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Introduction

Introduction

En Egypte, 4000 ans avant notre &re, la culture de chicorée s'étend sur les deux
rives du Nil. Les paysans font griller sur des pierres plates des petites graines aux vertus
digestives. De cette période date le premier document connu relatif a la chicorée. Herbacée
de la famille des Astéracées, la chicorée est une cousine du pissenlit et de la laitue. Un
genre de chicorée, 1’intybus, produit la racine a torréfier et I’endive ; un second I’endivia,

donne la scarole et Ia chicorée frisée.

Vasil et al. (1964) ont été les premiers a révéler les potentialités embryogeénes de
cals issus d’embryons zygotiques de Cichorium endivia. Le développement en plantule de
ces embryons somatiques n’a été obtenu qu’en 1985 par Heirwergh et al. Les premiers
travaux sur I’embryogenese somatique chez la chicorée ont été publiés par Dubois et al. en
1988. Parmi les différents génotypes testés, seuls deux ont été capables de produire des
embryons somatiques : C. intybus var. Magdebourg cv. 1106 et C. intybus var. sativum x
C. endivia. var. latifolia : le Cichorium hybride “474”. Les premiers résultats portérent sur
I’obtention d’embryons somatiques & partir d’organes reproducteurs tels que les anthéres
ou les styles (Dubois et al., 1988 ; Guedira et al., 1989). Par la suite, les racines et les
feuilles de vitroplants dgés de deux mois se sont révélées particulicrement aptes a
I’embryogeneése somatique (Guedira et al., 1990 ; Dubois et al., 1991). Ces travaux
s’integrent dans I’étude de la différenciation des cellules compétentes a I’embryogenése

somatique et dans la recherche de marqueurs précoces de cette potentialité.

Les tissus foliaires de la chicorée hybride “474” représentent un modele
particulierement attractif de I’embryogenese somatique car celle-ci est directe, rapide
(moins de 12 jours) et abondante (plus de dix embryons somatiques par mm? de limbe). Ce
qui fait I’originalité du systéme, c’est que ’ajout de glycérol au milieu de culture permet
une synchronisation relative de la premiere division des cellules embryogenes (Robatche-
claive et al., 1992). De ce fait, les études physiologiques et moléculaires lors des stades
précoces de l'embryogenese somatique, s'averent plus aisées a appréhender. Les auteurs

montrent que le glycérol n’a pas qu’un role d’osmoticum et qu’une fraction de celui-ci peut
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Introduction

étre métabolisé dans les racines. Il nous a donc paru essentiel d’étudier plus en détail les
effets de ce polyol sur la synchronisation du processus d’embryogenese somatique.

L’étude bibliographique dresse un bilan des connaissances actuelles sur
Iembryogenese somatique et fait le point sur 'utilisation et le métabolisme du glycérol
chez les végétaux. Les résultats sont décrits dans quatre parties.

La premiére partie de notre travail a consisté a rechercher I’effet du glycérol sur la
synchronisation de la premiere division de la cellule embryogene dans les limbes cultivés
avec davantage de saccharose destiné a accroitre le nombre d'embryons somatiques
différenciés. Nous avons étudié I’influence du glycérol sur les microtubules, la quantité et
la qualité des embryons somatiques.

La seconde partie traite du métabolisme propre du glycérol au cours de
I’embryogenése somatique. Le devenir du glycérol au sein des tissus foliaires de chicorée a
été étudié grace a des techniques de quantification par CLHP, d'analyse du glycérol marqué
par le "C, de recherche par RMN de métabolites dérivés du glycérol et de suivre les
activités de deux enzymes du métabolisme : la glycérol kinase et la glycérol 3-phosphate
deshydrogénase

Dans la troisiéme partie, nous décrivons I’effet du glycérol sur le métabolisme
carboné et plus particulierement sur les invertases.

La quatrieme partie de notre travail a pour objectif de mettre en évidence de
nouveaux marqueurs précoces de I’embryogeneése somatique chez la chicorée. Nous
montrerons comment le glycérol peut contribuer a cette étude.

Une discussion termine ce travail et fait la synthese des effets du glycérol observés
au cours de 'embryogenese somatique dans les tissus foliaires de I’hybride “474” de

chicorée et propose des perspectives éventuelles.
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I. L’embryogenese somatique

A. Définition et intérét de I’embryogenése somatique

Si la morphogenese comprend divers phénomenes d’acquisition de formes, de
structures et d’organisation fonctionnelles chez les organismes vivants, elle englobe
également la différenciation des tissus, de leur origine cellulaire a leur état adulte. Mais on
ne peut parler de morphogenése végétale qu’en introduisant la notion de totipotence. En
effet, la capacité a construire a tout 4ge et dans certaines conditions, la structure complexe
de I'embryon et a régénérer des organes ou des individus complets a partir d’une seule
cellule est sans doute une des propriétés les plus remarquables du monde végétal. Cette
aptitude permanente distingue les plantes des animaux les plus évolués et combat le cours

de la spécialisation et de la sénescence.

La manifestation de la totipotence montre que I’apparente fixité et la limitation des
propriétés morphogénétiques ne résultent pas d’une perte définitive d’informations
génétiques. Celles-ci sont masquées ou réprimées et doivent étre réactivées afin de pouvoir
a nouveau s’exprimer. Les applications de la propriété de totipotence sont courantes aussi
bien dans le domaine horticole (bouturage, marcottage,...) que pour la régénération de
plantes entieres par culture in vitro. Dans ce dernier cas I’embryogenese somatique parait,

de plus en plus, étre la technique idéale.

Dans des conditions bien déterminées, une cellule ou un groupe de cellules donnera
un embryon capable ensuite de former une plante entiere (Dudits er al, 1991). Par
définition, un embryon est une structure bipolaire avec un pble caulinaire et un pdle
racinaire. Il existe trois types d’embryogenese : I'embryogenése zygotique (issue de la

fusion de deux gametes haploides), I’embryogenese haploide (issue de microspores ou de
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Embryon zzgotique

Embryon somatique

Origine

Reproduction sexuée
Bicellulaire

Multiplication végétative
Unicellulaire

Développement

Divisions successives dans un
méme plan jusqu'a obtention d'un
ensemble unisérie de 8 cellules.
C'est a ce stade qu'intervient la
premiere division longitudinale.

Présence d'un suspenseur qui
alimente le jeune embryon en
substances trophiques et
régulateurs de croissance 2

I'intérieur du sac embryonnaire

Division longitudinale précoce
aboutissant 2 la formation d’un
agrégat cellulaire. Les substances
trophiques et les régulateurs de
croissance doivent étre apportés
par le milieu de culture. Toutes les
conditions, pH, hygrométrie,
concentrations en 07, en

hormones végétales,
saccharose et en acides aminés

peuvent étre différentes.

en

Dans les deux cas, le développement de 'embryon se fait au travers

d'une séquence de stades définis :

* stade globulaire
* stade cordiforme
* stade torpille

Morphologie

Structure bipolaire, développement précoce et simultané d'un
méristeme de tige et d'un mérist¢tme de racine. L'axe caulinaire

développe d'abord les cotylédons.

Biochimie

Protéines de stockage

spécifiquement embryonnaires

Identification de protéines
embryonnaires a des taux
inférieurs (Colza...) ou supérieurs
(Carotte...).

Germination

La germination peut étre différée
(dormance). Elle est autonome
grice aux réserves de la graine.

Le développement d'une plante est
immédiate pour un embryon
mature, mais nécessite un milieu
riche en sucre.

Tableau 1: Comparaisons majeures entre l'embryogenése somatique et l'embryogenese

zygotique. D'aprés Zimmerman, 1993,
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cellules du gamétophytes femelle) et I'embryogenese somatique qui résulte de Ia
différenciation d’une ou plusieurs cellules diploides d’un tissu somatique (feuille, racine,
antheére, style,...). Les embryons somatiques se distinguent des embryons zygotiques pour

un certain nombre de propriétés (Tableau 1 ; Fig. 1).

Ré‘g:néﬂ:ion
&> 0>()—|| — ‘i
Plarsule

Embryopéntse zypotique Expansion
Matu!ation Germination
@.}@ — D ylion TP et croissance
A4

Dormance

Figure 1: Comparaison entre I’embryogenése somatique et zygotique (d’aprés Zimmerman,
1993)

Pour le sélectionneur, 'embryogenese présente un avantage important. En effet si
les embryons zygotiques résultent d’un brassage chromosomique des patrimoines des
gametes males et femelles et n’ont donc pas de conformité stricte avec les parents a
Iinverse, les embryons somatiques résultent d’une cellule banale et permettent la
multiplication des plantes hybrides tout en respectant I'uniformité génétique (Nouaille et

Pétiard, 1988).

Depuis que Reinert (1958) et Stewart et al. (1958) ont décrit les premiers résultats
sur ’embryogenese somatique, cette technique a permis de régénérer de nombreuses
especes végétales (luzerne, céleri, carotte,...). Les embryons somatiques permettent pour
certaines plantes (camélia, cyclamen, gerbera,...) de diminuer les colts de production car le

potentiel embryogene par litre de milieu de culture est considérable et peut atteindre
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plusieurs millions de structures embryogenes ce qui est nettement supérieur a n’importe
quelle autre méthode de production classique ou in vitro. Dans le cadre des semences
artificielles, la stabilisation des embryons somatiques par des techniques d’enrobage a I’aide
d’un gel de nature polysaccharidique (alginate, agarose, agar, carraghéane,...) ou encore

organique (polyacrylamide, résine,...) est également largement étudiée.

D’un point de vue fondamental, les embryons somatiques permettent de faire le lien
entre une cellule et une plante entiere. L’embryon somatique est donc un modele
d’expérimentation idéal pour étudier la différenciation des plantes ainsi que les mécanismes
d’expression de la totipotence (Nomura et Komamine, 1986). Cependant malgré de
nombreux succes, la régénération de certaines plantes par embryogenese somatique présente
encore des difficultés. Celles-ci sont d’autant plus mal acceptées qu’elles concernent les
problemes d’intérét agronomique. Une meilleure compréhension du ou des processus de

I’embryogenése somatique est donc susceptible d’améliorer cette situation.

Afin qu’une structure tissulaire complexe foliaire ou racinaire, bien définie par des
relations spatiales et entretenue dans un flux de changements continuels, puisse modifier son
développement morphogénétique et permettre une redifférenciation d’émbryons a partir de
cellules déja différenciées, deux étapes sont indispensables : une étape préalable de
dédifférenciation ou de réactivation cellulaire, puis une étape d'induction conduisant a
I'obtention de cellules compétentes a lembryogenese somatique. Une phase finale
d'expression a la compétence embryogene conduit a la formation d'embryons somatiques qui

se développeront en plantules.

B.Origine des embryons somatiques

Les embryons somatiques peuvent avoir deux origines distinctes (unicellulaire ou
pluricellulaires) qu’il est nécessaire de définir par rapport a la notion d’embryogenese

somatique directe ou indirecte.

Les embryons somatiques peuvent avoir une origine unicellulaire : une cellule

dédifférenciée subit plusieurs divisions et donne un embryon somatique. Cela a été observé
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lors de I’embryogenese somatique chez Freesia refracta Klatt. (Wang et al., 1990),
Nicotiana tabacum L. (Stolarz et al., 1991), Cichorium intybus L. (Dubois et al. 1988,
1990) ou encore Daucus carota (Toonen et al. 1994) ou pluricellulaires ot un ensemble
de cellules forme un complexe de cellules pro embryogénes qui donnera des embryons

somatiques.

L’embryogenése somatique est directe lorsque les embryons sont initiés & partir de
cellules dites embryogenes (Figure 2) sur I'explant lui-méme sans phase préliminaire de
callogenese. C’est le cas chez le dactyle (Hanning et Conger, 1982), la chicorée (Guedira et
al., 1989 ; Dubois et al. 1991), Quercus suber (El-Maataoui et al.,1990), Solanum
aviculare (Alizadeh et al., 1991), la carotte (Masuda et al., 1995) ou Helianthus smithii

(Laparra et al. 1997).

. t\ .

Figure 20 Cellule réactivée potentiellement embryogene sur un limbe de chicorée hybride

4747 Photographic apres 5 jours dlincubation dans un milicu permettant Fembryogenese somatique.

[ embryogenese somatique est indirecte lorsque les cellules embryogenes se forment

a I'mtéricur d'un cal et néeessite un transfert sur milieu d’expression pour I’obtention
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d’embryons comme chez Picea abies (Hakman et al., 1990), Hevea brasiliensis (Michaux-
Ferriere et al., 1992) ou Cicer arietinum (Sagare et al., 1995). L’embryogenése somatique
indirecte a été particulitrement bien étudi€e sur le modele carotte (De Vries et al., 1988a ;
Cordewinner et al., 1991). Cependant, méme si I'origine unicellulaire d’embryons a été ‘
démontrée (Nomura et Komamine, 1985), il est difficile de suivre le développement de ces
cellules et de déterminer les événements précoces de 'embryogenése somatique dans les

masses proembryonnaires.

C.Facteurs intervenant sur ’embryogenese somatique

1.Facteurs chimiques

Pour de nombreuses especes, les régulateurs de croissance permettent I’obtention
d'embryons somatiques (Ammirato, 1983). Au cours de linduction des embryons
somatiques chez l'olivier les cytokinines sont nécessaires (Rugini, 1988) et il en est de méme
chez la chicorée (Guedira et al., 1989). Williams et Maheswaran (1986) ont obtenu des
embryons somatiques produits directement a partir de cellules épidermiques d’hypocotyles
de Trifolium repens en présence de BAP. Par contre, pour Vieitez et Barciela (1990)
aucune relation claire ne peut é&tre établie entre les régulateurs de croissance et
I’embryogenese somatique chez Camellia japonica L. Les auxines peuvent méme dans

certains cas devenir inhibitrices de I’embryogenese chez la carotte (Guzzo et al., 1994).

De nombreuses €tudes soulignent I’importance de I’azote sous forme de composés
azotés minéraux ou organiques lors de I’embryogenése somatique. Pour Wetherell et
Dougall (1976) l'addition de composés azotés minéraux, réduits ou oxydés permet
d'améliorer l'embryogenése somatique par rapport a l'utilisation de KNOs; comme seule
source azotée. L’ammonium est absolument nécessaire a I'induction et a la différenciation
des embryons de luzerne (Meijer et Brown, 1987). L’azote organique est ajouté sous forme
d’acides aminés : la proline pour I’obtention d’embryons de mais (Vasil et Vasil, 1987), la
glycine chez I’ Allium fistulosum L. (Lu et al., 1989) ou encore la glutamine chez la chicorée

(Guedira et al., 1989). Une augmentation du potentiel embryogene peut €tre obtenue par

20



Etude bibliographique

addition d’un mélange azoté complexe tel que I’hydrolysat de caséine dans le cas de Zea

diploperennis (Swedlund et Locy, 1988) ou du tournesol (Pélissier et al., 1990).

Les sels tels que les chlorures de sodium ou de potassium favorisent I’induction de

I’embryogenése somatique a partir d’embryons immatures de blé (Galiba e Yamada, 1988).

La source carbonée est un élément important du milieu de culture dans la mesure
ou elle permet aux tissus de compenser le manque d’activité photosynthétique des explants
cultivés in vitro. La nature de la source carbonée ne semble pas influencer I’embryogenése
somatique chez la carotte (Verma et Dougall, 1977). Chez la luzerne, le maltose est la
source carbonée utilisée (Strickland ef al., 1987) et les embryons somatiques de pois sont
induits et se développent en présence de glucose (Lazzeri et al., 1987). Toutefois, dans la
majeure partie des cas c’est le saccharose qui est utilisé a des concentrations comprises
entre 20 et 30 g.I'. Ainsi, parmi dix sources carbonées testées, le saccharose est la plus

efficace pour I’obtention d’embryons somatiques chez la chicorée (Couillerot et al., 1993).
2.Les facteurs physiques

Le role de la pression osmotique est étudié au cours de 'embryogenese somatique
en additionnant par exemple des polyols présumés non métabolisables par les végétaux
(mannitol, sorbitol, voire le glycérol). Une forte augmentation de la pression osmotique est
favorable a ’embryogenese du tournesol (Jeannin et al., 1993) et selon Wetherell (1984)
des stress osmotiques importants peuvent provoquer l'isolement des futures cellules
embryogenes par rupture des plasmodesmes chez la carotte. Un effet positif du mannitol est
aussi rapporté dans des suspensions cellulaires de céleri (Nadel et al., 1990). Chez la
chicorée, Guedira et al. (1990) constatent qu’une forte pression osmotique est bénéfique a

I’embryogenese somatique issue de styles.
La température utilisée pour l'induction de I’embryogenése somatique est

généralement voisine de 25°C. Des températures plus élevées (30°C) sont requises pour

certaines espéces comme le caféier (Dublin, 1982) ou le tournesol (Finer, 1987). Chez la
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chicorée, une température de 35°C est déterminante pour I'induction de ’embryogenese

somatique (Dubois et al., 1988 ; Décout ef al. 1994).

L'induction est parfois réalisée en lumiére continue chez le millet (Eapen er George,
1990) ou avec photopériode de 16 heures chez le pois (Kysely et Jacobsen, 1990). Dans la
majorité des cas, I'induction des embryons ou des cals embryogénes s’effectue a 1’obscurité

comme dans le cas de la chicorée.

D.Les marqueurs de ’embryogenése somatique

Les marqueurs sont des événements de nature physiologique, cytochimique ou
moléculaire qui sont impliqués dans les étapes décisives de 'embryogencse somatique. A ce
jour, la majeure partie des marqueurs découverts est associée a des phénomenes particuliers
qui ne sont que la conséquence de I’expression de ces phénomeénes et peu de marqueurs
peuvent €tre qualifiés de prédictifs, c’est a dire qui précédent I'événement cytologique ou

morphologique qui va déclencher I’embryogenése somatique.

1.Les marqueurs physiologiques et cytochimiques

Dans les tissus embryogenes de la chicorée, le premier signe distinctifs des cellules
embryogenes est un dépot de callose entre le deuxiéme et le troisiéme jour de culture
(Dubois et al., 1990). Ces modifications au niveau pariétal isolent les cellules de leur
environnement tissulaire permettant alors 'expression du programme embryogene. Les
cellules évoluent ensuite en cellules compétentes caractérisées par un cytoplasme dense et
un noyau avec un nucléole bien visible. Ce dép6t de callose pariétale dans un premier temps
localis€ au niveau des plasmodesmes s’épaissit puis disparait lorsque l’embryon se
développe (Dubois et al., 1991). Pedroso et Pais (1995) associent eux aussi dans les tissus
de Camellia japonica une telle présence de callose a un isolement de la cellule embryogene,

nécessaire au déroulement du programme embryogeéne.

La présence d’un réseau fibrillaire a été observé plus tardivement au niveau des

embryons somatiques déja formés chez le camélia (Pedroso et Pais, 1992) et chez la
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chicorée (Dubois et al., 1992). Ce réseau fibrillaire serait de nature glycoprotéique chez la

chicorée (Dubois et al., 1992) mais aussi chez le caféier (Nakamura et al., 1992).

L’apparition de modifications de la composition pariétale, notamment en
polysaccharides, est rapportée au cours de 'embryogenése de la carotte (Kikuchi et al.,
1995). L’analyse de cals embryogenes et non embryogenes révele une différence au niveau
des sucres (arabinose et galactose) qui assureraient des liaisons plus ou moins importantes

entre les cellules des différents cals.

Le taux et la biosynthese des polyamines (putrescine, spermidine et spermine)
modifient la formation et le développement des embryons somatiques chez la carotte
(Montague et al., 1978; Feirer et al., 1984; Minocha et al., 1991). Leur apport est souvent
favorable a lembryogenese somatique chez cette espéce mais aussi chez la chicorée
(Couillerot ef al., 1993; Deldicque, communication personnelle) et chez le camélia (Pedroso
et al., 1997). Des inhibiteurs de synthé¢se des polyamines provoquent souvent une
diminution de l'embryogenése somatique réversible, comme c'est le cas chez la chicorée
(Helleboid et al., 1995). En revanche, ces inhibitions induisent une augmentation de la
synthése de l'éthylene qui est parfois favorable & 'embryogenese somatique (Hutchinson et

al., 1997).

2.Les marqueurs protéiques

a.Les marqueurs protéiques tissulaires

Le but des travaux est de rechercher des protéines exprimées spécifiquement au
cours des différents stades de l’embryogenese somatique. Les premieres “protéines
spécifiques” ont été identifiées a la fois sur des embryons zygotiques et somatiques chez la
carotte (Sung et Okimoto, 1981). Deux marqueurs protéiques mis en évidence dans des
nodules embryogenes de pois semblent similaires a ceux de carotte (Stirn et Jacobsen,
1987). Hahne et al. (1988) identifient des marqueurs protéiques dans des cals embryogenes
de Dactilys glomerata. Chez le riz, des protéines de 40 et 44 kD sont associées a

I'embryogenese somatique (Chen et Luthe, 1987) et ces protéines présentent de fortes
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homologies avec des protéines détectées dans des cals de blé (Fellers et al., 1997). Chez la
chicorée, des profils protéiques de tissus induits ou non-induits montrent des polypeptides
nouvellement exprimés au cours de I’embryogenese somatique dans les feuilles (Hilbert et
al., 1992) et dans les racines (Boyer et al., 1993). Dans les racines 12 protéines associées a

I’embryogenése somatique sont caractérisées (Boyer et al., 1994).

b.Les marqueurs protéiques extracellulaires

Des protéines extracellulaires dans des cultures cellulaires embryogénes ont été
observées chez de nombreuses especes. Ainsi chez la carotte la présence de protéines
extracellulaires glycosylées est associé au phénomeéne d’embryogenese somatique (De Vries
et al., 1988b ; Cordewener et al., 1991 ; De Jong et al., 1988). Le rdle de ces protéines
n’est pas totalement €lucidé mais quelques unes d’entre elles provoquent ’embryogenése
somatique lorsqu'elles sont ajoutées au milieu de culture de lignées cellulaires non-

embryogenes (De Vries et al., 1989 ; Lo Schiavo et al., 1990).

Dans les milieux de culture de cellules, de tissus ou d’organes, peu de protéines ont
pu étre identifiées. Cette identification, si elle est nécessaire ne permet pas toujours une
interprétation aisée de la présence de ces polypeptides. Par exemple, Domon et al. (1995)
ont mis en évidence une germine chez le pin. Cette protéine s’accumule habituellement

dans les parois des embryons de blé lorsque la plantule se développe.

