de la CE,
formation du phragmosome et activation des nucléoles. L'immunolocalisation du réseau
microtubulaire nous a permis d'observer la formation de bandes préprophasiques (BPP) de
différents types. Parallelement, les quantités d'actine et de tubulines augmentent pendant cette
période. De telles modifications ne sont pas observées chez des chicorées non embryogenes
(C. intybus cv. 'Flash' et cv. 206") cultivées dans les mémes conditions.

Au cours de la phase d'expression, les CE se divisent de fagon synchrone 36 h apres le
transfert des explants. Les premiéres divisions des CE apparaissent prés des faisceaux
vasculaires. Cette premiere division embryogene est symétrique et son plan est anticline par
rapport aux éléments vasculaires les plus proches. La réorganisation du réseau microtubulaire
au cours de la premiere mitose des CE est décrite. L'eS qui en résulte est d'abord linéaire, puis
des divisions périclines lui permettent de se développer en épaisseur. Ces €S montrent des
cellules possédant un réseau composé de microtubules périnucléaires et d'autres cellules
embryonnaires présentant une BPP. Pendant cette période, les variations d'actine et des
tubulines sont quantifiées.

L'utilisation d'un inhibiteur spécifique de la maturation de la plaque cellulaire, la
caféine (5 mM) conduit & des changements dans les séquences cytologiques lies a la
réactivation cellulaire et aux divisions embryonnaires. Le noyau des CE ne migre pas mais la
caféine ne semble pas affecter la caryocinése. Par contre, des anomalies sont observées au
niveau nucléolaire et au niveau du développement des eS. En effet, des structures
coenocytiques et des eS chimériques sont obtenus. Cette inhibition est corrélée 2 une

accumulation d'actine et de [ tubuline. Aucun eS n'est décel€ lorsque la caféine est présente
pendant toute la culture. Un inhibiteur des canaux calciques, le vérapamil (100 tM) entraine
une diminution du potentiel embryogene et altére le développement des €S. Une accumulation

d'a tubuline est détectée.

Les glycoprotéines intratissulaires ont été étudiées mais aucune différence
significative n' a été observée entre 1'hybride '474' et les chicorées non embryogeénes. Par
contre, 1'utilisation d'inhibiteurs de la glycosylation (tunicamycine, déoxynojirimycine)
provoque une diminution du nombre d'eS induits et affecte leur développement.

La présence d'une matrice extracellulaire autour des eS globulaires nous offre de
nombreuses perspectives de recherche quant a la détermination des (glyco)protéines qui
composent le continuum matrice-membrane-cytosquelette. Par ailleurs, l'obtention de
marqueurs prédictifs de la compétence a 1'ES de certaines cellules serait d'un grand intérét.



SUMMARY

Cichorium hybrid '474' (C. intybus var. sativum x C. endivia var. latifolia) is an
attractive model for studying somatic embryogenesis (SE). Somatic embryos (Se) are
obtained from vegetative tissues. They are directly originated from a single cell. Cytological
and molecular studies correlated to the cellular reactivation of competent cells led us to
determine a method for synchronizing the first division of embryogenic cells (EC). It consists
of two steps. Leaf-explants are first cultured in medium containing 330 mM glycerol during 5
days (induction phase) then they are transferred into a medium deprived of this osmoticum
(expression phase). Mitosis start after the transfer of explants.

During the induction phase, competent cells undergo cytological modifications as the
increase of the nucleus size, its migration toward the cell centre, the formation of the
phragmosome, the activation of the nucleolus. Immunolocalization of the microtubular
network allows us to observe different types of preprophase bands (PPB). The quantities of
actin and tubulins increase during this step of culture but such differences are not detected in
non-embryogenic chicories (C. intybus cv. 'Flash' and cv. 206') cultured in the same
conditions.

During the expression step, the first EC divide in a synchronized manner 36 h after the
transfer. The first divisions of EC appear near the vascular bundles. In leaves, this first
embryogenic division is symmetrical and its plane is anticlinal with regard to the nearest
vascular elements. The reorganization of the microtubular network during the first
embryogenic mitosis is described. Resulting Se are first linear and they develop in thickness
by periclinal divisions. Se contain cells exhibiting a network constituted of perinuclear
microtubules and a few embryonnary cells present a PPB. Variations of actin and tubulins are
quantified.

The specific inhibitor of the maturation of the cell plate, caffein (5 mM) induces
modifications of the cytological sequences linked to cellular reactivation and to embryonnary
divisions. The nucleus of EC does not move toward the centre but caffein does not seem to
alter karyokinesis. On the contrary, abnormalities are observed on nucleolus and Se
development. Coenocytic structures and chimeric Se are obtained. This inhibition is

correlated with an accumulation of actin and P tubulin. No Se are observed when caffein is
added during the whole time of culture. An inhibitor of the Ca-channels, verapamil (100 uM)
produces the decrease of embryogenic potential and alters the Se development. An

accumulation of o tubulin is detected.

The intratissular glycoproteins are studied but no significant differences are observed
between the hybrid '474' and non-embryogenic chicories. The use of inhibitors of
glycosylation (tunicamycin and deoxynojirimycin) induces a decrease in the number of Se
and affects their development.

The presence of an extracellular matrix around globular embryos offers numerous
research perspectives on the screening of (glyco)proteins which constitute the matrix-
membrane-cytoskeleton continuum. The determination of predictive markers of the SE ability
would be of a great interest.