Parmi les protéines excrétées, Sterk et al. (1991) identifient une LTP (lipid transfer
protein) dans les milieux de culture de carotte. Cette protéine désignée EP 2 a une masse
moléculaire de 10 kD. De la méme maniere chez la vigne, Coutos-Thévenot et al. (1992a et
b) ont mis en évidence des LTP dont 4 isoformes de 9 kD ont été caractérisées (Coutos-
Thévenot et al., 1993). Ces protéines semblent étre responsables de l'arrét du
développement de I’embryon somatique entre les stades globulaires et cordiformes dans un
milieu dépourvu d’auxine (Maés et al,, 1997). De facon similaire, des glycoprotéines

extracellulaires suppriment I’embryogenése somatique chez le Citrus (et al., 1991).
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Chez la chicorée, dans les milieux de culture de feuilles, trois types de protéines ont
été identifiés et associés a I'embryogeneése somatique : deux B-1,3 glucanases de 38 kDa,
une chitin‘ase de 30 kDa et une thaumatine-osmotine-like de 22 kDa (Helleboid et al.,
1998). Si la fonction des deux derni€res est encore a déterminer, les auteurs pensent que les
glucanases permettent la dégradation de la callose qui entoure les cellules engagées dans le
processus embryogene. Ces protéines disparaissent d'ailleurs du milieu de culture lorsqu’on

inhibe le processus embryogene (Helleboid et al., 1995).
3.Les génes marqueurs

1l est tres difficile d’identifier des génes qui soient spécifiquement impliqués dans le
processus d’induction de ’embryogenese somatique (Wilde et al., 1988). En effet la plupart
sont habituellement exprimés dans les embryons somatiques et ne sont qu’une conséquence
de leur développement. Actuellement la majeure partie des genes découverts, en relation
avec ’embryogenése somatique, codent pour des LEA (late embryogenesis abundant
protein) et sont étudiés chez la carotte (Choi et al., 1987 ; Wilde et al., 1988 ; Franz et al.,
1989 ; Kiyosue et al., 1992 ; Wurtele et al., 1993). La plupart des génes LEA étudiés
peuvent étre induits par un traitement des cals embryogeénes ou des embryons somatiques a

’acide abscissique (Hatzopoulos et al., 1990a ; Goupil et al., 1992 ; Kiyosue et al., 1993).

D’autres genes ont pu €tre isolés a partir de banques d’ADNCc construites a partir
des ARNm isolés au cours des différents stades de I'embryogenése somatique chez la
carotte: i) des genes codant pour un facteur d’élongation et une ATPase dans les cals
(Zimmerman, 1992), ii) différents clones isolés par Aleith et Richter (1990) qui traduiraient
des protéines riches en proline ou en glycine et présenteraient des homologies avec des
protéines de la paroi cellulaire (Keller et al., 1988). Schmidt et al.(1997) ont mis en
évidence un géne codant pour une protéine SERK (Somatic Embryogenesis Receptor
Kinase) dont le produit est décelable uniquement au cours des stades précoces de
Iembryogenese somatique.

Chez la luzerne, des genes de mRNP (ribonucléo-protéines) qui s’associent aux ARNm ont

été isolés et associés a 'embryogenése somatique (Pramanik et Bewley,1996). D’autres
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n’ont pu étre séquencés ou ne correspondent a aucun gene connu dans les bases de données

(Giroux et Pauls, 1997).

Les marqueurs chez la chicorée

Nous avons résumé sur la figure 3 les différents marqueurs de ’embryogenése

somatique chez la chicorée précédemment cités au cours de la premiere partie de cette

étude bibliographique.

temperature
(Décout, 1994)

Induction
MIZS60+

Callose
(Dubois, 1990)¢

Microfibrilles

(Blervaeg, 1995)

Figure 3 : Les marqueurs précoces mis en évidence chez la chicorée “474”.
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I1.Le glycérol

Le glycérol, composé a trois atomes de carbone, est considéré comme un produit de
la réduction de la dihydroxyacétone ou du glycéraldéhyde. C'est un trialcool dont
I'importance métabolique est considérable. Outre le fait qu'il soit une molécule primordiale
dans les voies de la glycolyse et de la néoglucogenese, il est le précurseur commun des

glycérides, des galactolipides et des phospholipides (Mazliak, 1968).

A.Le glycérol en culture in vitro

1.Source carbonée des végétaux

Gautheret est le premier en 1948, a rapporter l'utilisation du glycérol en culture in
vitro. Il montre que des cals de carotte et de tournesol peuvent €tre cultivés indéfiniment sur
du glycérol comme seule source carbonée. Successivement, Hildebrandt et Riker (1949)
puis Nickell et Bulkhoder (1950) obtiennent un effet sur des tissus tels que des fragments
foliaires et racinaires. Gautheret (1959) signale que le glycérol est le seul polyalcool

pouvant constituer une source carbonée satisfaisante pour les végétaux.

Des suspensions cellulaires d'Acer pseudoplatanus sont capables de croitre sur un
milieu enrichi en glycérol (Scala et Semersky, 1971). Si les cultures cellulaires de Nicotiana
tabacum sont incapables de se développer sur glycérol comme seule source carbonée, une
lignée cellulaire mutante 'Gut' utilise spécifiquement le glycérol et semble incapable de
croitre sur d’autres sources carbonées. De plus, cette mutation est transmise et maintenue
au cours des régénérations ultérieures (Chaleff et Parsons, 1978). Jones et Veliky (1980)
qui étudient la possibilité d’utiliser le glycérol comme unique source d’énergie pour des
suspensions cellulaires de carotte, de Cannabis sativa et d’Ipomea sp., montrent que ces
trois espéces ont une croissance tout a fait satisfaisante méme si les deux premieres

nécessitent un temps d’adaptation.

Grout et al. (1976) signalent toutefois que des cellules d'Acer pseudoplatanus L.

cultivées en présence de glycérol présentent des anomalies structurales de la paroi. Ces
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mémes différences apparaissent chez des explants de Lactuca et sont typiquement liées a la
formation des trachéides dans le xyleme (Roberts, 1976) et en 1982, Roberts et Baba

montrent que le glycérol est a I’origine de I'induction de la xylogenése.

Chez les végétaux inférieurs des résultats intéressants ont également été obtenus.
Chez les algues, I'utilisation de glycérol comme source carbonée, favorise la croissance
d’Ecklonia radiata (Lawlor et al., 1989) et de Grateloupia doryphora (Robaina et al.,
1990). Chez Gracilaria verrucosa, la combinaison du glycérol avec des phytohormones

augmente considérablement la croissance (Kaczyna et Megnet, 1993).

2.Effet protecteur et stabilisateur

D'une fagon générale, le glycérol protége les enzymes contre une dénaturation liée a
une soudaine élévation de température (Paleg ef al., 1981; Nash et al., 1982). Chez Zea
mays le glycérol semble avoir un effet protecteur pour les enzymes du type phosphoénol
pyruvate carboxylase (P.E.P carboxylase) au cours des procédés de purification (Selioneti ef
al., 1987). Selon Gekko et Tamasheff (1981-a et b), le glycérol favorise I'accumulation de
protéines et stabilise leur structure. De ce fait, le glycérol est utilisé pour stabiliser la P.E.P
carboxylase au cours de son extraction et du dosage de son activité chez Cynodon dactylon
L. (Stamatakis et al., 1988) et chez Zea mays (Karabourniotis et al., 1983; Manetas ef al.,
1982; Manetas et al., 1986). Le glycérol protege encore la pyruvate orthophosphate
dikinase, une enzyme chloroplastique des plantes en C4, contre la dissociation de sa
structure quaternaire en culture in vitro (Shirahashi ef al., 1978). De plus, cette enzyme

traitée par des températures basses conserve son activité en présence de glycérol (Krall et

al., 1989).
3.Effet stimulateur
La présence du glycérol stimule et optimise l'efficacité de la P.E.P carboxylase en la
maintenant dans sa forme la plus active dans des feuilles de Zea mays (Podesta et Andreo,

1989). Chez cette espece, il augmente également son activité a pH élevé (Uedan et

Sugiwama, 1976) et quand la quantité de substrat - le phosphoénol pyruvate - est faible
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Figure 4: Le métabolisme du glycérol dans les plantes supérieures, d'aprés Beevers (1961) et

MacDonald et Ap Rees (1983) modifié.
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(Gavalas et al., 1982) ; le glycérol intervient au niveau de la régulation de l'activation et de

la désactivation de la pyruvate orthophosphate dikinase (Salahas et al., 1990).

4.Agent osmotique

Ben Amotz et Mordhay, en 1973, démontrent le rdle du glycérol dans la régulation
osmotique d'une algue verte, Dunaliella parva. Dans un milieu hypertonique riche en
magnésium, I’accumulation de glycérol permet de restaurer I'équilibre osmotique nécessaire
au maintien de lintégrité des membranes de Dunaliella tertiolecta (Fujii, 1991) et de
Dunaliella salina (Cowan et al., 1992). Ces algues constituent actuellement un modele
d'étude pour les cellules végétales exposées a un stress osmotique.

Chez les plantes supérieures cependant, la bétaine et la proline sont les osmotica les
plus communément signalés alors que le glycérol ou d'autres composés ne le sont que dans

de rares cas comme chez les Plantaginaceae (Briens et Lahrer, 1982).
5.Effet cryoprotecteur
Le glycérol (2M) peut étre utilis€ comme cryoprotecteur associé au saccharose
(0,4M) ; il permet alors la cryoconservation des cellules embryogénes d'Asparagus

officinalis dont 80 a 90 % régénerent des plantes lors de leur remise en culture (Nishisawa,

1992).

B.Le métabolisme du glycérol

Les principales voies métaboliques sont résumées dans la figure 4.

1.L’anabolisme du glycérol

Le glycérol dans la plante peut provenir du catabolisme des glucides par la voie de la

glycolyse ou du catabolisme des lipides par la voie de la lipolyse.
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v'La voie de la glycolyse

Le glycérol provient de la conversion du produit intermédiaire de dégradation de la

dihydroxyacétone phosphate: le glycérol 3-phosphate (Mazliak, 1968).

CH, - OH NADH.H NAD CH, - OH

C=0 \ /‘ >  CH-OH

Glycérol 3-phosphate déshydrogénase |

CH,-0-~P CH, - O~P

Dihydroxy-acétone phosphate Glycérol 3-phosphate

Cette transformation par la voie des trioses phosphate (DHAP et G-3P) a été mise en

évidence par Mac Donald et Ap-Rees (1983) sur des suspensions cellulaires de Glycine

14 . 14
max. En effet, 0,03 % du C fourni aux cellules sous forme de saccharose- C se retrouve
au niveau du glycérol. S’il semble évident qu’une telle voie existe in vivo , on n’en connait
cependant ni son importance quantitative ni les éventuelles voies de dégradation

intermédiaires qui y sont associées (Stumpf et Conn, 1988).
v'La voie de la lipolyse

Durant les stades précoces de germination des graines de Ricinus communis (Muto
et Beevers, 1974), de Cucumis sativus (Davies et Chapman, 1979) ou de Glycine max (Lin
et al., 1982; Lin et Huang, 1983), les triglycérides sont mobilisés pour permettre la
croissance de I’axe embryonnaire. La premiére étape de cette mobilisation est leur hydrolyse
en acide gras et en glycérol. Deux lipases responsables de cette hydrolyse ont été mises en

évidence dans les cotylédons de Citrus (Garcia-Agustin et al., 1992).
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CH;-0-C-R,
(I)I H,O H,O
5 Diacyl-glycérol 5 Monoacyl-glycérol
CH'O'ﬁ'R2 lipase acide (diglycéride) lipase acide (monoglycéride)
(o]
CH;-0-C-R; lipase
I alcaline
° CH, - OH
5 -
Triacyl-glycérol l
triglycéride)
(trigly 3JR-COO' + CH-OH |
CH; - OH
Glycérol

Chez Ricinus communis, la lipase acide (EC 3.1.1.3) serait associée a la membrane
des sphérosomes (Ory, 1969) alors que la lipase alcaline (EC 3.1.1.3) apparait en relation
avec la membrane des glyoxysomes L’activité de la lipase alcaline a été plus
particulierement étudiée dans des graines en germination de Gossypium herbaceum, de
Cucumis sativus, de Zea mays, de Lycopersicon esculentum Mill., d’Arachis hypogea L. et
de Helianthus annuus (Huang et Moreau, 1978). La purification et les propriétés de cette
enzyme ont été étudiées dans 'albumen de Ricinus communis (Maeshima et Beevers,

1985).
2.Le catabolisme du glycérol
v'La voie de la glycolyse

Les tissus de graines de Ricinus communis en germination incubés dans une solution
de glycérol—MC montrent une synthése importante de saccharose-'*C qui s'accompagne d’un
dégagement non négligeable de 14CO2 (Stumpf, 1955; Beevers, 1956). Selon Beevers
(1961), le niveau de production des hexoses- C & partir de glycérol—1,3-14C chez Cucurbita

maxima Duch. indique que la chaine carbonée est intacte et incorporée telle quelle,

probablement par la conversion primaire en trioses. Le glycérol s’oriente donc, vers la voie
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de la glycolyse (Stumpf et Bradbeer, 1959) et cette voie est confirmée par MacDonald et

Ap Rees (1983) sur des suspensions cellulaires de Glycine max .

Chez les bactéries et les mammiferes, un tel métabolisme est initi€ par la conversion

du glycérol en glycérol-3-phosphate, catalysée par la glycérol kinase (EC 2.7.1.30).

CH, - OH CH; OH

| N

CH - OH - CH OH

I Glycérol kinase ‘

CH, - OH CH, - O~P
Glycérol Glycérol 3-phosphate

La présence de la glycérol kinase chez les plantes a été décelée indirectement grice a
I'utilisation de molécules marquées (Barron et Stumpf, 1962; Cheniae, 1965). Huang (1975)
détecte I’enzyme par des dosages directs dans les graines de Phaseolus vulgaris L. et
d’Arachis hypogena; elle est cytosolique. Ses propriétés biochimiques ont été étudiées chez

Cucumis (Sadava et Moore, 1987).

Le glycérol 3-phosphate est ensuite converti en DHAP par la glycérol 3-phosphate
oxydase (EC 1.1.99.5) ou, & pH alcalin par la glycérol 3-phosphate déshydrogénase (NAD"-
dépendante ; EC 1.1.1.8) mitochondriale. La DHAP est alors relarguée dans le cytosol pour

€tre convertie par les enzymes de la voie de Embden-Meyerhof-Parnas (Huang, 1975).

NADH H*

CH, - OH \ /A CH, - OH

I Glycérol 3-phosphate déshydrogénase l

u
CH - OH ° c =0
l Glycérol 3-phosphate oxydase

CH, - O~P / \ CH2 O-P

150,
Glycérol 3-phosphate Dlhydroxy-acétone phosphate
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v'La voie de la gluconéogenése

Dans les cotylédons de Ricinus communis une partie du glycérol est convertie en
saccharose (Bradbeer et Stumpf, 1960). Dans les graines en germination de cette espéce, la
premiére étape de mobilisation des triglycérides est leur hydrolyse en acide gras et en
glycérol. Ce dernier est converti par la voie de la gluconéogenese en saccharose (Hutton et

Stumpf, 1969; Huang, 1975).

Les différentes enzymes responsables de cette voie spécifique de synthese du
saccharose (fig. 3) ont été mises en évidence dans 'albumen de Ricinus communis et dans

les cotylédons d’Arachis hypogea L. (Huang 1975).

v'La voie de la lipogenése

Le glycérol triti€ s’oriente dans la voie de synthése de novo a partir de glycérol 3-
phosphate et en quatre heures il est totalement incorporé dans les diglycérides des embryons
de Brassica napus (Perry et Harwood, 1993). Weber et Taylor (1990) décrivent également
cette voie de biosynthése des triacyl glycérols dans des cultures cellulaires de plantes

oléagineuses.

II1.Le glycérol et ’embryogenese somatique

A.La stimulation de ’embryogenése par le glycérol

Le glycérol stimule ’embryogenese somatique chez le Cifrus et cette embryogenése
est indirecte a partir de cals capables de croitre sur du glycérol comme seule source
carbonée. Cette capacité est un phénomene général et commun chez bon nombre d’espéces
de Citrus (Ben Hayyim et Kochba, 1982). Au contraire des cellules de Saccharum
officinarum (Maretzki et Thom, 1978), des cals d’orange croissent immédiatement sur des
milieux additionnés de glycérol. Si la plupart des cultivars de Citrus nécessite un transfert

sur un milieu sans glycérol pour une complete régénération des plantes, quelques cultivars
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peuvent toutefois régénérer directement sur le milieu d’induction avec glycérol (Vardi et al.,

1982a et b).

La stimulation de I’embryogenese somatique par le glycérol est un procédé rapide en
comparaison avec les autres traitements appliqués sur les cals de Citrus (Kochba et Spiegel-
Roy, 1977; Kochba et al. 1978, 1982). Alors que les effets des sucres, de I’acide abscissique
ou des inhibiteurs de synthése de l'acide gibbérellique, sont révélés apreés 10 semaines
d’incubation, I'effet du glycérol est visible au bout de 3 semaines et les embryons peuvent
étre obtenus sur milieu solide ou liquide (Ben Hayyim et Neumann, 1983). Dans des cals
issus du nucelle et sur des ovules d’orange, le glycérol stimule l'embryogenése et permet
méme de doubler la production des embryons somatiques (Deng et al., 1990 ; Starrantino et

Caponnetto, 1991 ; Vu et al., 1993).

Selon les différents auteurs, la capacité des cals de Citrus a produire des embryons
serait liée aux propriétés particulieres du plasmalemme a transporter le glycérol dans la
cellule et 2 modifier la balance intra-cellulaire carbonée qui serait a |’origine du processus

de dédifférenciation des cellules et de la mise en place des cellules embryogenes.

B.Inhibition de ’embryogenése somatique par le glycérol

Chez Medicago sativa L. le glycérol inhibe I’embryogenese somatique (Strickland et
al., 1987).

Deux lignées cellulaires de Datura metel sont capables d'utiliser le glycérol et
lapplication de ce dernier sur les cals augmente l'embryogen¢se. En revanche,
I'embryogencse haploide, lors de la culture d'antheres, est totalement ou partiellement
inhibée par le glycérol et dans ce dernier cas les embryons sont mal formés (Babbar et

Gupta, 1986).
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C.Synchronisation de I’embryogenése somatique par le glycérol

Chez Daucus carota, un prétraitement de courte durée (45 min) par du saccharose
ou du sorbitol 1 M provoque la synchronisation des divisions des cellules en culture;
I'utilisation du glycérol permet également la plasmolyse des cellules mais son effet sur la
synchronisation des divisions cellulaires n'est pas mentionné (Wetherell, 1984).

Le glycérol, par comparaison avec le saccharose, permet une relative
synchronisation des divisions cellulaires sur des cultivars de Citrus (Gavish et al., 1988 et

1991).

Chez la chicorée une synchronisation de l'induction a été obtenue sur des fragments
foliaires incubés dans un milieu de base enrichi en glycérol (330 mM) (Robatche-Claive et
al., 1992). Dans de telles conditions, la premicre division des cellules embryogenes est
bloquée et les embryons ne se développent qu'apres un transfert des explants sur un milieu

dépourvu de glycérol, le saccharose constituant alors la seule source carbonée.

36



Materiel et Méthodes



Résultats

Partie I



Matériel et Méthodes

Matériel et méthodes

I.Le matériel végétal

La position systématique de la chicorée est la suivante :
- Embranchement des Spermaphytes
- Division des Magnoliophyta
- Classe des Magnoliopsida
- Sous-classe des Asteridae
- Ordre des Astérales
- Famille des Astéracées

- Genre Cichorium

On distingue trois especes : intybus, endivia et spinosum. Seules les deux premiéres
especes sont utilisées pour leurs caractéres agronomiques (Boulineau ez al., 1994). Chez
Cichorium intybus, 2 sous-especes peuvent étre distinguées : C. intybus var. sativum, qui
comprend notamment la chicorée industrielle (cv. Magdebourg) et C. intybus var. foliosum
qui correspond aux chicorées a feuilles, telle, la chicorée de Bruxelles (cv. Witloof). Le
Cichorium endivia a permis de sélectionner entre autres les scaroles (C.endivia var.

latifolia) ou les chicorées frisées (C. endivia var. crispa).

Au cours de cette étude concernant I’embryogenese, nous avons travaillé sur un
clone provenant de I'hybride “474” qui résulte d'un croisement: C. intybus var. sativum
cv. Magdebourg X C. endivia var. Latifolia. Nous avons également utilisé la variété Flash
de C. intybus var. foliosum comme témoin non embryogeéne dans les conditions de culture

imposées habituellement a I’hybride “474”.
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Milieux de culture
Composés M17S60Gly330| M17S60 M17S845 Heller S15  [Heller gélosé S15
(pour 1 litre) | (pour 1 litre) | (pour 1 litre) | (pour 1 litre) | (pour 1 litre)
macroéléments:
solution stock 10 X concentré 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
microéléments de Heller ImL ImL ImL ImL ImL
glutamine 250 mg 250 mg 250 mg
vitamines (M et W) 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
inositol 100 mg 100 mg 100 mg 500 mg 500 mg
2-iP 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg
ANA 0,02 mg 0,02 mg 0,02 mg
KH>PO4 85 mg 85 mg 85 mg
Fe-EDTA 19,5 mg 19,5 mg 19,5 mg 19,5 mg 19,5 mg
saccharose 20g 20g 15¢g 5g S5g
glycérol 24 mL
agar 6g
Solutions Stock Macroélements x10 M17 Heller
mg/L:
MgSO4, TH20 1850 2500
CaClp, 2H20O 2200
NH4NO3 8250
KCl 7500 7500
CaClp, 2H20 750
NaNO3 6000
NaHpPO4 1080
Microéléments Heller (1953) mg/L.:
ZnSO4, TH2O 1
H3BO4 1
MnSO4 0,075
CuSO4, SH2O 0,03
AlCl3 0,03
NiClp, 6H0 0,01
KI 0,01
Vitamines de Morel et Wetmore (1951) mg/L:
Pantothénate de Ca 1
Thiamine i
Acide Nicotinique 1
Pyridoxine 1
Biotine 0,01

Tableau 2: Composition des milieux de culture et des solutions méres pour les milieux M17 et

Heller, les concentrations sont mentionnées en mM pour le saccharose (S15, $45, S60) et le glycérol

(Gly330).
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II. Techniques de culture in vitro
A.Le milieu de base M17

Toutes nos expériences sur I’embryogenese somatique du Cichorium sont réalisées
sur un milieu de base M17, correspondant au milieu de Murashige et Skoog (1962)
modifié et dilué au demi (Tableau 2). Ce milieu contient 10,1 mM de chlorure de
potassium (KCI) au lieu du nitrate de potassium (KNO3), les microéléments de Heller
(1953), les vitamines de Morel et Wetmore (1951) (Tableau 2), 5.10° M de Fe-EDTA, 1,7
mM de glutamine, 60 mM (20 g L-1) de saccharose, 10-7 M d’ANA et 2,5.10-6 M de 2iP.

Le pH est ajusté a 5,5 avant passage a I’autoclave (20 minutes a 110°C).

B. Production du clone 474" de chicorée

Des plantules de ’hybride “474” se développent a partir d’embryons directement
issus de styles (Dubois et al., 1988). Chaque année, afin de maintenir la conformité du
clone, des plantes sont acclimatées et de nouveaux lots de styles sont prélevés sur les
boutons floraux avant [’anthése et placés dans les conditions d’induction de
I’embryogenese précédemment décrites. La nouvelle population clonale issue de cette

culture sera utilisée pour la régénération in vitro pendant un an.

C. Multiplication des vitroplants par embryogenése somatique a partir de

racines

Les racines sont cultivées sur milieu de base M17 contenant 45 mM (15 g LJ) de
saccharose, a I'obscurité, a 35°C et sous agitation (agitateur Gehrardt, 70 rpm). Aprés une
dizaine de jour, les embryons somatiques, encore fixés aux fragments racinaires sont
ensuite transférés sur une solution minérale de Heller (Tableau 2) contenant 15 mM de
saccharose pendant 5 jours & la lumiére, a 20°C et sous agitation (Dubois et al. 1990). Les
embryons somatiques les plus développés sont alors repiqués d’abord en boites de Pétri,
puis dans des tubes sur une solution minérale de Heller gélosée (6 g L' d’ Agar) contenant

15 mM de saccharose. La conversion des embryons somatiques en plantules s’effectue en

39



Matériel et Méthodes

chambre climatisée (photopériode 12h de lumiére a 24°C/12h d’obscurité a 20°C) et dure
de 1 a 2 mois (figure 5).

Feuilles destinées
aux expériences

Vitroplants de / Induction des embryons

Cichorium"414" en milieu liquide agité

M 17 S 45.

Mise en culture
des racines “j\_li
{ @) 10 jours 3

T'obscurité.

Expression et développement
des embryons en milicu

Développement
des plantes 1 4

2 mois. liquide agité Heller S15
345 jours
- 4 Ia lumitre
546 jours
4 la lumitre
Repiquage des plantules Développement des plantules
en tube sur Heller S15. U sur milieu solide Heller S15.

Figure 5 : Embryogenése somatique a partir de racines de chicorée hybride “474”. Dubois et
al, 1990.

D. Embryogenése somatique a partir des tissus foliaires
1. Mise en culture des fragments foliaires (Dubois ef al, 1991).

Les feuilles prélevées sur les vitroplants 4gés de 6 semaines sont découpées en 3
fragments (basal, médian et apical) d’environ 2 cm? de surface. Ces derniers sont répartis
dans des erlenmeyers (50 mL) différents afin de minimiser la variabilité intra et inter
plantes. Ainsi chaque erlenmeyer contient 3 fragments provenant de feuilles et de plantes

différentes (figure 6). Les erlenmeyers sont obturés par des bouchons en cellulose pressée.
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Prélévement des fragments foliaires
1 2 3 sur des vitroplants agés de 6 semaines

Ap.1
Me.1
Ba.l

Répartition des fra mm\—’Y\—/

foliaires dans les fioles.

Ap.1+Me.2+Ba.3 Ap.2tMe3+Ba.l Ap.3+Me.1+Ba.2

Figure 6 : Mise en culture des fragments foliaires de chicorée. Dubois et al, 1991.

2. Les deux phases de la culture embryogene

Deux phases de cultures sont utilisées pour ’obtention de ces embryons (figure 7):

une phase d’induction suivie d’une seconde phase durant laquelle les embryons somatiques

se différencient.

Transfert

Induction Expression

M17560Gly330 M17560
|

| I I ! [ | [ |

0 5 12 jours

Figure 7 : Les deux phases de la culture embryogéne des tissus foliaires de chicorée .
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— La phase d’induction des embryons somatiques

Les fragments sont cultivés dans 20 mL de milieu de M17 contenant 60 mM de
saccharose et 330 mM de glycérol ajouté aprés filtration stérile (M17S60Gly330).
L’addition de glycérol permet d’obtenir le blocage de la premiere division des cellules
embryogenes (Robatche-Claive et al., 1992).

La culture dure 5 jours a I’obscurité, a 35°C et en milieu liquide agité.

— La phase d’expression des embryons somatiques

Au cinqui¢me jour de culture, les fragments foliaires sont transférés sur un milieu
M17 dépourvu de glycérol mais contenant 60 mM de saccharose (M17S60). La culture se
poursuit pendant 7 jours dans les mémes conditions que précédemment, a I’obscurité, a

35°C et sous agitation.

E. Milieux et conditions modifiés

Afin de déterminer I'influence du glycérol sur I’embryogenése somatique, nous
avons remplacé le saccharose 60 mM par du glycérol en concentration équimolaire a
différents moments de la culture: au cours de la phase d’induction, au cours de la phase

d'expression ou au cours des deux phases a la fois.

IIL.Techniques de cytologie

A.Coupes en paraffine

1.Fixation, déshydratation et inclusion du matériel

Les échantillons a analyser sont prélevés et fixés dans du F.A.A. (formol/acide
acétique/alcool 50%; 3,5/6,5/100, V/V). Dans chaque expérience un fragment destiné au
comptage des embryons est fixé de la méme maniére.

Les échantillons sont déshydratés progressivement dans des bains d’éthanol de
force croissante (50% jusqu’a 90%), plongés une nuit dans I’éthanol & 95% et ensuite, 3

heures dans ’éthanol absolu.
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Ces fragments sont alors immergés dans un mélange xyleéne/éthanol absolu (1/1)
puis dans du xyléne puis dans du xylene/paraffine (1/1), avant, d’étre plongés une nuit

dans la paraffine a 54°C. L’inclusion définitive est réalisée dans de la paraffine pour

histologie MERCK® 2 température ambiante. Les fragments sont positionnés a plat dans

le fond du moule, la nervure centrale orientée selon la longueur du bloc de paraffine.
2.Coupes au microtome

Les blocs sont débités dans le sens de la longueur sur un microtome (Jung et
Heidelberg) de maniere a obtenir des coupes transversales de 10 pm d’épaisseur. Des

rubans de 7 coupes sont collés sur des lames par une solution de gélatine en plaque (1

cm2/20 mL d’eau distillée).

3.Coloration fast-green / safranine

Le déparaffinage se fait dans du xyléne pendant 2 heures puis les coupes sont
réhydratées par trempages successifs dans 2 bains d’éthanol 100% et 95% puis, dans des

bains d’éthanol 70% et 50%. Les lames sont alors plongées pendant 24 heures dans de la

safranine (10 g L-1 de safranine dans de I’éthanol 50%) et a nouveau déshydratées par
trempage dans de I’éthanol 50%, 70%, 95% et 100%. Elles sont colorées par passage
rapide dans une solution hydroalcoolique de fast-green (2 g L' de fast-green dans de
I’éthanol absolu) puis successivement ringées dans 2 bains d’éthanol absolu et 2 bains de
xyléne. Le montage se fait entre lame et lamelle dans du baume du Canada. La safranine
colore les noyaux et les embryons en rouge, tandis que le fast-green colore la cellulose des

parois en bleu-vert.

B.Coupes semi-fines
1.Fixation, déshydratation, et inclusion

Les échantillons a analyser sont prélevés et fixés durant 2 heures a température
ambiante. Le fixateur est constitué de paraformaldéhyde 3%, piperazine-N,N’-bis (2-
ethanesulfonic acid) (PIPES) 0,1 M, glutaraldehyde 1%. La premiere heure de fixation a

lieu sous vide. Les fragments sont lavés dans du PIPES 0,1 M 24°C, 3 fois une heure.
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Les échantillons sont déshydratés a température ambiante dans une série de bains d’éthanol
de concentration croissante : 30%t 50° a 4°C, 70°, 80°, 90°, 95° pendant 20 minutes
chaque fois, puis 2 fois 1 heure dans I'éthanol absolu. Les échantillons sont ensuite
imprégnés par un mélange d’éthanol absolu/London Resin White (LRW) (50/50, v/v)
pendant 2 heures puis par de la LRW pure pendant 2 fois 2 heures. L’inclusion est réalisée
a température ambiante avec de la LRW. Les moules sont refermés aussitdt que

I’échantillon est en place. La polymérisation est compléte en 12 heures a 50°C.

2.Confection des coupes semi-fines

Les coupes sont réalisées sur un microtome Leica R2065. D’une épaisseur de 1 um,
elles sont confectionnées avec un couteau de verre sec, récupérées dans I’eau et déposées
sur un ménisque d’eau. Les lames histologiques sont ensuite séchées sur une platine
chauffante a 50°C.

3.Colorations et montage

Les coupes semi-fines sont colorées 30 secondes dans une solution de bleu de
toluidine (1% p/v dans une solution de carbonate de sodium 2,5%). Apreés rincage, la
coloration est régressée a l’eau distillée jusqu’a décoloration complete de la résine. Les
lames histologiques sont séchées a 1’air comprimé, puis montées dans une résine

synthétique de montage (Eukitt).

C.Coloration des noyaux et immunomarquage

Dans le cadre de I’étude de I'organisation du cytosquelette, nous avons utilisée une
technique d’immunocytologie.

Les fragments foliaires sont prélevés au jour 4, découpés en piece de 3 x 1 mm, puis
fixés pendant 1 h dans du tampon PBS (Na,HPO, 16 mM, Na H,PO4 4mM, NaCl 150
mM ; pH 7,2 ou 5,5 pour les enzymes) additionné de 3,7 % de paraformaldéhyde (PFA).
Apres trois rincages de 10 min dans du PBS, les fragments subissent deux digestions
successives avec 0,15 % de pectinase (Caylase® 345, Cayla, Toulouse), pendant 1 h a
37°C et sous agitation puis par 0,5 % de cellulase (Caylase® 345, Cayla, Toulouse), dans

les mémes conditions. Ces enzymes sont préalablement diluées dans du PBS pH 5,5.
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L’immunomarquage est réalisé a l'aide d’anticorps dirigé contre les o-tubulines
(Amersham). Les tissus digérés subissent un ringage bref dans le PBS et sont ensuite
incubés dans du PBS contenant I’anticorps dilué (1:2000) pendant 3 h a température
ambiante. Les tissus sont ensuite ringés 3 fois dans du PBS, puis mis en contact avec
I’anticorps secondaire couplé a une molécule révélatrice, la fluorescéine isothiocyanate
(FITC). L’observation se fait avec un microscope Olympus BH-12 muni du filtre
d’excitation a 405 nm sous UV. Les observations se font a I’obscurité. Les noyaux sont

mis en évidence par une coloration au DAPI.
IV.Techniques de chromatographie

A.Dosage des glucides par chromatographie liquide haute performance
(CPLH)

1.Extraction des glucides

— Des explantats foliaires

Les explants foliaires sont prélevés chaque jour au cours des 12 jours de culture. Le
milieu présent sur les tissus est éliminé par de l'eau distillée. Les fragments sont alors

séchés sur papier filtre et leur masse de matiere fraiche est déterminée.

Les fragments foliaires sont broyés dans un appareil de Potter en présence de 2 mL
d'éthanol & 95% a température ambiante. Le broyat est centrifugé pendant 10 minutes a
30000 g. Le surnageant contenant les glucides alcoolo solubles est prélevé puis transvasé
dans un ballon d'évaporation; le culot est remis en suspension dans 0,5 mL d'éthanol pour
étre centrifugé dans les mémes conditions que précédemment. Les surnageants sont
évaporés sous vide a 45° C; l'extrait désséché est repris par 0,5 mL d'une solution de
sorbitol 2 mg L. L'ajout de charbon actif permet d'éliminer les pigments chlorophylliens

qui subsistent dans la solution aqueuse renfermant les glucides. Apres centrifugation le

surnageant limpide renferme les glucides a doser.
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— Du milieu de culture

Les glucides étant déja en solution dans le milieu de culture, le dosage des glucides

est directement effectué apres filtration.

2. Dosage des glucides

Les analyses qualitatives et quantitatives des glucides sont effectuées par

chromatographie liquide haute performance (CPLH) au moyen d'une colonne WATERS

SUGAR PAK 1. Clest une colonne & microparticules échangeuses de cations Ca2t. La
phase mobile est de l'eau bidistillée délivrée par une pompe quaternaire Spectra Physics
P4000. Les glucides sont détectés par un réfractomeétre différentiel (KNAUER) qui mesure
en continu la différence d'indice de réfraction entre les glucides et la phase mobile. Ce
réfractometre est couplé a un détecteur de radioactivité (Flo-one/Beta Radiomatic S00TR
Packard).

Le tracé des chromatogrammes et l'intégration des pics sont réalisés par un systéme
informatique (Logicel Flo-one/Data). Ce systéme informatique permet de contrdler

l'intégralité de la chaine CPLH.

Le débit de la phase mobile est fixé a 0,5 mL min! et la température de la colonne

est de 85°C.

Avant d'étre injectés, les extraits) sont filtrés sur filtres Millipore® (0,45 mm).

B.Utilisation de glycérol marqué

Le glycérol-'*C (Amersham) est marqué sur les trois atomes de carbone et présente
une activité spécifique de 5,59 GBq.rnmol'1 soit 57,9 MBq mg™. Le milieu d’induction
M17S60 est additionné de glycérol froid (2,3 %) et complété avec 3,31.10*mmol (1,85
MBq) de glycérol marqué.

Les glucides marqués sont détect€s par CPLH en méme temps que les sucres froids et sont

exprimés en DPM (désintégrations par minute).
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V. Etude par résonance magnétique nucléaire

A. Principe

Les isotopes de certains éléments (*'P, '*C) présentent un spin nucléaire dt au fait
qu’un électron, voire une particule atomique possede un moment cinétique (t) provoqué
par la rotation de la particule sur elle-méme. L’orientation de ces moments est aléatoire en
absence de champ magnétique, mais lorsqu’on leur applique un champ magnétique
uniforme By, ils s’orientent et tournent autour de By a la fréquence ay (figure 8A). Cette
fréquence dépend du rapport gyromagnétique () caractéristique de chaque noyau étudié.
Pour les noyaux 3P et 13C, le nombre de spin vaut Y2, la rotation autour de ’axe By (ou
précession de Larmor) peut donc étre parallele ou antiparallele a By (figure 8B). Ces deux
positions correspondent a des niveaux d’énergie différents : AE = yh B¢/2n (h, constante

de Planck)(Figure 8C).

Le nombre de noyaux ayant I’énergie E;, (n*) est supérieur au nombre de noyaux
d’énergie E.;; () ; la loi de distribution de Boltzmann donne : n*/n = “**D (k, constante
de Boltzmann et T, température). La résultante de tous les moments magnétiques (M) se
trouve donc la méme direction et le méme sens que By (figure 8B).

L’expérimentation en RMN consiste a appliquer & ce systéme une excitation de
quelques us par un champ magnétique B;, provoquant ainsi la transition des spins
nucléaires entre les deux niveaux d’énergie. Ainsi, I’aimantation macroscopique My, subit
une rotation d’angle i (avec 1 = v.By.7; 1, durée d’excitation ; figure 8D). La relaxation
dure quelques millisecondes et correspond a un retour a la normale d & la suppression de
B,. L’aimantation M revient a sa position initiale en décrivant un mouvement de rotation.
La projection de M dans le plan xOy varie et engendre un ‘“signal de précession libre”

enregistré par la bobine (figure 8E).
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Figure 8 : Influence d’un champ B, sur les spins nucléaires et effets de I’application d’un

champ B, sur Paimantation M. FID : Free Induction Decay. (D’aprés Aubert, 1995).

B. Traitement du signal
— Cas d’une seule résonance
Le signal de précession du temps précédemment évoqué est une fonction du temps :
f(t) = e(-t/Tz*)'COS oot avec 1/T 2* = 1/T5 + v.AB ; (AB représente I'inhomogénéité du champ). Le

signal est traité par la transformation de Fourier, qui permet la transformation de 1’échelle

de temps en échelle de fréquence. On obtient ainsi un pic de résonance.
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— Cas de plusieurs résonances

La fréquence de résonance (v) dépend du type de noyau étudié, mais elle varie
également en fonction de ’environnement électronique au sein des molécules. Le glycérol,
par exemple, ne donnera pas trois raies mais deux pics de résonance. Les atomes C; et C;
ont le méme environnement et leurs signaux sont superposés (pic de hauteur double).
Chaque pic est caractérisé par son déplacement chimique & (en ppm, partie par millions).

0= (VVep). 10% Vet (Vrer, fréquence d’une molécule de référence).
— Les couplages spin-spin

Dans le spectre d’une molécule, la résonance correspondant a un noyau n’apparait
pas toujours sous la forme d’un seul pic (singulet). Elle peut étre divisée en plusieurs
composantes et donne un multiplet. Cet effet résulte d’interactions spin-spin entre noyaux
proches au sein d’une méme molécule. Si les atomes sont de méme nature, les noyaux
subissent I’influence des noyaux voisins et ceci se traduit par un doublet ou un multiplet.
Les noyaux peuvent interagir avec des noyaux de nature différente. Pour pallier la

multiplication des multiplets I’expérimentateur effectue un découplage.
— Appareillage

L’ appareil utilisé est un spectrométre BRUKER AM 400 NB (fréquence de
résonance du proton 400 MHz). Des solénoides supraconducteurs produisent un champ By
de 9.4 Teslas. L’ensemble est relié a un ordinateur pour le traitement des données.

Les conditions d’utilisation de I’appareil sont les suivantes : les noyaux étudiés sont
le BCetle?'P, les fréquences d’excitation sont respectivement 100,6 et161,9 MHz, I’angle
i=60° et les durées d’excitation sont de 18 et 10 us, avec des délais respectifs de 4 et 1,8 s.
Les puissances de découplage sont de 2,5 W pendant I’acquisition et 0,4 W pendant le
délai pour le ®C et 1 et 0,4 W pour le *'P. ‘Les molécules de références sont
I’héxaméthylsilane en RMN au C (8 = 2,7 ppm) et P’acide méthylene diphosphonique
pour la RMN au’'P (8 = 16,38 ppm a pH 8,9).
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— Préparation des extraits

Les fragments foliaires de chicorée (8 g de maticre fraiche) sont congelés dans
I’azote liquide et réduits en poudre dans un mortier en présence d’acide perchlorique (70 %
V/V). Une fois décongelé, I’extrait est centrifugé (10000 g, 10 min) afin d’éliminer le
perchlorate de potassium. Le surnageant est lyophilis€ et repris dans 2,5 mL d’eau
contenant 10 % D,O. L’extrait est neutralisé a pH 7 (avec KOH) en présence de CDTA
1mM pour I’étude en RMN au BCoua pH 7,5 (avec KOH) en présence de CDTA 60 mM
pour I’étude en RMN au 3p,

V1. Analyse des protéines

A. Extraction des protéines

1. Protéines tissulaires

L'extraction des protéines est réalisée selon le protocole décrit par Boyer et al.
(1993). Aprés broyage dans un mortier, en présence d’azote liquide, le matériel végétal est
repris dans 2 mL de tampon de précipitation des protéines préconisé par Zivy (1986)(acide
trichloroacétique (TCA) 10% (p/v), B-mercaptoéthanol 0,07% (v/v) dans I’acétone froid).
Les protéines sont précipitées a -20°C pendant 45 minutes et I’extrait est centrifugé (30000
g, 20 minutes, 4°C). Afin d’éliminer I’excés de TCA, le culot est repris dans 2 mL de [3-
mercaptoéthanol 0,07% (v/v) dans de lacétone froid, puis homogénéisé et remis a
précipiter a -20°C pendant 45 minutes.

Apres centrifugation (30000 g, 20 minutes, 4°C) l'opération précédente est
renouvelée mais cette fois les protéines sont précipitées 12 heures a -20°C. Une nouvelle
centrifugation permet d'‘éliminer le surnageant, le culot est séché sous une hotte afin
d’évaporer I’acétone résiduel.

Le culot protéique est placé pendant deux heures dans du tampon de solubilisation
‘UKS’ (tableau 3) a raison de 60 pl mg™de matiere séche. une centrifugation (30000 g, 20
minutes, 20°C) permet de recueillir les protéines dans le surnageant. Elles sont alors

aliquotées et conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation en électrophorese.
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Composés Quantité
SDS 0,625 ¢
K,CO; 0,345 ¢
Ampholines Bio-Rad pH: 3 2 10 1 mL
Triton X100 1 mL
Urée ' 285¢g
DTT 0,25¢g
H,0 g.s.p. 50 mL

Tableau 3: Composition du tampon de solubilisation UKS (Zivy, 1986)

2. Protéines extracellulaires

Les milieux de cultures sont passés sur un filtre Millipore de 0,22 pum, dialysés
pendant au moins 72 heures (membrane Spectrapore, coupure 3500 Da) contre de I’eau
distillée afin d’éliminer les sucres puis lyophilisés. Les protéines sont reprises dans I’eau et
précipitées par un mélange acétone / -mercaptoéthanol 0,07% (v/v) dans la proportion de
1 volume d’eau pour 5 volumes pendant une nuit & -20°C. Apres centrifugation (30000 g,
20 minutes, 4°C), opération précédente est renouvelée mais cette fois les protéines sont
précipitées 2 heures a -20°C. Apres une nouvelle centrifugation, le culot est séché sous une
hotte afin d’évaporer I'acétone résiduel. Le culot est repris dans un tampon Tris-HCl
62,5mM (pH 6,8) contenant 2% (p/v) de SDS, 20% (v/v) de glycérol, du DTT a 100mM.

Les échantillons sont ensuite conservés a -70°C,

B. Dosage

Un dosage spectrophotométrique est réalisé a I’aide du kit Bio-Rad DC (Protein
assay).
Ainsi, 2 pl d’extrait sont précipités dans 1 mL d’acétone pendant 1 heure & -20°C puis
centrifugés a 4°C, 30000g, pendant 20 minutes. Le culot protéique est séché sous une hotte
aspirante. Une gamme étalon est réalisée en parallele avec de la SAB (Sérum Albumine

Bovine). La coloration se développe pendant 15 minutes et la DO est mesurée a 750 nm.
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C. Electrophorese bidimensionnelle

Cette technique permet de séparer les protéines en fonction de 2 paramétres
indépendants:
- la charge électrique au cours de la focalisation €lectrique des protéines IEF

- la masse moléculaire au cours de la migration en gel SDS.

<

Principe de I’électrophorese bidimensionnelle

1. Electrophorése de premiére dimension ou isoélectrofocalisation (IEF)

Elle géneére un gradient de pH dans un support d’acrylamide en soumettant des
ampholytes (molécules renfermant un grand nombre de résidus polyamino-
polycarboxyliques) a un champ électrique. Sous I’action du courant électrique, une
protéine migrera dans ce gradient jusqu'a sa position d’équilibre ou sa charge nette
s’annule. Cette position correspond a son point isoélectrique (pl).

L’isofocalisation est réalisée en gels cylindriques préparés dans des tubes de verre de 1,5
mm de diametre interne. Ces tubes sont placés dans une éprouvette dans laquelle on ajoute
la solution d’acrylamide (Tableau 4). Le remplissage des tubes s’effectue par capillarité en
complétant I’éprouvette avec de I’eau.

Apres 1 heure de polymérisation, 12 tubes sont montés dans le systeme d’électrophorese
Bio-Rad (Modele 175 Tube Cell). Le haut des gels est complété par 20 pL. de tampon de
solubilisation (Tableau 3), puis 20 puL de tampon de solubilisation dilué au demi.

Les solutions d’électrodes sont de ’acide ortho-phosphorique 10 mM a I’anode et de la

soude 20 mM a la cathode. Afin d’éliminer le CO, préjudiciable a la formation du gradient,

la solution de NaOH est dégazée pendant 45 minutes.
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Une préfocalisation d’une heure est réalis€ée pour permettre 1’établissement du gradient de
pH dans le gel (1200V, 300mA, 3W). Ensuite les échantillons protéiques auxquels auront
été rajoutés 5 pl de bleu de bromophénol, sont déposés.

L’isoélectrofocalisation est effectuée avec les mémes parametres que la préfocalisation
pendant 17 heures. La séparation est termin€e en soumettant les gels & une tension de
1500V, pendant 30 minutes.

Aprés migration, les gels sont démoulés, puis stockés a -80°C dans 500 pL de tampon
d’équilibration (Tris-HC1 0,5M pH 6,8 - SDS 2,3% p/v) additionné de 50 puL d’une
solution de bleu de bromophénol (0,05% p/v).

Composés Premiére dimension (IEF)
Urée 10g
Eau bidistillée 6 mL
Acrylamide (29,2%) PDA (0,8%) 2,5mL
Ampholines Bio-Rad pH 3 4 10 900 uL
Ampholines Bio-Rad pHS5 a7 100 uL
Triton X100 (10%) 2 mL
APS (10%) (p/v) 40 uLL
Témed 20 uL.

Tableau 4: Composition des gels de premiére dimension.

2. Electrophorese de deuxiéme dimension

Le SDS se fixe sur les chaines polypeptidiques des protéines et leur confére la
méme charge électrique négative. De ce fait, on Iutilise pour séparer les protéines en
fonction de leur masse moléculaire.

Aprés confection du gel de séparation a 12,5% (Tableau 5), celui-ci est coulé entre 2
plaques de verre de 180 x 160 mm espacées de 1,5 mm. On dépose ensuite délicatement le
gel d’IEF au sommet de la trame d’acrylamide. La migration s’effectue dans les cuves Bio-
Rad Protean II. Les plaques sont fixées sur leur support, puis I’ensemble est placé dans la
cuve contenant le tampon de migration de Laemmli (1970)modifié par Hochstrasser et al.
(1988). Sa composition est la suivante : Tris 6 g.17'; glycine 28,8 g L' ; SDS 1 g L' La

migration s’effectue a 350V, le voltage étant limitant.
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Composés Quantité pour 2 gels
deuxieme dimension (12,5%)
Eau bidistillée 19,1 mL
Acrylamide (29,2%) PDA (0,8%) 25mL
Tris HC1 1,5M pH 8,8 15mL
APS (10% p/v) 300 uL
Temed 30 uL

Tableau 5 : Composition des gels de deuxiéme dimension.

Lorsque le front de migration (bleu de bromophénol) est arrivé a I’extrémité des plaques,
les gels sont démoulés et placés au moins une heure dans 200 mL d’un mélange éthanol
50% - acide acétique 12% (v/v) additionné de 100 pL de formaldéhyde. Ce traitement

permet la précipitation des protéines dans le gel ce qui les rend insolubles.

3. Révélation argentique des protéines

Les protéines sont révélées par coloration argentique selon la méthode de Blum et
al. (1987). Le protocole détaillé dans le tableau 6 comprend 3 €tapes principales :

o Prétraitement du gel par le thiosulfate : il permet la réduction des protéines
et donc ’amélioration de la sensibilité et du contraste de la coloration.

» Imprégnation argentique : elle permet la formation des complexes
protéines-nitrate d’argent qui sont indissociables contrairement a ceux formés entre
I’argent et la matrice d’acrylamide. L.’addition de formaldéhyde est indispensable pour le
contraste et la sensibilité de la coloration.

» Révélation argentique : elle est en fait amorcée par un faible volume de

révélateur qui est remplacé ensuite par le reste du méme produit.

4. Séchage des gels

Deux feuilles de cellophane, ainsi que le gel, sont placés en agitation douce dans
une solution de glycérol (5% viv) pendant 5 minutes. Ce traitement évite de casser les gels
lors du séchage. Le gel est ensuite positionné entre les deux feuilles dans un sécheur de
gels (Modele 543 Gel Dryer Bio-Rad), en prenant soin d’éliminer les bulles d’air. Le

séchage sous vide dure deux heures a 80°C.
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Etapes Solutions Durée du traitement
Fixation - éthanol 50 % (v/v)

- acide acétique 12 % (v/v) 1 heure minimum

- formaldéhyde & 37 % (0,5 mL/L)
Ringages - éthanol 50 % 3 x 20 minutes
Prétraitement - Na25203, 5H20 0,2 g/L) 1 minute
Rincages - HyO distillée 3 x 20 secondes
Imprégnation - AgNO3 (1 g/L)

- formaldéhyde & 37 % (0,75 mL/L) 20 minutes
Ringages - HyO distillée 2 x 20 secondes
Révélation NayCO; @0 gL L

-Na,$,03 SHyO (4mg/l) ": 3 minutes

- formaldéhyde (37 %) (0,5 mL/L)
Ringages - HyO distillée 3 x 20 secondes
Arrét de la révélation - acide acétique 12 % (v/v) 10 minutes

- éthanol 50 %

Tableau 6: Révélation des protéines par coloration argentique, d’aprés Blum et al., (1987).

5. Révélation des protéines au bleu de Coomassie

Les protéines sont révélées au bleu de Coomassie (Tableau 7), ce qui permet leur

utilisation en vue du séquengage.

Etapes

Solutions

Durée du traitement

Fixation - coloration

bleu de Coomassie 0,25% (p/v)
100 mL éthanol 96%
100 mL acide acétique 10%

12 heures

Décoloration

100 mL éthanol 96%
150 mL acide acétique 5%

2 x 30 minutes

75 mL éthanol 96% 2 x 30 minutes
175 mL acide acétique 5%
50 mL éthanol 96% 2 x 30 minutes

200 mL acide acétique 5%

Tableau 7: Révélation des protéines au bleu de Coomassie
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6. Electrophorese monodimensionnelle

Cette technique permet de séparer les protéines uniquement en fonction de leur
masse moléculaire. La composition des gels est donnée dans le tableau 8. La quantité de
protéines déposées est de 3 g pour une révélation argentique et de 15 pg pour un transfert

sur membrane.

Composés Quantité pour 4 gels Quantité pour 4 gels
de séparation de concentration

Eau bidistillée 7,64 mL 3,05 mL

Acrylamide (29,2%) PDA (0,8%) 10 mL 0,65 mL

Tris HCI 1,5M pH 8,8 6 mL

Tris HC1 0,5M pH 6,8 1,25 mL

APS (10% p/v) 120 uL 25 uL

Temed 12 uL Sul

Tableau 8: Composition des gels d’électrophorése monodimensionnelle

7. Immunodétection des protéines

a. Electrotransfert sur membrane

L’électrotransfert sur membrane de nitrocellulose permet de fixer les protéines

apres séparation et de révéler spécifiquement certaines d’entre elles par un anticorps ou
une lectine.
Apres migration, les gels monodimensionnels sont équilibrés 5 minutes dans le tampon
décrit par Towbin et al. (1979)(Tris 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 20% (v/v)). Le
transfert sur membrane de nitrocellulose est effectué a 100V pendant une heure & 4°C dans
le méme tampon. La membrane est ensuite saturée pendant une nuit dans le tampon de
blocage (Tris HCI 50 mM ; NaCl 0,9% ; pH 7,4) additionné de polyvinylpyrrolidone (PVP
40) 2 2%.
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b. Révélation des protéines d’intérét

La révélation des protéines d’intérét a été réalisée & ’aide d’anticorps [anticorps
dirigés contre I’invertase (don du professeur Sturm, Bile, Suisse), anticorps dirigés contre
les tubulines o et B (Sigma), anticorps dirigé contre les LTP (don du professeur De Vries,
Wageningen, Pays-Bas)]. L’anticorps primaire dilué au 1/2000¢me, est hybridé 2 heures
dans un tampon: (Tris HCI 50 mM ; NaCl 09% ; pH 7,4) additionné de
polyvinylpyrrolidone (PVP 40) a 2% et de 0,1% de Triton 100. Les membranes subissent
ensuite 3 rincages de 10 minutes dans le méme tampon. L’anticorps secondaire couplé a la
phosphatase alcaline est ensuite appliqué dilué au 1/2000eme dans les m€mes conditions
que I'anticorps primaire. Aprés deux heures d’hybridation, la membrane est a nouveau
rincée 3 fois pour éliminer completement I’anticorps secondaire non lié. L’activité de la
phosphatase alcaline est révélée par le systtme NBT-BCIP dont les éléments sont les
suivants :

- para nitro blue tetrazolium chloride (NBT) & raison de 30 mg dans 1 mL de
diméthyl formamide (DMF) a 70% pour 100 mL de tampon carbonate pH 9,8 (40 mM
NaCOj3, 1 mM MgCl,),

- 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 2 1’obscurité.
La réaction est arrétée dans I'eau distillée pendant quelques minutes. La membrane est

ensuite séchée et conservée a I’obscurité.

8. Coloration des gels en vue du séquencage

Les gels sont colorés selon le protocole décrit par Choi et al. (1996). Les spots
correspondants aux protéines d’intéréts sont excisés du gel et conservés a -20°C. Le reste
du gel est fixé de facon a ce que les protéines non excisées soient mises en évidence par
révélation argentique. Cette méthode permet de s’assurer que les spots excisés

correspondent bien aux protéines d’intéréts destinées au séquengage.
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9. Caractérisation des protéines par MALDI-TV

Les spots ont ensuite été analysés en spectrométric de masse (MALDI-TV)
(Désorption -Ionisation par impact Laser Assistée par Matrice - Temps de Vol) aprés
digestion trypsique Cette partie du travail a fait ’objet d’une collaboration avec le Pr. H.
Hondermarck (Centre de Biologie Cellulaire, USTL) et le Dr J. Lemoine (UMR 111,
USTL). Les spectres obtenus ont été confrontés aux bases de données (SwissProt.r34,
NCBInr 9.4.97) par I’intermédiaire du logiciel MS-Fit développé par K. Clauser et P.
Baker du laboratoire de spectrométrie de masse de l'universit¢ de Californie a San
Francisco. Ce logiciel est accessible sur le serveur World Wide Web ExPaSy a I’adresse

URL suivante http://www.expasy.ch/www/tools.htmlL .

10. Analyse informatique des gels et des membranes

Les analyses des gels révél€s a I'argent, des autoradiographies et des membranes
aprés immuno-détection sont réalisées a partir d’une station de travail Sun Sparcstation 20.
Grice & un scanner (Sharp JX 330), les images sont numérisées et analysées avec le
logiciel 2-D Analyzer (Biolmage®) pour les électrophoréses bidimensionnelles et avec le
logiciel ~Whole Band Analyzer (Biolmage®) pour les électrophoréses
monodimensionnelles. Le profil densitométrique a été réalisé pour chaque piste et a permis

de déterminer la présence ou non d’une bande dans les cas litigieux.

D.Dosage enzymatique

1.Dosage de la glycérol kinase et de la NAD-glycérol 3 phosphate

déshydrogénase.

Toutes les étapes sont réalisées a 4°C. Les feuilles de chicorée sont prélevées (2 g),
broyées dans un mortier en présence d'azote liquide. La poudre est reprise dans un tampon
d'extraction (0,5 M de saccharose, ImM d'EDTA, 1mM MgCl,, 10 mM KCI, 5 mM de
dithiothréitol et 0,3 M TRIS-HCI, pH 7,5). Apres une centrifugation & 5000 g pendant 10
min pour éliminer les parois et les débris cellulaires, 'homogénat est centrifugé a 30000 g

pendant 30 min pour obtenir une fraction limpide destinée au dosage des enzymes.
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L'absorbance est mesurée a 366 nm sur un spectrophotométre double faisceau UVIKON
930 apres une incubation de 10 min a une température de 25 °C en présence de l'extrait

enzymatique.

L'activité de la glycérol kinase (EC 2.7.1.30) est mesurée dans un tampon MgCl,
(20,8 %)-hydrazine (1,5 %) - glycine (0,2 %), pH 9,8, contenant 0,02 M d'ATP, 0,075 M
de L-a-glycérol phosphate deshydrogénase (Sigma) et 0,1 M de glycérol (Kennedy, 1974,
Bublitz et Wieland, 1974).

L'activité de la NAD-glycérol 3 phosphate déshydrogénase (EC 1.1.1.8) est
mesurée par la méthode de Beisenherz et al. (1955) modifiée. Le tampon de dosage
consiste en 0,05 M de triéthanolamine-HCI, pH 9,8 contenant 0,1 M de NADH et 0,2 mM
de dihydroxyacétone phosphate.

2. Dosage des activités invertasiques

Ce protocole dérive de celui utilisé par Jorgensen et Andersen (1973) et Goupil et
al. (1988).
Les tissus foliaires sont broyés dans l'azote liquide a l'aide d'un micro pilon, en eppendorf.
L'homogénat obtenu est resuspendu dans un tampon acétate de sodium 15 mM, pH 4,5
pour les invertases acides et a pH 7,5, pour l'invertase neutre. Une centrifugation a2 5 000 g
pendant 10 min permet d'obtenir deux fractions. La fraction supérieure soluble contient les
invertases solubles acides (vacuolaires) et neutres (cytoplasmique) et la fraction inférieure
l'invertase acide et pariétale. L'échantillon a doser est incubé pendant 30 min a 30°C en
présence de saccharose 0,225 M. L'hydrolyse est bloquée en ajoutant successivement du
sulfate de zinc 5 % et de I'hydroxyde de baryum 0,3 N. Le sulfite de baryum formé est
éliminé par centrifugation pendant 5 min a 10 000 g. Le glucose est ensuite dosé par la
méthode colorimétrique GOD-POD (Glucose oxydase-peroxydase, Sigma). Enfin, la
réaction est stoppée en ajoutant de 'HCI 6 N aprés 10 min d'incubation a 30°C. La densité

optique est mesurée a 530 nm
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VII. Techniques de biologie moléculaire

A. Extraction des ARN totaux

Les fragments foliaires sont broyés en présence d’azote liquide, puis 5 mL de
tampon isothiocyanate de guanidium (GIT) (tableau 9) sont ajoutés & la poudre obtenue.
Lorsque I’ensemble redevient liquide, il est transféré dans un tube & centrifugation. Le
mortier est rincé avec 5 mL de tampon GIT. Les tubes sont équilibrés avec du GIT puis
centrifugés pendant 15 min., 15 000 g, a 4°C. Le surnageant est ajouté délicatement a 10
mL. de tampon chlorure de césium (CsCl) (tableau 10) dans les tubes a ultracentrifugation.
Les tubes sont équilibrés avec du GIT. Apres l'ultracentrifugation (21 heures, 20°C et
120000 g), le surnageant est €liminé a ’aide d’une pompe a eau et les tubes sont nettoy€s
avec du papier filtre imbibé d’alcool. Le culot d’ARN est resuspendu dans 300 pL
d’acétate de sodium 3 M pH 6 puis transféré dans un microtube auquel 750 pL d’éthanol
absolu est ajouté. Aprés une nuit a -20°C, une centrifugation (5 min., 10 000 g, 4°C) est
réalisée. Le surnageant est éliminé et le culot est rincé a I’éthanol 70°. Apres
centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot d’ARN est séché au Speed-Vac pendant
10 min. Celui-ci est ensuite resuspendu dans 300 pL d’H,O diméthylpyrocarbonate
(DMPC) puis congelé a -80°C.

4 extractions 50 mL

GIT 23,6325 g
Acétate de sodium 0,4175
3MpH6
B-mercaptoéthanol 0,4175 mL
H,0 traitée DMPC QSP 50 mL

Tableau 9 ; Composition du tampon GIT.

4 extractions 45 mL

CsCl 43,186 g
Acétate de sodium 0,373 mL
3MpH6
H,0 traitée DMPC QSP 45 mL

Tableau 10 : Composition du tampon chlorure césium

60



Matériel et Méthodes
B. Dosage

Pour le dosage spectrophotométrique, 3 pL de 1’échantillon sont dilués dans 297 pL
d’H,0 DMPC. Les longueurs d’onde varient de 220 nm a 300 nm. Les ARN absorbent a
260 nm.

C.Northern Blot

1.Electrophorése en gel d’agarose

Le matériel et les solutions utilisés doivent étre impérativement stérilisés ou traités
(DMPC ou H,0, ou SDS 20%). Aprés préparation d’un gel a 1,5% d’agarose celui-ci est
coulé sur une plaque en plexiglas puis des peignes sont installés. Lorsque le gel est
polymérisé, les peignes sont enlevés et le gel est placé dans un cuve contenant 1,5 L de
MOPS X 1 qui servira de tampon de migration. Les échantillons contiennent 20 ug d’ARN
et 10 pL de tampon de charge (tableau 11) sont dénaturés a 98°C pendant 5 minutes puis

déposés dans les puits du gel. La migration dure 5 heures a 120 V ou une nuit a 80 V.

Formamide 180 uL
MOPS 10 X 40 uL
Formaldéhyde 37% 65 uL
H,O 45 uL
BET 10 pL
Glycérol 30 uL
BBP saturé dans H,O SuL

Tableau 11 : Composition du tampon de charge.

2. Transfert sur membrane

En fin de migration, le gel est incubé dans deux bains de SSC X 10 pendant 20
minutes. Le gel est ensuite placé sur un pont en papier Whatman trempant dans du SSC X
10, une membrane Dupond est posée sur le gel puis des papiers filtres sur la membranes
pour favoriser le transfert des ARN du gel vers la membrane. Apres 12 heures de transfert

la membrane est placée entre deux papiers Whatman stériles puis fixée a 80°C pendant 2h.
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3.Marquage d’une sonde chaude

Les sondes hétérologues utilisées sont des ADNc insérés dans pBluescriptSKII+.
L’amplification des ADNc se fait par PCR (polymerase chain reaction). La sonde
correspondant & 50 ng de produit PCR dans 33 uL d’H,O est dénaturée pendant 10 minutes
a 100°C puis placée dans la glace. Le marquage est réalisé a ’aide du kit T7 Quick Prime
(Pharmacia), 10 uL de Mix reagent, 1 pL de T7 DNA polymérase (Kit Promega) et 4 uL
de P sont ajoutés 2 la sonde puis placés a 37°C pendant 45 minutes. La sonde est purifiée

a I’aide d’une colonne de Sephadex G50.
4.Hybridation

La membrane est imprégnée de SSC X 20 stérile avant la préhybridation permettant
I’élimination du bromure d’éthidium (BET). La préhybridation dure 2 heures & 42°C, la
membrane est roulée puis mise dans un tube a hybridation contenant 10 mL de tampon de
préhybridation (tableau 12) + 200 uL d’ADN de sperme de hareng (10 mg / mL) soniqué
et dénaturé 10 minutes a 100°C pour saturer la membrane. Le tampon de préhybridation est
éliminé puis remplacé par 10 mL de tampon d’hybridation (tableau 13), 200 uLL d’ADN de
sperme de hareng (10 mg / mL) soniqué et dénaturé 10 minutes & 100°C et la sonde
radioactive. L’hybridation dure une nuit a 42°C. La sonde peut étre récupérée dans un tube
de 50 mL de polypropylene et conservé a 4°C. La membrane est rincée avec 10 mL de
SSC X 6 + 0,1% SDS pendant 5 minutes a 42°C. Le ringage est renouvelé jusqu'a obtenir
une radioactivité inférieure a 10 cpm ; la membrane est alors exposée sur un film a -80°C.
LLa déshybridation de la membrane est réalisée dans du SDS 0,1% bouillant jusqu’a
refroidissement. La membrane humide est conservée dans du Saran et une feuille

d’aluminium.

20 X SSC 12,5 mL
Solution de Denhardt’s 100 X 2,5 mL
Phosphate de sodium 1 M 1 mL
SDS 10% 2,5mL
Formamide désionisée (4 %) 25 mL
H,O QSP 50 mL

Tableau 12 : Composition du tampon de préhybridation
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20 X SSC 12,5 mL
Solution de Denhardt’s 100 X 0,5 mL
Phosphate de sodium 1 M I mL
SDS 10% 2,5mL
Formamide désionisée (4 %) 25 mL
Dextran sulfate 10g
H,0 QSP 50 mL

Tableau 13 : Composition du tampon d’hybridation.

D.Technique de PCR.

La PCR (polymérase chain reaction), permet d’amplifier rapidement de maniére
exponentielle des séquences d’ADN comprises entre deux amorces. Pour un échantillon,
différents réactifs sont employés et le tableau 14 est donné a titre d’ exemple. L’ ADN est

ensuite ajouté.

H,O stérile 4,37 L
DNTP 2,5 mM 0,6 uL.
MgCl, 25 mM 1,5yl
Amorce en 5’ (Spmol/uL) 1 uL
Amorce en 3’ (Spmol/pL) 1 L
Tampon dilué 10 X 1,5 uL
Taq DNA polymérase (0,75U/uL) 0,03 L
Volume final 15 pL

Tableau 14 : Mélange réactionnel déstiné a une amplification par PCR.

L’ ADN est ajouté a la concentration souhaitée dans 5 uL.

L’amplification se déroule selon des cycles dont le nombre est variable (30 cycles
par exemple) dans un appareil Perkin Elmer. Les échantillons subissent une dénaturation
initiale & 92,5°C pendant 4 min ; puis a chaque cycle : une dénaturation a 92,5 °C, 1 min,
I’hybridation des amorces 4 42 °C, 1 min et une €élongation a 72 °C, 2 min. Une élongation

de 6 min a 72°C termine la réaction.
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E.Séquencage
A.Amplification préparative d’un insert par PCR

Le travail est ici réalisé a 4°C. L’amplification de I'insert est faite en réalisant un
mélange réactionnel qui comprend les éléments communs de I’amplification qui sont la
Taq polymerase, du tampon Taq, du MgCl,, de I'eau stérile et les amorces M13 Reverse et
Forward qui sont sur le plasmide pBluescript a proximité du site d’insertion de I’insert.
L’ADN est ajouté en dernier a raison de 1 ou 2 pL (50 ng uL"! de produits PCR) par
réaction d’amplification. Le tout est ensuite placé dans I’appareil 2 PCR Perkin Elmer®

(Tableau 15).

A C G T
D/ANTP 1 1 2 2
Amorce 1 1 2 2
Tampon 5X 1 1 2 2
Enzyme diluée 1 1 2 2
ADN 1 1 2 2
Volume final 5 5 10 10

Tableau 15 : Réaction de séquencage pour chaque base ACGT.

L’amplification se déroule selon les cycles suivants.

15 cycles de : puis 15 cycles de ;
10 secondes a 96°C puis 10 secondes a96°C
5 secondes a 55°C 60 secondes a 70°C

60 secondes a 70°C

B.Séquencage de P’insert

Nous utilisons ici un kit ABI PRISM Dye primer Cycle Sequencing Core Kit. La
quantité d’ ADN requise pour une réaction est de 30 a 90 ng de produit PCR. Les amorces
utilisées sont les amorces T3 et T7 présentes sur le plasmide. Une goutte d’huile minérale

est déposée sur chaque tube pour éviter I’évaporation lors des montées en températures.

Les produits séquencés selon la méthode de Sanger sont soumis & un analyseur de

séquence automatique LI-COR® (LI-COR Inc).
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Les séquences nucléotidiques obtenues et les séquences protéiques déduites sont
alors comparées aux informations répertoriées dans diverses banques de données

nucléotidiques (EPLN) et protéiques (SWALL).
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PREMIERE PARTIE

Effet du glycérol sur I'induction des cellules embryogenes et la

formation des embryons somatiques

I. Effet du glycérol sur la synchronisation de la premiere division des cellules

embryogenes

A.Le contenu en saccharose et rendement en embryons somatiques

Des résultats obtenus au laboratoire montrent que ’embryogenése somatique dans
les feuilles de chicorée de I’hybride “474” est sensible a la source carbonée dans laquelle
elle est induite (Couillerot et al., 1993 ; Vasseur et al., 1995). Ainsi les fragments foliaires
sont d'abord cultivés dans un milieu de base additionné de saccharose a 30 mM et de
glycérol a 330 mM pour favoriser I'induction et la synchronisation des divisions des
cellules embryogenes, le transfert au cinquieme jour de culture sur milieu frais dépourvu
de glycérol permet le développement des embryons somatiques (Robatche-Claive et al.,
1992). La premiere étape de nos travaux a consisté en 1’amélioration du rendement en
embryons somatiques par augmentation de la concentration en saccharose. Le doublement
de la concentration en saccharose, de 30 a 60 mM, augmente significativement (P=0,05) le
rendement en embryons somatiques : 14,71 contre 9,58 ES mm’ de limbe obtenus
précédemment (Bellettre et al., 1999). Au dela de 60 mM les embryons somatiques
présentent un développement anormal.

Nous avons donc été amenés a vérifier si dans ce cas la synchronisation était
toujours observée et si le glycérol restait indispensable au cours de la phase d’induction de

I’embryogenése somatique.
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B. Les tissus foliaires au cinquieme jour de culture

Les tissus foliaires sont incubés dans le milieu de base M17 additionné de 60 mM

de saccharose et de 330 mM de glycérol

Des coupes histologiques sont réalisées sur des fragments foliaires de chicorée
incubés 5 jours dans un milieu M17S60Gly330. Le matériel pariétal des cellules est coloré
en vert par le fast-green. La safranine, quant a elle, colore le cytoplasme en rose, le noyau
en rose vif tandis que le nucléole est visible sous la forme d’un point plus ou moins gros et

coloré en rouge foncé.

Beaucoup de cellules des tissus foliaires n’ont pas réagi et possédent un noyau en
position latérale accolé a la membrane plasmique et qui contient un nucléole dont le
diameétre est inférieur a 2,5 pm (figures 9A). D’autres types cellulaires sont également
visibles a ce stade. Des cellules ont un noyau qui se déplace vers le centre de la cellule et
qui augmente en volume (le nucléole a un diameétre compris entre 2,5 et 5 um). Ces
cellules sont considérées comme étant en voie de réactivation. Certaines cellules ont
achevé leur réactivation, ces cellules montrant des caractéristiques de cellules
méristématiques : un gros noyau central avec un nucléole volumineux de plus de 5 pm de
diametre, des vacuoles réduites et un cytoplasme trabéculaire dense. Les mémes caracteres
de réactivation cellulaire sont observés lors de I’induction de I’embryogenese somatique au
niveau des cellules épidermiques de limbes d’Helianthus smithii (Lappara et al., 1997) et

ce type de cellule est qualifiée d’embryogene.

Au cinquie¢me jour de culture, en plus de ces cellules non divisées, on peut observer
des massifs cellulaires dont le diameétre est compris entre 30 et 40 pm, ce sont des
proembryons (figure 9B). Au sein du fragment foliaire, ces embryons n'occupent guére un
volume plus important qu’une cellule réactivée mais sont déja constitués d’une vingtaine
de cellules fortement colorées (Annexe I). Ces embryons sont bien délimités et isolés des
cellules du mésophylle. Ils sont situés le plus généralement au voisinage d’un faisceau

conducteur ou sur le bord des fragments foliaires.
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Figure 9 : Coupe transversale d'explants de feuilles de chicorée “474” cultivés cinq jours dans le milieu
M17560Gly330. Vue d’ensemble du limbe (A) et détaillée du parenchyme (B). Coloration safranine / fast-

green. Barre 50 pm. ES : embryon somatique, CR : cellule réactivée, CCR : cellule en cours de réactivation.
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C. Les tissus au quatriéme jour de culture

Compte tenu de la présence d’embryons somatiques au cinquiéme jour de culture,
nous avons recherché le moment de I’apparition des premiers embryons somatiques. Des
coupes histologiques réalisées aprés 4 jours de culture en présence de glycérol sont
présentées sur la figure 10. On observe des cellules en cours de réactivation ou réactivées
sur I’ensemble du parenchyme foliaire. On peut observer une augmentation importante du
volume nucléolaire et une fragmentation de la vacuole. Aucune division cellulaire des
cellules embryogénes n’est observée a ce stade et aucun embryon n’est décelé au
quatriéme jour sur ’ensemble des limbes observés (27 fragments foliaires différents). La
encore, beaucoup de cellules ne présentent pas de signe de réactivation: leur vacuole

occupe tout I’espace cellulaire et leur cytoplasme réduit est accolé a la paroi.

Figure 10 : Coupe transversale d'explants de feuilles de chicorée “474” cultivés quatre jours dans le
milieu M17S860Gly330. Coloration safranine / fast-green. Barre 50 pm. ES : embryon somatique, CR :

cellule réactivée, CCR : cellule en cours de réactivation.
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D.Conclusion

Dans le milieu M17S60Gly330, la division de la cellule embryogeéne initiale
survient environ 104 heures aprés le début de I’incubation des tissus dans le milieu
d’induction (Annexe I). Comme 1’ont montré Blervacq et al. (1995), la premiere division
embryogeéne dans les feuilles de I’hybride ‘474’ est symétrique. Dans un proembryon
dépourvu de protoderme, les cellules filles deviennent de plus en plus petites au fur et a
mesure des divisions (Dubois et al., 1991).

L’observation des coupes cytologiques permet d’affirmer que le blocage de la

division des cellules embryogenes n’est plus obtenue au cinquiéme jour de la culture.

I1.LEffet de ’augmentation de la concentration en glycérol sur la synchronisation de la

premiére division des cellules embryogénes.

Afin de rechercher une possibilité de maintenir I’absence de division des cellules -
réactivées jusqu’au cinquieme jour de culture et obtenir une synchronisation des premicres
divisions cellulaires, nous avons augmenté la concentration en glycérol dans le milieu de
culture M17S60 de la phase d’induction. Les coupes histologiques sont réalisées au

cinquie¢me jour de culture.
A.Effet de ’apport de 495 mM de glycérol

La concentration en saccharose étant maintenue a 60 mM, 495 mM de glycérol sont
ajoutés au milieu, soit une concentration 1,5 fois supérieure par rapport a la condition

témoin (330 mM). Les résultats sont présentés sur la figure 11A.

Des cellules en voie de réactivation et des cellules réactivées sont visibles mais leur
fréquence est moindre par rapport a la condition témoin. Ces cellules sont surtout situées a
proximité des tissus conducteurs. Des structures embryonnaires qui présentent une
coloration intense sont visibles en bordure des fragments foliaires. Ces embryons sont
moins nombreux et ne comportent en moyenne qu’une dizaine de cellules. Les embryons a

ce stade occupent un volume légeérement plus important que celui des cellules réactivées.
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Figure 11 : Coupe transversale d'explants de feuilles de chicorée ‘474" aprés cinq jour d’incubation
dans un milieu M17S560 additionné de 495 mM (A) ou 660 mM (B) de glycérol Barre = 50 pm.
Coloration safranine / fast green. . ES : embryon somatique, CR : cellule réactivée, CCR : cellule en cours de

réactivation.
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B.Effet de I’apport de 660 mM de glycérol

La quantité¢ de glycérol est doublée (660 mM) dans le milieu d’induction et les

résultats sont présentés sur la figure 11B.

Des cellules réactivées sont encore visibles et en particulier au voisinage immédiat
des vaisseaux conducteurs ; c’est uniquement pres de ces tissus que nous observons des
embryons. Guzzo et al. (1994 et 1995) remarquent que les cellules capables de former des
masses proembryogenes sont situées a proximité des faisceaux vasculaires chez la carotte.
Des observations similaires au cours de I’embryogenese somatique des explants foliaires
de cocotier confortent nos travaux (Buffard-Morel ez al., 1991). Ces proembryons ne
comportent que peu de cellules et sont nettement isolés du reste des tissus foliaires. A ce
stade et dans cette condition les embryons n’occupent pas un volume plus important que
celui d’une cellule réactivée et non divisée. Au-dela de 660 mM, le glycérol provoque une |

nécrose des tissus foliaires.

Ainsi I’augmentation de la concentration de glycérol dans le milieu d’induction ne
permet pas de bloquer les premieres divisions mais les embryons sont d’autant moins
nombreux que la concentration en glycérol est élevée. De plus on montre que
I’augmentation des teneurs en glycérol retarde la division des cellules embryogénes.

I11. Effet du glycérol sur la quantité et la qualité des embryons somatiques

Nous venons de voir que le glycérol permet le blocage des divisions des cellules
embryogenes jusqu’au quatrieme jour d’induction. Dans ces conditions le glycérol reste t'il
indispensable a la phase d'induction des cellules de chicorée ?

A. Les tissus foliaires au quatrieme jour en absence de glycérol

Les tissus foliaires ont été incubés 4 jours dans un milieu M17S60 dépourvu de

glycérol puis transférés sur milieu M17S60 pour une durée complémentaire de culture de 8
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jours. La culture des fragments se fait dans les mémes conditions: milieu liquide agité, a
35°C et a I’obscurité.

La figure 12 montre les limbes de chicorée aprés 4 jours d’incubation dans le milieu
M17S60. On peut déja remarquer des cellules en cours de réactivation, des cellules
réactivées ainsi que des petits embryons somatiques. Les cellules réactivées sont également
beaucoup plus nombreuses que dans les tissus cultivés dans le M17S60Gly330. Ces
résultats montrent que la division des cellules embryogénes a eu lieu entre le troisiéme et le

quatriéme jour.

Figure 12 : Coupe transversale d'explants de feuille de chicorée “474” aprés quatre jours
d’incubation dans un milicu M17S60 dépourvu de glycérol. Barre=50um. Coloration : safranine / fast
green. ES: embryon somalique, Pe: procmbryon, CR: cellule réactivée, CCR: cellule en cours de

réactivation.

B. Mise en place d'un nouveau protocole

Nous avons analysé les répercussions qualitatives et quantitatives sur un nouveau

protocole de production d’embryons somatiques. Les fragments foliaires de chicorée sont
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incubés 4 jours dans le M17S60 additionné ou non de 330 mM de glycérol puis transférés
dans un milieu dépourvu de glycérol. Les embryons somatiques sont dénombrés sur les
limbes aprés coloration au lugol et répartis selon leur diamétre dans 4 classes de taille. Les

figures 13 et 14 montrent les résultats obtenus.

En présence de glycérol dans la phase d’induction, on dénombre 14,69 ES mm™ de
limbe. Ceux ci ont une taille supérieure a 100 um. La classe 2 est la plus représentée et
constitue plus de 75 % des embryons dénombrés (Fig. 13A). Les plus gros n’ont pas
encore atteint de stade de développement avancé et sont encore globulaires (Fig. 13A et
14A). En absence de glycérol dans le milieu de culture, toutes les classes de taille sont
représentées en proportion équivalente. Les plus gros acquieérent une forme plus définie
(proche des embryons cordiformes). Le nombre d’embryons somatiques est légérement

supérieur : 15,50 ES.mm™ de limbe (Fig. 13B et 14B).

Embryons somatiques  Distribution en fréquence des

par mm?’ de limbe embryons somatiques

Glycérol 330mM §

A 14,69 + 0,32 £
l

15,50 + 027 ;

B i =

Figure 13 : Comparaison de la quantité et de la qualité des embryons somatiques et effet du
glycérol. Les fragments foliaires “474” sont incubés 4 jours dans le M17S60Gly330 (A) ou le M17S60 (B)
puis transférés 8 jours dans le M17S60. Le nombre d’embryons somatiques par mm? de limbe est compté au
12°™ jour de culture (moyenne + écart type, n=270) et distribué par classes de taille 1 :ES <100um ; 2 :
100<ES150pm ; 3 :150<ES<200pum ; 4 : ES>200um.
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Figure 14 : Embryons somatiques (fleches) sur des explants de feuilles de chicorée hybride
“474” au douzieme jour de culture. Apres quatre jours d’incubation dans le milieu M17S60Gly330 (A) ou

quatre jours dans le M17S60 (B). Coloration au lugol.
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IV. Conclusion

L'augmentation de la concentration en saccharose dans les milieux de culture
permet d'augmenter le rendement en embryons somatiques chez la chicorée. Mais,
I'observation des cellules en coupes cytologiques pendant la phase d'induction montre que
le glycérol, méme & forte concentration, ne bloque plus la division de la cellule
embryogene. Nous avons de ce fait établi un nouveau systeme de culture en conservant
330 mM de glycérol pendant la phase d'induction mais en réduisant celle-ci a quatre jours
(Fig. 15).

Transfert

Induction » _Expréssion _

A M17860Gly330 M17860
! ! | | | | ! | ! | | |
1

] ¥ T 1 1 T

S Expréssiém :
M17S60Gly330 MI17860
J I I ] | i ! A ] ] ! t 1
i I | T 1 l 1 T T 1 1 1
0 4 12 jours

Figure 15: Les différentes phases de la culture embryogéne des fragments foliaires de chicorée :

protocole classique (A) et protocole modifié proposé (B).

Ceci nous a permis par ailleurs, de mettre en place un systeme de culture
paralléle qui n'utilise pas le glycérol au cours de la phase d'induction. Cette condition
constituera un témoin tout au long de notre étude sur les effets du glycérol. L’utilisation
d’un autre témoin non embryogene avec la variété Flash nous permettra de conclure sur les
événements nécessaires a la réalisation de 'embryogenése somatique, tant au niveau

cytologique, biochimique, que moléculaire.
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V. Etude histologique chez une variété non embryogéne : la chicorée Flash

Des observations microscopiques préalables ont été réalisées sur des fragments de
feuille de la variété Flash aprés coloration au lugol. Ils ne recélent pas d’embryon
somatique au douzieme jour de culture. Des coupes histologiques ont été réalisées au
quatriéme jour de culture dans des conditions comparables a celles utilisées pour la

chicorée “474.

A.Au quatriéme jour de culture

Comme nous I’avons montré dans la premiere partie de ce mémoire, seules des
cellules réactivées sont visibles au quatrieme jour de culture dans les limbes de la chicorée
hybride “474” quelle que soit la condition étudiée (Fig. 10 et 12). Lorsque les tissus
foliaires sont induits 4 jours en absence de glycérol, des embryons somatiques sont déja

présents dans les tissus foliaires.

Les limbes de la variété Flash ne présentent aucune cellule réactivée au quatri¢éme
jour de culture ; en revanche, on peut remarquer la présence de plastes trés abondants a la

périphérie des cellules (Fig. 16A).

B.Au huitieme jour de culture

Au huitieme jour de culture la variété non embryogeéne présente des différences
avec la chicorée “474” puisqu'aucun signe de différenciation cellulaire, méme au niveau

des cellules proches des tissus conducteurs, ne peut étre observé (Fig. 16B).

A Tlinverse, les tissus de la variété embryogene présentent des embryons
somatiques pluricellulaires (Fig. 17A et B). Leur taille est de I’ordre de 90 a 300 pm.
Apres une induction en présence de 330 mM de glycérol, les embryons somatiques sont
encore au stade globulaire (Fig. 17A). Lorsque les tissus sont induits en absence de
glycérol, on peut remarquer que des embryons sont polarisés et s’orientent vers une forme

plus définie (Fig. 17B).
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Figure 16: Coupe transversale d’un explant de feuille de chicorée de la variété Flash
aprés 4 (A) ou 8 (4+4) jours de culture. Les {ragments sont incubés 4 jours dans le milieu M17S60Gly330

puis transférés sur milicu M17S60 4 jours. Coloration : Salranine /fast-green. Barre = 50 um.
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Figure 17 : Coupes transversales d'explant de feuilles de chicorée “474” au 8*™ jour
de culture. Les fragments sont incubés.4 jours dans les milieux M17560 (A) ou M17S60Gly330 (B) puis

transférés sur milieu M17S60 4 jours. Coloration : Safranine /fast-green. Barre = 50 pm.
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C. Conclusion

Ces diverses observations nous permettent de conclure que la variété Flash n’est
pas embryogene dans les conditions de culture imposées. Dans la suite de ce chapitre, nous
nous sommes intéressés au blocage de la division des cellules embryogénes par le glycérol.
Les cellules végétales ont un cytosquelette composé des microfilaments d’actine et des
microtubules de tubulines indiscernables de ceux existant dans les cellules animales.
L’organisation du cytosquelette conditionne l’entrée en mitose de la cellule. Il est
fréquemment rapporté que le cytosquelette est altéré par les alcools chez les animaux. Le
glycérol peut se fixer sur les tubulines et ainsi perturber 1’entrée en mitose des cellules
(Zabrecki et Cole, 1979). Chez la chicorée le blocage des divisions des cellules
embryogénes pourrait s’expliquer par la présence du glycérol. Aussi, nous nous sommes
proposés de d'analyser les effets biochimiques et morphologiques sur les tubulines et les

microtubules du cytosquelette.

VI1.Effet du glycérol sur les microtubules du cytosquelette au cours de la division des

cellules embryogénes de chicorée “474”

A.Effets du glycérol sur la quantité de tubulines

Nous avons suivi l'évolution des tubulines accumulées au cours d’une cinétique
d’embryogenese somatique. Nous avons utilisé la technique du Western blot en utilisant des
anticorps monoclonaux dirigés contre les sous-unités o et 3 des tubulines (Amersham)(Fig.
18 et 19). Les explants foliaires de chicorée ont été cultivés 4 jours dans un milieu M17S60
ou M17560Gly330 puis transférés 8 jours sur un milieu M17S60 dépourvu de glycérol (Fig.
18 et 19).

1.Variations de I’ o tubuline.
La révélation de la membrane aprés hybridation avec 1’anticorps anti-oTUB (Fig.
18) sur les protéines tissulaires de la chicorée “474” montre que d’une fagcon générale, la

quantité de tubuline o¢ présente, augmente au cours de I’embryogenése somatique. Durant

les premiers jours de la culture, nous ne mesurons pas de différences quantitatives nettes
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Figure 18 : Immuno-empreinte aprés hybridation avec un anticorps dirigé contre les tubulines
o (53 kD) exprimées au cours de I’embryogenése de fragments de limbes de chicorée “474”, Les
fragments sont cultivés 4 jours dans le M17S60 (A) ou dans le M17S60Gly330 (B) puis transférés 4 jours sur
M17560. MM : marqueurs de poids moléculaire : 107 kDa, phosphorylase B ; 74 kDa, sérum albumine

bovine ; 49,3, ovalbumine ; 36,4 , anhydrase carbonique ; 28,5 , inhibiteur de trypsine de haricot.
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entre les deux conditions de culture (Fig. 18A et B; Annexe II). Deux bandes protéiques de
53 kDa et 70 kDa sont mises en évidence par I’anticorps. Ces bandes sont déja présentes
avant la mise en incubation. D’aprés la littérature, seule la bande de 53 kD est
généralement prise en considération par les auteurs. Le transfert dans le milieu frais

provoque une €élévation nette du taux de tubulines o.
2.Variations de la 3 tubuline

Dans les tissus foliaires de Cichorium, une bande protéique de 55 kDa est mise en
évidence aprés hybridation avec ’anticorps anti B-TUB (figure 19). Le profil d’évolution
de la protéine est similaire lorsque les limbes ont été cultivés en présence de glycérol (Fig.
19A) ou en absence de glycérol (Fig. 19B; Annexe III). La bande est détectée des le jour O.
Nous pouvons observer dans les deux cas une diminution du taux de protéine au premier
jour de la mise en culture par rapport aux tissus non-induits. Au deuxiéme jour nous
enregistrons une chute du taux de [3 tubulines. A partir du troisi¢me jour la bande protéique

croit tout au long de la culture embryogene.
3.Conclusion

Ces expériences nous permettent de conclure que le glycérol a peu d'effet sur la
production de tubulines o et B, méme si la quantité de tubulines o augmente plus
rapidement en absence de glycérol. Etant donné que nous sommes incapables de déceler
une différence significative dans I’expression des tubulines nous avons tenté de mesurer la

capacité des tubulines a s’organiser en microtubules.
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Figure 19 : Immuno-empreinte aprés hybridation par un anticorps dirigé contre les tubulines
B (55 kD) exprimées au cours de ’embryogen¢se de limbes de chicorée “474”. Les fragments sont
cultivés 4 jours dans le M17560 (A) ou dans le M17560Gly330 (B) puis transférés 4 jours sur M17S60:
MM : marqueurs de poids moléculaire : 107 kDa, phosphorylase B ; 74 kDa, sérum albumine bovine ; 49,3,

ovalbumine ; 36,4 , anhydrase carbonique ; 28,5 , inhibiteur de trypsine de haricot.
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B.Effet du glycérol sur ’organisation en microtubules

Le glycérol n’ayant pas d’influence sur le taux de protéines exprimées au cours de
I’embryogenése somatique, nous avons analysé son effet sur la polymérisation des
tubulines o et § en diméres, cette association permettant 1’organisation en microtubules.
Dans un premier temps, nous avons essayé d'adapter le protocole de Gaskin et Cantor
(1974) sur la polymérisation in vitro des microtubules sur des cellules animales, mais les
résultats ont été décevants. Il n'est malheureusement pas toujours facile d'adapter une
manipulation au reégne végétal. Les auteurs signalent toutefois que les dimeres peuvent se
former et engendrer des molécules de formes aberrantes ou encore non fonctionnelles in
vivo. Par conséquent nous avons réalisé une expérience sur les cellules directement par

visualisation du cytosquelette en microscopie a fluorescence.

La figure 20 montre une cellule cultivée dans le milieu d’induction M17S60. Le
noyau, de cette cellule est petit et ne se place pas au centre (Fig. 20A). Apres
immunomarquage avec un anticorps anti a-tubuline on peut voir que le réseau est fin et

présente des microtubules transverses et paralleles (Fig. 20B).

Apres cing jours d’induction dans un milieu favorable, les cellules commencent a
présenter des cellules réactivées. Les noyaux des cellules se placent au centre de la cellule
et ceci en présence ou en absence de glycérol (Fig. 20C et E). Les microtubules
s’organisent autour du noyau dans le cas des cellules réactivées en absence de glycérol et
forme un réseau bien défini (Fig. 20D). En revanche dans le cas de cellules qui sont
induites en présence du glycérol, les microtubules ne présentent pas d’orientation

particuliere et forment des masses tubulaires désorganisées (Fig. 20F).
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Figure 20 : Immunolocalisation des o-tubulines sur des cellules de chicorée hybride “474” apreés 4 jours d’incubation
dans un milieu d’induction.
A : Cellule non réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le M17S60 colorée au DAPI. On peut observer le noyau. B : Cellule
non réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le M17S60 aprés immunomarquage. Le réseau microtubulaire est parallele.
C : Cellule réactivée dans le milieu M17S60, la coloration au DAPI met en €vidence le noyau central.
D : : Cellule réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le milieu M17S60. L’hybridation avec 1’anticorps met en évidence un
réseau microtubulaire qui s’oriente en étoile autour du noyau préparant 1’entrée en mitose.
E : Cellule réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le milieu M17S60Gly330. Apres coloration au DAPI, on observe le
noyau en position centrale.
F : Cellule réactivée sur un fragment de limbe incubée dans le M17S60Gly330. Le réseau microtubulaire est désorganisé et présente

des masses de tubulines.
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C.Conclusion

Les cellules réactivées présentent un cytosquelette organisé ol le noyau central est
prét a entrer en division. Les tissus induits en présence ou en absence de glycérol
présentent une évolution similaire de la quantité de tubulines. Nous pouvons ainsi conclure
que le glycérol a peu d'effet sur la synthése des tubulines. L’augmentation des synthéses
protéiques apres le transfert pourrait correspondre a la vague de la premiere division des
cellules embryogeénes et des embryons somatiques eux mémes pour la condition
d’induction synchrone, ces divisions cellulaires étant permanentes dans le cas d’une culture

en absence de glycérol.
VILEffet du glycérol sur le conditionnement des cultures embryogénes

Nous examinons les effets du glycérol au cours du conditionnement des cultures
embryogenes (Bellettre et al., 1999). Le glycérol est apporté pendant la phase d’induction
et / ou pendant la phase d’expression de ’embryogenese somatique chez la chicorée. Les
embryons somatiques sont dénombrés au douziéme jour de culture apreés coloration au
lugol et répartis en quatre classes de taille croissante. Les différentes conditions ainsi que
les résultats obtenus a partir de trois répétitions différentes sont répertoriés sur la figure 21.

Au cours de la phase d’induction, le glycérol est toujours apporté a 330 mM. Il peut
&tre combiné au saccharose 60 mM (Fig. 21 a, b, ¢, d et e) ou le remplacer en concentration

équimolaire (Fig. 21 f, g, h, 1 et )).
A. Effet de I'apport de 330 mM de glycérol pendant la phase d'expression

Lorsque différentes combinaisons sont testées au cours de la phase d’expression, le
glycérol a un effet significatif sur le nombre d’embryons somatiques (P<0,001 ; test LSD).
Les résultats montrent que le meilleur rendement est obtenu avec la condition classique qui
permet d’obtenir 14,69 ES.mm® de limbe (Fig. 21a). La plupart des embryons a un
diameétre supérieur a 100 pm. Lorsque le glycérol (330 mM) est maintenu tout au long de
la culture, le nombre d’embryons décroit (Fig. 21b et 22A). Cette diminution est encore

plus significative en I’absence de transfert dans un milieu neuf et correspond a environ 75
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% du nombre d’embryons par rapport a la condition témoin (Fig. 21c et 22B). De plus les

embryons ont une taille inférieure a 100 um pour la majeure partie d’entre eux.
B.Le glycérol peut-il remplacer le saccharose ?

Lorsque le glycérol remplace le saccharose au cours de la phase d'expression a 60
mM (Fig. 21d) ou 2 330 + 60 mM (Fig. 21e et 22C) les embryons sont de plus en plus rares

et de trés petites tailles.

Au cours de la phase d’induction, si le glycérol a 60 mM remplace le saccharose et
s'ajoute aux 330 mM, le nombre d’embryons est réduit méme lorsque les fragments
foliaires sont transférés sur milieu M17 dépourvu de glycérol (Fig. 21f et 22D). Si le
glycérol est maintenu tout au long de la culture mais en présence saccharose au cours de la
phase d’expression (Fig. 21g), le nombre d’embryons est encore relativement important et
représente 4,71 contre 7,21 ES.mm™ de limbe pour la condition b ol les fragments sont

induits en présence de saccharose.

Aucun embryon somatique n’est décelé quand le glycérol est la seule source
carbonée des tissus foliaires du milieu d’induction et d’expression en absence (Fig. 21i) ou

en présence de 330 mM avec (Fig. 21j) ou sans transfert (Fig. 21h) au quatrieme jour.

Figure 21 : Effet du glycérol sur la quantité et la qualité des embryons formés au sein des explants des
limbes de chicorée. Les tissus foliaires sont incubés pendant 4 jours dans le milieu M17 additionné de 330
mM de glycérol et 60 mM de saccharose (M17S60Gly330) puis transférés 8 jours sur différents milieux :
M17S60 (a), M17S60Gly330 (b), M17S60Gly330 sans transfert (c), M17Gly60 (d) M17Gly330+60 (e), ou
incubés pendant 4 jours dans le milieu M17 additionné de 330+60 mM de glycérol et transférés 8 jours sur
M17S60 (f), M17S60Gly330 (g), M17S60Gly330 sans transfert (h), MI7Gly60 (i) M17Gly330+60 (j). Le
nombre d’embryons somatiques par mm’ de limbe est compté au 12°™ jour de culture (moyenne =+ écart type,
n=270) et distribué par classes de taille 1:ES[100um; 2: 100<ESi50um ; 3 :150<ES[200um ; 4 :
ES>200um. Les moyennes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P=0.05), en

référence au test de LSD.
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Figure 22 : Embryons somatiques (fleches) sur des fragments de feuilles de chicorée hybride

“474” au douzieme jour de culture. Les fragments foliaires ont été cultivés dans les conditions b (A), ¢ (B),

e (C) et f (D) dela figure 21. Coloration au lugol. Barre = 50um
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C.Conclusion

L'expression optimale en embryons somatiques est obtenue en présence de
60 mM de saccharose tout au long de la culture et lorsque le glycérol est limité a la phase
d'induction de 4 jours. La présence de saccharose est indispensable & la formation des
embryons somatiques dont le nombre varie selon qu'il y ait apport au cours de la phase
d'induction ou d'expression. Le transfert des explants foliaires a un effet positif et le

glycérol manifeste un effet inhibiteur lorsqu'il est appliqué en phase d'expression.

Des coupes semi-fines (Fig. 23) montrent qu’au quatriéme jour pour les conditions
e et f les tissus présentent des cellules réactivées ou en cours de réactivation. Par
conséquent, le glycérol n’inhibe pas totalement l'induction de I'embryogenese mais il
empéche la division des cellules embryogenes. Des observations similaires sont faites sur

des fragments de feuilles cultivées dans les conditions h, et j.

Figure 23 : Coupe transversale dans un fragment de limbe de chicorée “474” incubé 4 jours

dans le M17 additionné de (60 + 330) mM de glycérol. Coloration bleu de toluidine Barre = 100 pm.
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Nous avons montré que le glycérol ne peut pas remplacer le saccharose et
que seul il n'a aucune capacité a l'embryogenese somatique, mais il peut cependant
constituer une source carbonée suffisante pour l'induction des cellules embryogenes. Ces

résultats laissent supposer que le glycérol est métabolis€ au sein des tissus foliaires.
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DEUXIEME PARTIE

Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de

I'embryogenése somatique

Les polyols sont les molécules les plus représentées dans la nature (Wang et al.,
1996). On les rencontre chez les bactéries, les mammiferes, les champignons, les algues et
chez les plantes supérieures (Lewis et Smith, 1967 ; Bagnasco et al., 1986). Différents
rdles physiologiques sont proposés pour ces polyols dans les plantes, mais celui de la
régulation osmotique est le plus souvent rapporté. Le mannitol par exemple est un
régulateur osmotique chez Apium graveolens L. (Everard et al., 1994). Méme si peu
d’informations sont données sur I'utilisation des polyols en culture in vitro, Gautheret
(1948) a montré que le glycérol permet l'induction des cals chez Daucus carota et
Helianthus annuus. Si le glycérol semble étre le seul polyol utilisable comme source
carbonée (Jones et Veliky, 1979), cela implique qu’il puise étre métabolisé au sein des
tissus. Comme il est impliqué dans la mise en place de notre modele d'embryogenése, nous
nous sommes donc intéressés a son métabolisme et a son devenir au cours de la culture

d'explants foliaires en conditions embryogenes.
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L.Evolution du glycérol
A.Dans les milieux de culture

Les milieux de culture sont analysés chaque jour au cours de l'incubation des
fragments foliaires de chicorée hybride “474” quatre jours dans le milieu M17560 ou le
M17S60Gly330 puis apres leur transfert pendant huit jours dans le milieu M17S60
dépourvu de glycérol. La figure 24 montre I’évolution de la teneur en glycérol séparé et

quantifié¢ par CLHP.

Les teneurs en glycérol diminuent progressivement de 330 a 257 mM au cours de la
phase d’induction des embryons somatiques (Fig. 24A). On observe donc une diminution
d’environ 25 % par rapport a la teneur initiale. Apres le transfert sur un milieu M17S60, le
glycérol n'est plus détecté. Le glycérol n'est jamais décelé dans les milieux d'induction et

d'expression dépourvus de glycérol (Fig. 24B)
B.Dans les tissus foliaires

La figure 25 montre la cinétique d’évolution des concentrations en glycérol dans les
fragments de chicorée au cours des quatre jours d’induction dans le M17S60Gly (Fig. 25A)
ou le M17S60 (Fig. 25B) puis apres le transfert pendant huit jours sur milieu dépourvu de
glycérol. Les teneurs augmentent trés rapidement au sein des tissus induits en présence de
glycérol; nous décelons 158 pumol.g’ MF dés le premier jour et 539 umolg' MF au
quatriéme jour de culture. Apres le transfert, le glycérol chute brutalement et disparait
quasiment des fragments foliaires. En absence de glycérol dans le milieu d’incubation, la

teneur en glycérol est voisine de 2 pmol. g MF.

Figure 24 : Cinétique d’évolution de la teneur en glycérol dans les milieux de culture. >
Les tissus foliaires sont incubés 4 jours dans les milieux M17S60Gly330 (A) ou le M17560 (B) puis
transférés 8 jours sur M17S60. Moyennes + écart type de 3x3 répétitions de 3 cultures indépendantes.

Figure 25 : Cinétique d’évolution des teneurs en glycérol dans les fragments foliaires de
chicorée “474”,
Les tissus foliaires sont incubés 4 jours dans les milieux M17560Gly330 (A) ou le M17S60 (B) puis

transférés 8 jours sur M17860. Moyennes =+ écart type de 3x3 répétitions de 3 cultures indépendantes.
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Figure 24
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Figure 26: Evolution de la

pression osmotique des milieux de culture au cours de

I’embryogenése somatique de tissus foliaires de chicorée hybride “474”. Les limbes sont incubés 4 jours

dans le milien M17S60 (@) ou dans le milieu M17560Gly330 (®) puis transférés 8 jours sur M17S60.

Moyennes de 3 x 3 répétitions indépendantes + écart type.

C.Répercussion sur la pression osmotique dans les milieux de culture

Au moment de la mise en incubation des fragments foliaires du Cichorium, la

pression osmotique du milieu de culture M17S60Gly330 est de 384 mOsmoles (Fig. 26).

Elle diminue dés le premier jour de culture puis se stabilise jusqu’au quatriéme jour (335

mOsmoles environ). La pression osmotique dans le milieu de transfert M17S60 est de 62,5

mOsmoles et passe a 147 mOsmoles au huitieme jour de culture. Puis, elle diminue trés

peu pour atteindre 126 mOsmoles au douzieme jour de culture. Le profil d’évolution

obtenu apres 4 jours dans le milieu M17S60 montre une augmentation lente de la pression
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osmotique initiale (64 mOsmoles) qui évolue vers un pic au huititme jour a 160
mOsmoles. La pression osmotique a donc augmenté de 2,5 fois en 8 jours dans le milieu
M17S60. Par la suite, la pression osmotique diminue vers des valeurs proches de la

pression initiale (65 mOsmoles) au douzieme jour de culture.

D.Conclusion

Le glycérol traverse le plasmalemme, puis le tonoplaste pour gagner la vacuole, par
diffusion simple selon les gradients de concentrations ou par diffusion facilitée. La
diffusion facilitée du glycérol a été mise en évidence chez les bactéries (Heller er al. 1980)
et chez les champignons (Visser et al. 1988). Une expérience complémentaire nous a
permis de conclure que le glycérol pénetre par diffusion facilitée. En effet l'utilisation de
cyanure (1 M) ne bloque pas totalement l'entrée du glycérol dans les fragments foliaires de
chicorée et nous notons une diminution de I’entrée du saccharose dans les tissus.
L'embryogenése somatique se trouve réduite en présence de cyanure: 6,4 ES mm? de
limbe.

Peu de glycérol est métabolisé au sein des tissus foliaires de chicorée. En effet, sur
les 480 pL de glycérol, 106 pL disparaissent en 4 jours des 20 mlL de milieu
M17S60Gly330 ot sont incubés les trois fragments de feuille (220 mg de MF au 4°™ jour)
qui ne renferment que 7,8 uL de glycérol libre. Nous pouvons conclure que 20,4 % du
glycérol ajouté au milieu de culture est métabolisé ou li€ a d'autres molécules.

C'est le glycérol qui provoque I'‘élévation importante de la pression osmotique dans
les milieux de culture. Comme nous l'avons vu au cours de la premiére partie de nos
résultats, la présence du glycérol n'affecte pas le nombre d'embryons somatiques, mais
nous pouvons supposer que la chute de la pression osmotique apres le transfert provoque le
démarrage de la division des cellules embryogeénes. Dans les deux conditions, 1'expression

des embryons somatiques s'accompagne d'une élévation de la pression osmotique.
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IL.Devenir du glycérol marqué : Glycérol-*C

Lutilisation de glycérol-'*C au cours d’une cinétique de ’embryogenese somatique
dans les feuilles de chicorée montre que le glycérol est métabolisé et entre dans la
glycolyse (Fig. 27). La distribution des molécules-"*C alcoolo solubles des tissus foliaires
est exprimée en pourcentage par rapport a la quantité de molécules marquées totales dosées
par CLHP en dpm (Fig. 27A et B). La figure 27C montre un profil type obtenu aprés
extraction des sucres au troisieéme jour de culture.

Apreés 24 heures d’incubation 55 % des molécules marquées sont représentées par
le glycérol dans les tissus. Une part importante (16 %) du glycérol-'*C est convertie en
molécules-'*C inconnues ayant un temps de rétention de 4 min (Fig. 27B et C). Un premier
pic est visible sur le chromatogramme en présence et en absence de glycérol et correspond
a toutes les molécules que la colonne est incapable de séparer méme si elles sont solubles
dans l’alcool. I faut noter qu’une injection de glycérol 3- phosphate pur provoque
I’apparition d’un pic a ce niveau. Le second pic enregistré sur le chromatogramme (11,5
min ; Fig. 27C) pourrait correspondre a un produit de dégradation du fructose ou a des
molécules phosphatées (G6P et F6P). La colonne utilisée ne sépare pas efficacement les
molécules phosphatées par conséquent une analyse plus poussée permettrait de définir la
nature exacte de ce(s) sucre(s). Dans les 24 premieres heures un quart du glycérol-MC
converti l'est sous forme de saccharose. Le fructose est toujours plus représenté que le
glucose au cours de la cinétique. Ces hexoses et le saccharose ne varient pas ou peu et les
molécules inconnues augmentent. Pendant les 4 jours de la phase d’induction le glycérol-
"C diminue. Aprés le transfert dans un milieu M17S60 dépourvu de glycérol, les
molécules inconnues sont les plus représentées. Les hexoses marqués disparaissent
totalement des fragments au cours du développement des embryons somatiques ainsi que le
glycérol libre. Au douzieme jour on retrouve donc essentiellement le pic correspondant au
glycérol 3-phosphate, un sucre et trés peu de saccharose. Le taux de radioactivité diminue
au cours de la phase d’expression (Fig. 27A). Il faut souligner qu'aucune molécule-'*C
autre que le glycérol-'*C n'est présente dans les milieux de culture au cours de la cinétique

d'embryogenese somatique.

€ Figure 27: Devenir du glycérol-"C au cours de ’embryogenése somatique dans les tissus foliaires de
chicorée. A : Radioactivité totale des exiraits alcoolosolubles. Chaque valeur est la moyenne de trois
observations. B : distribution en pourcentage du total des molécules-"*C (en dpm du glycérol-'“C+ glucose-
4C+ fructose-'*C+ saccharose-'*C+ sucre inconnu-"*C+autres molécules marquées) dpm, désintégrations par

minute). C : Radio chromatogramme des molécules-'*C au 3*™ jour de culture.
gr ]
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III. Les enzymes du métabolisme du glycérol

Nous avons vu dans les données bibliographiques que le glycérol pouvait étre
converti en glycérol 3-phosphate par la glycérol kinase. Ce glycérol 3-phosphate est un
carrefour métabolique vers la voie des lipides ou de la glycolyse ou encore de la
néoglucogenése par sa conversion possible en dihydroxyacétone phosphate grice a la
glycérol 3-phosphate deshydrogénase. Le taux de protéines intracellulaires variant trés

faiblement, nous avons mesuré les activités spécifiques des enzymes.

A. Mesure de Pactivité de la glycérol kinase

Les changements d’activité spécifique de la glycérol kinase (EC 2.7.1.30) sont
représentés sur la figure 28. Les quatre premiers jours de la phase d’induction sont
accompagnés par une forte augmentation de P'activité de la glycérol kinase quand les tissus
foliaires sont incubés dans le milieu de culture additionné de glycérol ; elle passe de 4 au
moment de la mise en culture 2 94 nmol/min/mg de protéines au jour 4. Le transfert
provoque une chute de I'activité spécifique de la glycérol kinase (20 nmol/min/mg de
protéines au cinqui¢me jour) qui se maintient jusqu’au douzieme jour (16 nmol/min/mg de
protéines). En absence de glycérol, les valeurs sont faibles et de I’ordre de 15 nmol/min/mg

de protéines tout au long du processus.

B. Mesure de I’activité de la glycérol 3-phosphate déshydrogénase

Nous avons choisi d’étudier préférentiellement les voies du métabolisme des sucres
pour notre étude du catabolisme du glycérol, les voies métaboliques de la lipidogenese
étant étudiées au laboratoire par ailleurs (Axelle Blanckaert, thése en cours).

La figure 29 montre I'effet du glycérol sur Pactivité de la glycérol 3-phosphate
déshydrogénase (EC 1.1.1.8). Pendant les premiers stades de I’embryogenese dans les
tissus foliaires de la chicorée, lactivité spécifique de la glycérol 3-phosphate
déshydrogénase reste constante, que les tissus soient cultivés en présence ou en absence de
glycérol. Apres le transfert dans un milieu d’expression dépourvu de glycérol I’activité
spécifique augmente de maniére similaire pour les deux conditions jusqu’a atteindre

environ 7 nmol/min/mg de protéines.
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Figure 28 : Changements d’activité de la glycérol kinase au cours de l’embryogenése
somatique des fragments de limbes de chicorée. Les fragments foliaires ont ét€ incubés 4 jours dans le
M17S60Gly (&) ou dans le M17S60 (@) et transférés 8 jours dans un milieu dépourvu de glycérol M17S60.
Moyennes de 9 fragments par condition et de 3 répétitions indépendantes. Les barres verticales représentent

les écarts types.
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Figure 29 : Activité de la glycérol 3-phosphate déshydrogénase au cours de I’embryogencse
somatique dans des fragments de limbes de chicorée. Les fragments foliaires ont été incubés 4 jours dans
le M17S60Gly (®) ou dans le M17S60 (®) et transférés 8 jours dans un milieu dépourvu de glycérol
(M17S60).

Moyennes de 9 fragments par condition et de 3 répétitions indépendantes. Les barres verticales représentent

les écarts types.
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C. Conclusion

Nous avons montré que le glycérol pénetre et s’accumule dans les tissus.
L’utilisation de glycérol marqué et l'activité importante de la glycérol kinase en présence
de glycérol prouvent que du glycérol est métabolisé dans les tissus foliaires au cours de

I’embryogenése somatique.

IV.Etude du métabolisme du glycérol par la RMN
A.Le glycérol et les molécules carbonées

La CLHP ne permet pas de séparer efficacement les molécules phosphatées;
une étude par RMN permet 2 la fois de visualiser ces molécules ainsi que les molécules
carbonées de types glucidique et lipidique.

Des fragments foliaires de chicorée hybride “474” sont cultivés 3 jours dans le
milieu d’induction M17S60 additionné ou non de glycérol. Des extraits perchloriques des
feuilles (8 g) sont analysés grace a la RMN du *C. Les spectres obtenus sont visibles sur la
figure 30. Pour une observation plus aisée, des agrandissements des zones d’intérét
(encadrement) sont consignés sur la figure 31.

Le glycérol est repérable facilement par ses deux résonances a 63,4 ppm et a 72,9
ppm correspondant respectivement aux C;+ Cs et au C,, la seconde raje représentant la
moitié de la premiére (Fig. 30B). En absence de glycérol dans le milieu de culture sa
présence est indétectable dans les fragments (Fig. 30A).

La figure 31 montre que la glutamine est ’acide aminé le plus représenté et en
quantité égale quelle que soit la condition étudiée. On peut souligner I’absence d’alanine
lorsque les tissus sont cultivés en présence de glycérol. On peut facilement identifier le
saccharose qui possede 12 carbones visibles sous la forme de 12 raies (Fig. 31A et B ) ainsi

que les hexoses : glucose et fructose

N

Figure 30 : Spectres de RMN du C obtenus a partir d’extraits perchloriques de tissus
foliaires de chicorée “474”, Les tissus foliaires sont incubés 3 jours dans le milieu M17S60 (A) ou le milieu
M17S60Gly330 (B) avant extraction. Gln, glutamine ; GLY, glycérol ; ppm, partie par million.

Figure 31 : Agrandissement des zones spectrales de la figure 26. Ala, alanine ; F, fructose ; G,

glucose ; Gln, glutamine ; GLY, glycérol ; S, saccharose ;X, composé inconnu. ppm, partie par million.
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B.La phosphorylation du glycérol et les molécules phosphatées

La phosphorylation du glycérol en glycérol 3-phosphate par la glycérol kinase est
analysée par la RMN au 1P (figures 32 et 33).
Les profils obtenus sont typiques des analyses au *'P. En effet, on note la présence d’UDP-
glucose (-11, -12 ppm) ; celui-ci est précurseur du saccharose en s’associant au fructose.
Les trois phosphodiesters principaux (phosphatidylcholine, phosphatidyléthanolamine et
phosphatidylinositol) sont également présents et dans des proportions identiques dans les
deux conditions (2 O et 1 ppm ; Fig. 32). Les différences remarquables se situent & 2,5 ppm.
En effet on peut voir qu’en présence de glycérol, le phosphate inorganique dans les tissus
foliaires représente un tiers de la quantité analysée dans les fragments cultivés dans le
milieu d’induction sans glycérol. Ceci s’explique sans doute par la concentration massive
de glycérol 3-phosphate dans les feuilles de chicorée (figure 33B).
En ce qui concerne les sucres, on peut souligner I’absence de mannose et de fructose 6-
phosphate dans les limbes cultivés sur glycérol (figure 33A). Mais aussi, une quantité deux
fois moins importante de glucose 6-phosphate comparativement a la condition sans

glycérol (Fig. 33A et B).

Figure 32 : Spectres de RMN du *'P d’extraits perchloriques de tissus foliaires de chicorée
“474”. Les limbes sont cultivés 3 jours dans le milieu M17S60 (A) ou le milieu M17S60GIy330 (B) avant
extraction. Pi, phosphate inorganique ; GPE, glycérylphosphoryléthanolamine ; GPI,
glycérylphosphorylinositol ; GPC, glycérylphosphorylcholine ; UDP-G, UDP-glucose. Ppm, partie par

million.

Figure 33 : Agrandissements des zones spectrales d’intérét de la figure 32. F6-P, fructose 6-
phosphate ; G6-P, glucose 6-phosphate; GLY 3-P, glycérol 3-phosphate ; M, mannose; P-choline,
Phosphoryl choline.

104



Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de |'embryogenése somatique

Figure 32
A
P
ceg ! UDP-G
e m
f T | T T LA T T T T T
ppm o] 0 -5 ~-10 -15 -20
B
oLy3e
]
| ORE we-c
(" T ﬁ‘Tl Ll L] I LB LARELEEL] l' LI T If’ rTI_rI ¥ 1 I T T T 7
ppo 5 0 -5 -10 -15 -20
Figure 33
A
G6-P

P-CHOLINE
\ .

ppm 4
| GLYCEROL 3-P
B
G6-P
A | i P- CHOLINE
 — } ]
ppm 4

105



Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de |'embryogenése somatique

C.Conclusion

La chute du pool des hexoses phosphate pourrait s’expliquer chez la chicorée
comme dans le cas des cellules d’érable ou de fortes concentrations en glycérol 3-
phosphate inhibent la glucose 6-phosphate isomérase (Aubert ef al., 1994)). Les auteurs
démontrent alors une absence de néoglucogenése en présence de glycérol comme seule
source carbonée. On peut alors s’interroger sur I’inhibition de cette enzyme dans les
feuilles de chicorée. Le fructose marqué décelé par CLHP ne peut provenir que de la
néoglucogenese. Le glucose marqué quant a lui ne peut provenir que du fructose 6-
phosphate marqué. Par conséquent cette réaction démontre un fonctionnement de la

glucose 6-phosphate isomérase et une néoglucogenese dans les feuilles de chicorée (Fig.
34).

r > Saccharose 3 ’ Saccharose
Saccharose-P N” Saccharose-P ~ UDP

A A
ute UDP-Glucose\ uTP ﬁ_ UDP-Glumw\‘

Fructose Fructose
v v
Glucose Glucose
Glucpse 1-P i (iluufs; |-P AZE
Glucose 6-P €22 Glucose 6-P <——A’?)
T 2
Fructose6-P Fructose 6-P

Fructose 1. (.»iil’ 4\_’

Glycérol 'C = Glycérol 3-P =» DHAP “—> Glycéraldehyde 3- P

Figure 34: Marquage par le "'C des molécules provenant du glycérol. En vert sont présentées les
molécules marquées, le glycérol est marqué sur les 3 carbones. DiP, diphosphate.

I : glucose 6- phosphate isomérase
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V. Un autre effet du glycérol: I’accumulation intratissulaire d’un oligosaccharide

A.Détection par CLHP

1. Mise en évidence.

Les profils CLHP obtenus apres injection d’extraits de feuilles de chicorée incubées
dans un milieu enrichi en glycérol (M17S560Gly330) ou dépourvu de glycérol (M17S60) au
cours de I’embryogenése somatique, nous ont permis de mettre en évidence un composé
jusqu’alors inconnu. En effet, nous montrons la présence d’un pic supplémentaire lorsque
les tissus sont cultivés en présence de glycérol (Fig. 35). Les molécules sont caractérisées
par leur temps de rétention par la colonne. Pour ce composé le temps de rétention se situe

entre 7min45s et 8minl5s.

2.Quantification

Nous avons quantifié ce composé a partir de l'inositol (témoin interne de 1’appareil)

et la cinétique des concentrations est représentée sur la figure 36.
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Figure 36: Accumulation du sucre inconnu au cours de ’embryogeneése somatique dans
les tissus foliaires de chicorée “474°, Les valeurs sont établies & partir d’un témoin interne le sorbitol
3 1 mg.ml” puis rapporté A la masse de matiere fraiche. Les résultats sont les moyennes de trois

répétitions indépendantes.
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11254

75

Figure 35: Analyse par CPLH des molécules alcoolo solubles présents dans les fragments
foliaires d’une chicorée embryogéne cultivée in vitro. Les fragments ont été cultivés 3 jours sur milieu
M17S60 (A) ou M17S60Gly 330 (B). Profil CLHP obtenu aprés injection de 20 uL d’extrait. Fleche =

apparition d’un nouveau composé.
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Dans les tissus non induits, le composé X n'est pas détectable. La phase d’induction de
I’embryogenése somatique est caractérisée par la présence du composé aprés le premier
jour de culture (environ 1,5 mg g”'de MF) puis, par I'accroissement de sa teneur jusqu’au
quatriéme jour (9,1 mg g'MF). Apreés transfert sur milieu neuf dépourvu de glycérol, la

teneur reste élevée (6,5 1 mg g”'MF) jusqu’ la fin de la culture.
B.Détection en RMN et quantification

Ce composé inconnu est détectable en RMN, les spectres présentés sur la figure
31B montrent la présence de raies supplémentaires notées X. Ces raies sont visibles aux
déplacements chimiques suivants : 62.13, 63.34, 71.5, 71.9, 73.43, 73.8, 102.66, 103.19 et
104.4. D’autre part la RMN peut donner une approximation de la molarité de la solution

3éme

analysée. Au jour de la culture, nous estimons qu’il y a 10 2 15 mM de ce composé

inconnu.
C.Conclusion

Ces deux types de mise en évidence et de quantifications (4,93 g L' par CLHP et
15 pmol g'MF par RMN) nous permettent de donner une estimation de la masse molaire
de ce composé établie au troisiéme jour de I'induction des embryons somatiques: 329 g
mol!. D’aprés la figure 27 le glycérol (ou un produit de son métabolisme) entrerait dans la
composition de cette molécule puisque qu’elle est marquée. Hellebust (1976) rapporte que
certaines algues telles que Porphyra ou Ochromonas synthétisent des hétérodimeres de
galactose et de glycérol comme osmorégulateur. Cette molécule est le O-o-
galactopyranosyl-(1-1)-glycérol. Dans ce cas, le groupement aldéhyde du galactose réagit
avec le groupement hydroxyle du carbone 1 du glycérol, mais la masse moléculaire de ce
dimere (254) semble un peu faible par rapport a notre estimation. Ce résultat nous a amené
a étudier la fonction alcool du glycérol. Nous avons incubé des fragments foliaires de
chicorée en présence d’éthylene glycol et d’éthanol. Ces deux alcools pénétrent dans les
tissus par diffusion facilitée et 1’éthyléne glycol peut emprunter des canaux membranaires
(Chrispeels et Maurel, 1994). Le composé est présent et s’accumule au cours de la phase
d’induction principalement comme dans le cas de la condition avec glycérol. C’est donc
par sa fonction alcool que le glycérol agit au niveau de la synthése de cette molécule. Ce

composé a été découvert également sur des suspensions cellulaires d’Acer pseudoplatanus
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cultivées en présence de glycérol (Aubert, 1994). L auteur démontre que la molécule n’est
synthétisée qu’apres un apport initial de saccharose ou d’une autre source carbonée

glucidique.

VI. Le métabolisme du glycérol chez la chicorée Flash non embryogene

A.Evolution du glycérol

Les fragments foliaires de chicorée non embryogene Flash, sont cultivées dans les
mémes conditions que I’hybride “474”. La figure 37 présente 'évolution du glycérol dosé
par CLHP dans les milieux de culture et dans les fragments foliaires dans lesquels ils ont
été incubés. Nous notons qu’aucune trace de glycérol n’est décelée dans les milieux
d'induction et d'expression M17S60 dépourvu de glycérol ainsi que dans les limbes de la

variété Flash.

Nous pouvons observer que la concentration en glycérol diminue lentement du
milieu de culture M17S60Gly330 au cours de la phase d’induction. Au quatrieme jour 7 %
du glycérol initialement ajouté a disparu (Fig. 37A). Au cours de la phase d’expression, le

glycérol n’est plus détecté.

Le glycérol pénétre dans les explants foliaires de la chicorée non embryogeéne. Au
quatriéme jour nous détectons une teneur en glycérol de 317 umol g' MF. Aprés le
transfert sur milieu dépourvu de glycérol, nous décelons le polyol: 24 umo! g MF au

huiti¢éme jour de culture.

Ainsi au quatrieme jour de culture seulement 3,1 % du glycérol est métabolisé au
sein des tissus foliaires de la chicorée Flash contre 20,4 % pour la chicorée “474”, La
différence majeure réside dans la présence de glycérol intratissulaire seulement chez la

chicorée non embryogéne apres transfert sur milieu M17S60
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Figure 37 : Evolution de la teneur en glycérol dans les milieux de culture (A) et dans les

fragments foliaires de la chicorée non embryogéne Flash.
Les tissus foliaires sont incubés 4 jours dans les milieux M17S60Gly (M) ou dans le M17S60 (@) puis

transférés 8 jours sur M17S60. Moyennes de 3x3 répétitions de 3 cultures indépendantes.

B.Conclusion

Le métabolisme du glycérol au sein des tissus embryogenes est six fois supérieur
par rapport au explants non embryogenes. Les teneurs élevées enregistrées apres le
transfert traduisent une baisse du catabolisme du glycérol. L’absence de cellules
embryogenes et de structures embryonnaires chez la variété Flash laisse supposer que les

tissus n’utilisent pas ou peu les métabolites carbonés dérivés du glycérol comme c’est le
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cas pour produire I’énergie nécessaire a I’induction et au développement des cellules vers

un processus embryogene.

C.Le produit X chez Flash

La figure 38 montre un profil CLHP obtenu au troisi¢me jour de culture dans les
tissus foliaires de chicorée Flash. Nous pouvons constater la présence du composé X
précédemment étudi€. Cette molécule ne peut donc pas étre assimilée a2 un marqueur de
P’embryogenése somatique chez la chicorée. Sa présence pourrait toutefois expliquer
I’inhibition partielle de I’embryogenese somatique chez la chicorée “474”, par exemple en
se fixant aux tubulines ou encore en bloquant un systéme enzymatique nécessaire au

déroulement de ’embryogeneése.

150~

113

(min) ©

Figure 38 : Analyse par CPLH des molécules alcoolo solubles présentes dans les fragments
foliaires d’une chicorée non embryogeéne cultivée in vitro. Les fragments ont été cultivés 3 jours sur milieu

M17S60Gly 330. Profil. Fleche = apparition d’un nouveau composé.
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Effets du glycérol sur le métabolisme carboné

TROISIEME PARTIE

Effet du glycérol sur le métabolisme carboné

Nous avons vu précédemment que le glycérol seul ne permet pas d’obtenir des
embryons somatiques (Premicre partie, §VIB), bien qu'il puisse étre converti en saccharose
(Deuxi¢me partie). Nous nous proposons maintenant d’analyser I’influence du glycérol sur

le métabolisme carboné au cours de I’embryogenése somatique.
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LInteraction du glycérol avec le métabolisme des sucres
A.Dans les milieux de culture

Les fragments foliaires sont incubés dans le milieu M17S60 ou dans le milieu
M17S60 additionné de 330 mM de glycérol et transférés au quatrieme jour de la culture
embryogene sur un milieu d’expression dépourvu de glycérol pendant 8 jours. Les sucres
alcoolo solubles sont analysés par HPLC. La figure 39 montre les résultats des dosages

obtenus.

Dans la condition sans glycérol un tiers de la concentration en saccharose
initialement de 60 mM est retrouvée dans le milieu de culture au quatrieme jour. Apres le
transfert dans un milieu neuf M17S60, le saccharose est rapidement métabolisé et disparait
au neuvieme jour de la culture embryogene (Fig. 39B). Les teneurs en hexoses, faibles au
cours des deux premiers jours de la phase d’induction, augmentent fortement pour
atteindre 35 mM au moment du transfert. Le glucose et le fructose augmentent lentement et

régulierement jusqu’a la fin de la phase d’expression des embryons somatiques.

La concentration en saccharose diminue plus lentement lorsque les feuilles de
chicorée sont incubées dans le milieu contenant du glycérol (Fig. 39A) et avant le transfert
sur milieu M17S60 on détecte encore 35 mM de saccharose. Au cours de la seconde phase
le profil est sensiblement identique a la condition témoin. Le glucose et le fructose
augmentent de manicre concomitante et d’abord treés lentement au cours de la phase
d’induction. Au quatriéme jour de la phase embryogene, leurs teneurs sont voisines de 10
mM, soit un quart de celles observées en absence de glycérol. Au-dela du sixieéme jour les
teneurs en hexoses augmentent plus nettement et suivent un profil similaire a la condition

sans glycérol.
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80+

60+ "

Glucides (mM)

Figure 39 : Evolution du taux de saccharose (&), de glucose (®) et de fructose (..) dans les
milieux de culture des fragments foliaires de chicorée “474” au cours de I’embryogenese somatique.
Incubation de 4 jours dans le milieu M17S60Gly330 (A) ou M17S60 (B) puis transfert (Fleche) pendant 8

jours dans le milieu M17S860. Moyenne (+ écart type) de 3 cultures de 3 répétitions indépendantes.
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Figure 40 : Evolution du taux de saccharose (¥), glucose (®) et fructose () dans les fragments

foliaires de chicorée “474” au cours de ’embryogenése somatique. Incubation de 4 jours dans le milieu
M17S60Gly330 (A) ou M17S60 (B) puis transfert (Fleche) pendant 8 jours dans le milieu M17S60.

Moyenne (+ erreur standard) de 3 cultures de 3 répétitions indépendantes.
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B.Dans les tissus foliaires

Les sucres sont en trés faibles quantités, voisines de 1,5 umol.g' MF au moment de
la mise en culture. En présence de glycérol dans le milieu, le saccharose s’accumule
fortement dans les tissus foliaires jusqu’au quatrieéme jour ol il atteint une concentration de
89 umolg' MF (Fig. 40A). Au-deld du transfert, on observe un plateau a des
concentrations de I’ordre de 30 pmol.g” MF. Dans la condition sans glycérol en revanche,
la concentration en saccharose augmente trés faiblement. Avant le transfert on ne mesure
que 19 umol.g™ MF (Fig. 40B), soit 5 fois moins que dans la condition avec glycérol. Le
saccharose s’accumule jusqu’au sixieme jour (42 pmol.g! MF) puis diminue nettement

jusqu’au huitiéme jour pour se stabiliser jusqu’2 la fin de la culture (20 pmol.g™ MF).

Au cours de la phase d’induction des embryons somatiques, les teneurs en glucose
et fructose sont deux fois plus élevées en présence de glycérol (Fig. 40A et B). Apres le
transfert, les hexoses augmentent encore faiblement dans les feuilles pré cultivées en
présence de glycérol : 20 pmol.g™ MF 2 la fin de la culture embryogéne (Fig. 40A). Dans
la condition sans glycérol, les concentrations en fructose et en glucose restent plus faibles

au cours de I’expression des embryons somatiques (environ 10 pmol. g'! MF).
ILEffet du glycérol sur les activités de ’invertase

Les observations précédentes concernant les effets du glycérol sur les sucres, nous
ont amenés a étudier 'enzyme impliquée dans le catabolisme du saccharose : I’invertase
(EC 3.2.1.26). 1l existe trois formes de I’invertase, définies par leur pH optimum et leur
localisation au sein de la cellule ; les invertases acides sont pariétales ou vacuolaires et
Iinvertase neutre est cytoplasmique. Compte tenu des différentes propriétés des invertases,
les activités ont été mesurées dans les fractions solubles et dans les fractions pariétales a
différents pH.

''mglde protéines ou en nmol min” mg” de

Les activités sont données en umol min’
protéines. Le taux de protéines totales n’évoluant que trés faiblement au cours de la

cinétique de la culture embryogene.
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Les activités des invertases acides sont mesurées a pH 4,5 et ceci quelle que soit la fraction
donnent des valeurs inférieures & 1 nmol min" mg™ de protéines. Des résultats similaires

sont obtenus lorsque la mesure est effectuée a pH 7,5 pour ’enzyme neutre.
A.Effet du glycérol sur I’activité de ’invertase neutre cytoplasmique

La figure 41 présente I'activité de I'invertase neutre au cours de I’embryogengse
somatique dans les tissus foliaires de chicorée. Au moment du prélévement des explantats,
Iactivité invertasique est faible : 5 pmol.min™".mg-1 de protéines. Aprés la mise en culture,
on enregistre toujours une forte augmentation des activités. Au cours de la phase
d’induction sur milieu sans glycérol, Iactivité invertasique diminue pour atteindre 17,4
pmol min" mg” de protéines au quatriéme jour. Aprés le transfert des feuilles sur milieu
neuf, on note un accroissement continu de I’activité jusqu’a la fin de la culture (27,5 umol
min” mg? de protéines au quatriéme jour). En présence de glycérol, I'activité qui a
augmenté brusquement au début de I'induction reste élevée jusqu’au troisitme jour puis

décline au moment du transfert pour augmenter a nouveau jusqu’a la fin de la culture.

P

Activité invertase neutre
(umol/min/mg protéines)

O ) v | i 1 i T T T i | T

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 41: Activité invertasique neutre mesurée dans les fragments foliaires de chicorée
“474”, Les limbes sont incubés 4 jours dans le M17860 (A) ou le M17S60Gly330 (%) puis transférés

(Fleche) 8 jours sur milieu dépourvu de glycérol.
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B.Effet du glycérol sur les activités des invertases acides

1.Mesure de Pactivité invertasique vacuolaire

Les profils des activités obtenus dans les deux conditions sont semblables jusqu’au
douzieme jour de culture (Fig. 42). A partir du premier jour de culture, ’activité de
I'invertase acide soluble augmente pour atteindre 22,5 pmol min” mg™ de protéines au
sixiéme jour de culture dans la condition sans glycérol, celle-ci décroit progressivement
jusqu’a la fin de la culture. Lorsque les tissus foliaires sont incubés dans le milieu de base
additionné de glycérol, I’activité spécifique augmente jusqu’a 20,4 pmol min”' mg” de
protéines le jour suivant le transfert sur milieu d’expression. Apres le cinquieme jour dans
le milieu d’expression on note une diminution de I’activité de I'invertase acide soluble et

ceci quelle que soit la condition.

7 s

Activité invertase acide soluble

(umol/min/mg proteines)

) V—-- v
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Jours

Figure 42 : Activité invertasique acide et soluble mesurée dans les fragments foliaires de
chicorée “474”. Les limbes sont incubés 4 jours dans le M17S60 (A) ou le M17S60Gly330 (™) puis

transférés (Fleéche) 8 jours sur milieu dépourvu de glycérol.
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2.Mesure de P’activité invertasique pariétale

La figure 43 montre Iactivité de l'invertase acide insoluble. Dans les deux
conditions, une trés forte augmentation au premier jour de I’embryogenese (environ 95
pmol min” mg-1 de protéines ), traduit une réponse au stress de la mise en culture. Au-
dela de ce point les profils obtenus sont différents. En effet, en absence de glycérol au
cours de I’induction des embryons somatiques, I’activité est élevée et supérieure a 90 pmol
min' mg™ de protéines. Aprés un jour de transfert sur milieu frais, 1’activité invertasique
diminue fortement et atteint 19,3 pmol min" mg™” de protéines au jour 12. La présence du
glycérol au cours de la phase d’induction de I’embryogenése provoque au contraire une
chute de Dactivité dés le second jour de la mise en culture (40 umol min” mg™ de
protéines) voire une inhibition totale de Iactivité de ’enzyme au troisi¢me jour. L’activité
de I'invertase reprend faiblement au quatri¢éme jour puis plus nettement au-dela du transfert
dans le milien M17S60 (les valeurs sont supérieures 2 45 pmol min™ mg’ de protéines)

pour diminuer ensuite.
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Activité invertase acide pariétale
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Figure 43 : Activité de ’invertase acide et pariétale mesurée dans les fragments foliaires de
chicorée “474”, Les limbes sont incubés 4 jours dans le M17S60 (A) ou le M17S60Gly330 (®) puis

transférés (Fleche) 8 jours sur milieu dépourvu de glycérol.
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C.Conclusion

Nous avons montré que le glycérol perturbait fortement le métabolisme du
saccharose dans les tissus foliaires. Le saccharose s'accumule dans les tissus au cours de la
phase d'induction. Le métabolisme est repris aprés le transfert des feuilles sur un milieu
dépourvu de glycérol. Ceci nous a amené a montrer que les invertases intra cellulaires ne
sont pas modifiées en présence de glycérol, mais qu'en revanche l'invertase acide pariétale
est inhibée au cours de la phase d'induction. Nous avons montré que l'induction de
I'embryogenése somatique chez la chicorée était caractérisée par une augmentation de
l'activité des invertases acides et une diminution de l'invertase neutre. La phase
d'expression montre au contraire que l'invertase cytoplasmique neutre est trés active et que
les invertases acides ont une activité décroissante. Le blocage de I'activité de l'invertase
acide pariétale ne semble pas définitif et le glycérol n’est plus limitant dés le quatriéme
jour. Nous allons dans la suite de ce chapitre nous intéresser plus spécifiquement a

Pinvertase acide pariétale.
II1.Etude de P’effet du glycérol sur I’'invertase acide pariétale
A.Purification et révélation par Western blot
1.Purification de la protéine

La protéine a été partiellement purifi€ée dans le but d’étre séquencée, la digestion
trypsique devant nous permettre d’obtenir des séquences peptidiques afin de déterminer
des amorces dégénérées en vue d’une amplification par PCR. L’invertase pariétale acide a
été extraite des feuilles entieres de chicorée “474” cultivées en serre. Le matériel est broyé,
homogénéisé et la fraction pariétale est purifiée par utilisation successive de précipitation a
I’ammonium sulfate, par chromatographie sur con A-Sepharose et sur colonne échangeuse
d’anions. Les activités enzymatiques sont mesurées pour chaque fraction. La purification
est résumée dans le tableau 16. La protéine a été purifiée 28,85 fois avec une activité

spécifique retrouvée de 85,9 U mg™ de protéines.
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Activité spécifique Facteur de Activité totale Rendement
(U/mg de protéines) purification %
Extrait brut 2,92 1 3700 100
Précipitation au 9.46 3.23 1087 29.37
(NH,);S04, 70 %
Con A-Sepharose 76.38 26.15 152.77 4.12
DEAE-Sepharose 85.9 28.85 98.93 2.78

Tableau 16: Etapes de purification de l'invertase acide pariétale

Chaque fraction protéique active ainsi purifiée a été soumise a une électrophorese
en SDS puis colorée a I’argent ou au bleu de Coomassie pour le séquencage (Fig. 44). Les
fractions purifiées présentent plusieurs bandes polypeptidiques dont une trés large a 68 kD.
Le séquencage de la protéine n’a pas abouti en revanche la protéine qui présente une large
bande est reconnue par un anticorps dirigé contre I’invertase acide pariétale de carotte

(Sturm, 1990 ; Fig. 45).

MM EB (NH,4);SO,; Con A-S DEAE-S

100

<4 68kDa

16,9

Figure 44 : Analyse par électrophoreése sur gel de polyacrylamide des différentes fractions
purifiées de ’invertase de chicorée. MM = Marqueur moléculaire (kDa), Phosphorylase B, 100 ; BSA, 80 ;
Ovalbumine, 50,9 ; Anhydrase carbonique,34 ; Inhibiteur trypsique de pois, 27,3 ; lysozyme, 16,9. EB,
extrait brut, (NH,),SO4 , précipitation au sulfate d’ammonium 70 %, con A-S, chromatographie sur colonne

con A-sépharose, DEAE-S, colonne DEAE sépharose échangeuse de cations. Coloration argentique.
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MM FP

<4—@ 8kDa

Figure 45: Immunodection de Dinvertase acide pariétale de chicorée (68 kD) apres
hybridation avec un anticorps dirigé contre l'invertase acide pariétale de carotte. MM = Marqueur
moléculaire (kDa), Phosphorylase B, 100; BSA, 80; Ovalbumine, 50,9 ; anhydrase carbonique,34 ;
Inhibiteur trypsique de pois, 27,3 ; lysozyme, 16,9. Hybridation aprés électrotransfert sur membrane de

nitrocellulose. Dépdt de 15 pg d’extrait purifié (FP, fraction purifiée).

2.Etude du taux de I’invertase au cours de I’embryogenese somatique

Les tissus foliaires sont incubés quatre jours dans le M17S60 ou le M17S60Gly
puis transférés huit jours dans le M17S60. L’extraction des protéines est réalisée sur des
tissus non induits et durant tous les jours de la phase d’induction puis apres le transfert aux
jours 5, 8 et 12 apres le transfert. La figure 46 montre les résultats obtenus aprés migration
des protéines sur gel de polyacrylamide en SDS-PAGE puis électrotransfert sur membrane
de nitrocellulose. Nous avons utilisé des anticorps monoclonaux fournis par le Professeur
Sturm (Béle) et obtenus apres purification d’une invertase acide et pariétale de carotte.
Nous avons établi des profils d’intensité intégrée au cours de la cinétique afin de pouvoir

comparer deux a deux les conditions avec et sans glycérol (Fig. 47).
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La protéine est peu exprimée dans les tissus non-induits. Lorsque les fragments de
limbes sont cultivés en absence de glycérol, nous observons une augmentation de la
quantité d'invertases. Apres le transfert, nous pouvons noter une stabilisation du taux de
protéine jusqu’a la fin de la culture (Fig. 46A). En présence de glycérol, une forte
augmentation de la quantité de protéine est notée au premier jour par rapport aux tissus
non-induits. Si au deuxieme jour la quantité est plus faible, nous constatons une
augmentation de I’invertase au troisieme jour (Fig. 46B). Au quatrieme jour la quantité de
protéine diminue & nouveau. Au dela du transfert sur milieu d’expression dépourvu de

glycérol le profil est assez similaire a la condition précédente (Fig. 46A et B).

M17560 M17S60 M17S60Gly330 M17S60

Jours oMM 1 2 3 4 4+1 4+44+8 MM 1 2 3 4 441 4+4 448

100 _|
80 —

50,9 7
34

27,3

169

Figure 46: Cinétique d’immunodétection de ’invertase pariétale acide dans les feunilles de
chicorée embryogeéne. Les fragments foliaires sont incubés 4 jours dans le M17S60 (A) ou le
M17S60Gly330 (B) puis transférés 8 jours sur M17S60, MM = Marqueur moléculaire (kDa), Phosphorylase
B, 100 ; BSA, 80; Ovalbumine, 50,9 ; Anhydrase carbonique,34 ; Inhibiteur trypsique de pois, 27,3 ;
lysozyme, 16,9. Hybridation aprés électrotransfert sur membrane de nitrocellulose. Chaque piste est chargée

avec 15 pg de protéines.
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EM_PL:PSZ83339 783339 P.sativum mRNA ( 485) [£] 255 128 350 322.0 5.8e-11
EM_PL:AF050128 Af050128 Zea mays cell (4412) [£f] 253 145 340 299.8 1.l1le-10
EM_PL:AF091550 Af091550 Hamamelis vir ( 522) [(£] 427 172 343 315.1 1.3e-10
EM_PL:AF050631 Af050631 Zea mays inve (2036) [f] 210 145 340 304.4 1.3e-10
EM_PL:CRCIN1 X81792 C.rubrum CIN1 mRN (1952) [f] 174 87 333 298.1 3.1le-10
EM_PL:LELIN6 X91390 L.esculentum mRNA ( 725) [f] 317 174 335 305.8 3.1le-10
EM_PL:AT11033 U11033 Arabidopsis thal (2571) [f] 520 205 331 294.6 3.6e-10
EM_PL:LELINS X91389 L.esculentum mRNA ( 725) [f] 291 217 333 303.9 3.9%e-10
EM _PL:STBETFRUA 721486 S.tuberosum mR (1949) ([f] 222 222 329 294.4 4.9e-10
EM_PL:ATBDF X70691 A.thaliana gene fo ( 558) [f] 515 205 331 303.6 5.3e-10
EM_PL:AF030420 Af030420 Triticum aest (1994) [f] 199 146 328 293.4 5.5e-10
EM_PL:AF091549 Af091549 Hamamelis vir ( 522) [£] 396 172 330 303.0 6.le-10
EM_PL:CIPINVERT Y11124 C.intybus mRNA (1796) [£] 401 169 326 292.1 7.2e-10
EM_PL:AF091548 Af091548 Hamamelis vir ( 515) [£] 391 172 325 298.5 1.le-09
EM_PL:AF043346 Af043346 Zea mays cell (6997) [f] 113 113 319 277.7 1.2e-09
EM_PL:AF030421 Af030421 Triticum aest (1563} [f] 149 114 291 260.5 4.8e-08
EM_PL:CIFRUCTOS Y11176 C.intybus mRNA (2103) [£f] 283 178 289 256.9 5.6e-08
EM_PL:BVBIN46 X81797 B.vulgaris BIN46 ( 751) [f] 274 215 272 247.2 5.5e-07
EM_PL:AF091547 Af091547 Hamamelis vir ( 511) [f£] 319 120 272 249.4 6e-07
EM_PL:ACINV7 Y11230 A.cepa mRNA for i ( 564) [f] 60 60 232 211.8 6.8e-05
EM_PL:AC005698 Ac005698 Genomic seque (18006) [f] 183 118 222 182.3 9.4e-05
EM_PL:ATBETAFRU X99111 A.thaliana gen (11937) [£] 220 118 222 184.7 0.0001
EM_PL:AF043347 Af043347 Zea mays cell (5535) [f] 108 73 223 190.1 0.00011
EM_PL:BVBIN35 X81795 B.vulgaris BIN3S ( 753) [f] 133 93 225 203.6 0.00015
EM_PL:ATBFRUC X95537 A.thaliana mRNa (2092) [f] 220 118 222 194.9 0.00016
EM_PL:ATBFRUCT X89454 Arabidopsis tha (1890) (£f] 220 118 222 195.4 0.00017
EM_PL:CRCIN3 X81794 C.rubrum CIN3 gen ( 775) [f] 151 111 221 199.7 0.00023
Figure 48: Homologies de séquences avec des clones d'invertase du régne végétal.
EM_PL:DCBFRUCT X69321 D.carota (Queen Anne's Lace) Inv (6648 nt)
initn: 707 initl: 707 opt: 936 Z-score: 849.7 expect() 1.7e-41
85 ;00 % identity in 480 nt overlap (1-469:4510-4986)
10 20 30
/net/n TGGGGTAACATTGTATGGGCGCATTCGGTA

EM_PL: TTTTATCAGTACAATCCCAAGGGTGCAGTGTGGGGTAATATTGTATGGGCCCATTCGGTG
4480 4490 4500 4510 4520 4530

40 50 60 70 80
/net/n TCAARAGATCTAATCAACTGGATACCGCTAGAACCAGCACTCTAACCATCGAAGCCATT-

EM_PL: TCGACTGACTTGATCAACTGGACACCGCTCGAGCCTGCAATCTTTCCATCCAAACCATTT
4540 4550 4560 4570 4580 4590

90 100 110 120 130 140
/net/n --CCAGTACCGTTGCTGGTCCGGTTCCGCCACGGTCCTTCCCGGTGAGAARACCGGTCATT

EM_PL: GATAAATATGGATGCTGGTCCGGTTCAGCGACTATCCTTCCAGGTAATAAGCCTGTAATA
4600 4610 4620 4630 4640 4650
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150 160 170 180 190 200

/net/n TTGTACACCCGATTAAGGGTGGGGGGGGGGGAAGGAGGGGAGGAAGTTTTTTTTTTTTCA

EM_PL: CTCTATACTGG—‘-AATTGTAGAAGGCCCTCCAAAAAATGTACAAGTTCAAAACTATGCT
4660 4670 4680 4690 4700 4710

210 220 230 240 250 260

/net/n ATACCCGAAGACTATTCAGATCCAAACCTAACAAAATGGATCAAACCCGATGACAATCCC

EM_PL: ATTCCCGCCAACCTTTCTGATCCTTACCTTCGGAAGTGGATCAAACCCGATAACAACCCC
4720 4730 4740 4750 4760 4770

270 280 290 300 310 320
/net/n ATCTTAAAACCAACCCATGGGGAGAATGTGTTTGCTTTCCGTGACCCAACAACCGCGTGG

EM_PL: TTAGTCGTTGCCAACAATGGGGAAAATGCCACAGCTTTCCGGGACCCGACCACAGCATGG
4780 4790 4800 4810 4820 4830

330 340 350 360 370 380
/net/n ATGGACTAAAGTGGTCAATGGGAATTCACAATTGGTAGTAAGCAGGAGCGATTAGGAGTG

EM_PL: TTGGACAAAAGTGGGCACTGGAAAATGTTGGTTGGTAGTAAGAGGAACCGAAGAGGAATT
4840 4850 4860 4870 4880 4890

390 400 410 420 430 440
/net/n TCGTATTTGTACAGAAGCCCGGATTTTATTAATTGGACCCTGGTTGATCACCCGTTGCA-

EM _PL: GCGTATTTGTACAGGAGTAAAGATTTTATTAAATGGACCAAGGCTAAACACCCGATCCAT
4900 4910 4920 4930 43940 4950

450 460 470
/net/n --CCAG--AAAGA---AAATGTGGGAATGTT

EM_PL: TCCCAGGCTAACACTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTATCACTGAAGGGA
4960 4970 4980 4990 5000 5010

Figure 49 : Exemple d’homologie de séquence obtenues entre le clone Invl7 d’invertase de

chicorée et invertase extracellulaire de carotte (85 % ; Sturm, 1990).
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végétal. Quelques protéines sont vacuolaires ou cytoplasmiques.

INV3_DAUCA Q39693 BETA-FRUCTOFURAN
INV2_DAUCA Q39692 BETA-FRUCTOFURAN
P93201 P93201 INVERTASE (LIN7) (FR
P93200 P93200 INVERTASE (LIN6) (FR
Q43171 Q43171 BETA-FRUCTOFURANOSID
082119 082119 ACID INVERTASE (EC 3
Q43855 Q43855 BETA-FRUCTOFURANOSID
INV1_DAUCA P26792 BETA-FRUCTOFURAN
Q43799 Q43799 BETA-FRUCTOSIDASE (E

:P93202 P93202 INVERTASE (LIN8) (FR

INV1_PEA Q43089 BETA-FRUCTOFURANOS
043079 Q43079 CELL WALL INVERTASE

:P93199 P93199 BETA-FRUCTOFURANOSID

Q43172 Q43172 BETA-FRUCTOFURANOSID

:AAC99429 Aac99429 BETA-FRUCTOFURAN

AAD02510 Aad02510 CELL WALL INVERT
081189 081189 INVERTASE. 5/99

Q9ZSW8 Q9zsw8 BETA-FRUCTOFURANOSID
P93490 P93490 CELL WALL INVERTASE
Q043856 Q43856 CELL WALL INVERTASE
081118 081118 CELL WALL INVERTASE

:Q43866 Q43866 BETA-FRUCTOFURANOSID

INVA_MAIZE P49174 BETA-FRUCTOFURAN
AAD26974 Aad26974 PUTATIVE INVERTA
AAD21446 Aad21446 PUTATIVE INVERTA
CAB43403 Cab43403 BETA-FRUCTOFURAN
038801 038801 INVERTASE. 5/99
Q9ZTL2 Q9ztl2 CELL WALL INVERTASE

:Q9ZTQS5 Q09ztg5 CELL WALL INVERTASE

AAC99431 2ac99431 BETA-FRUCTOFURAN
AAC99433 Rac99433 BETA-FRUCTOFURAN
Q9ZSW6 Q9zsw6 BETA-FRUCTOFURANOSID
Q42648 042648 BETA-FRUCTOFURANOSID
Q9ZP42 Q9zp42 CELL WALL INVERTASE

Q97ZTQ4 Q9ztg4 CELL WALL INVERTASE

Q43076 Q43076 BETA-FRUCTOFURANOSID
Q9ZR55 Q9zr55 INVERTASE (EC 3.2.1.
Q92ZR54 Q9zr54 FRUCTOSIDASE (EC 3.2

1042646 Q42646 BETA-FRUCTOFURANOSID

09ZSW7 Q9zsw7 BETA-FRUCTOFURANOSID
042720 042720 BETA-FRUCTOFURANOSID
042719 (042719 BETA-FRUCTOFURANOSID
042721 Q42721 BETA-FRUCTOFURANOSID
Q9ZSW5 Q9zsw5 BETA-FRUCTOFURANOSID
INV1_MAIZE P49175 BETA-FRUCTOFURAN
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Figure 50 : Homologies de séquences avec les invertases des banques de données du régne
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Figure 51: Séquencage partiel de l'invertase acide pariétale de chicorée. Séquence

nucléotidique et traduction en acides aminés.

2.Northern blot

Par hybridation avec la sonde homologue de chicorée, on détecte un signal positif
situé a 2 kb. La figure 52 montre que dans les tissus foliaires de chicorée embryogéne
“474” non-induits, le taux d’expression des ARNm de l’'invertase pariétale acide est trés
faible. Lorsque les tissus foliaires sont cultivés en absence de glycérol au cours de la phase
d’induction le taux d’ ARNm est tres élevé au premier jour de culture. Cette élévation serait
le reflet du stress causé par la mise en culture des limbes. L’expression du geéne de
I'invertase augmente ensuite jusqu’au quatritme jour. Apres le transfert, I’expression
augmente un peu et reste constante au cours de la phase d’expression des embryons
somatiques. Lorsque les tissus foliaires sont incubés en présence de glycérol au cours de la
phase d’induction, le taux d’expression augmente trés légérement. Apres le transfert sur un

milieu frais dépourvu de glycérol, I’expression est légérement inférieur. Au jour O et au
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jour 8(4+4) la diminution observée sur la figure 52A est dfl a la quantité d'ARN déposée, le
taux d’ARNTr a ce jour étant trés inférieur aux autres jours (Fig. 52B); le rapport permet de

confirmer que I’expression est constante au cours de la cinétique d’expression.

A B

M17S60 M17560 M17860Gly330 M17S60

Jours 0 1 2 3 4 4+1 4+4 448 1 2 3 4 4+1 444 448

- 358

188

Figure 52 : Analyse par Northern blot de I’expression de I’invertase acide pariétale au cours
de I’embryogenése dans les feuilles de chicorée (A). Dép6t de 20 ug d’ARN total par piste, hybridation par
une sonde marquée (*P) du clone INV17 d’invertase pariétale. Les pointes des fleches noires et blanches
représentent les marqueurs de taille apres coloration a I’encre de Chine (18 et 26 respectivement). (B) Les

ARNI sont visibles sous UV en présence de BET.

IV Chez la chicorée non embryogéne Flash

A.Dosage des sucres alcoolosolubles

Les sucres alcoolosolubles sont dosés comme précédemment par CLHP dans les

explants et dans les milieux d’incubation des fragments foliaires (Fig. 54).

Au cours de la phase d'induction les teneurs en saccharose diminuent dans les

milieux d'incubation des feuilles de Flash. Nous notons une diminution l€gérement
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supérieure en absence de glycérol. Au quatriéme jour, la quantité de saccharose diminue

progressivement et de fagon identique au cours de la phase d'expression dans les milieux

de culture M1760 (Fig. 53B) et M17S60Gly330 (Fig. 53A). Parallélement les quantités

d'hexoses décelées dans les milieux augmentent au cours de la cinétique pour atteindre un

maximum au douziéme jour avec 15 mM dans les deux conditions (Fig. 53A et B).
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Figure 53 : Evolution du taux de saccharose (®), de glucose (®) et de fructose ( ) dans les

milieux de culture des fragments foliaires de chicorée “474” au cours de ’embryogenése somatique.
Incubation de 4 jours dans le milien M17560Gly330 (A et C) ou M17S60 (B et D) puis transfert (Fleche)
pendant 8 jours dans le milicu M17S60. Moyenne (+ écart type) de 3 cultures de 3 répétitions indépendantes.
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Dans les fragments foliaires de la chicorée non-embryogeéne Flash incubés dans e
M17S60Gly330, le saccharose pénétre et s'accumule. Au quatritme jour on trouve 28,5
umol g'MF, ce qui représente un tiers de la teneur mesurée chez la chicorée embryogéne
“474” au m€me stade de culture. Dans les fragments de limbes de Flash induits en absence
de glycérol, les teneurs en saccharose sont semblables a celles observées dans les feuilles
de “474” pendant la phase d'induction mais restent plus faibles pendant la phase
d'expression. Dans les deux conditions et tout au long de la cinétique, les teneurs en

glucose et fructose sont largement inférieures a celles observées chez “474”.
B.Dosage des activités invertasiques

Les activités des invertases acides et de l'invertase neutre sont mesurées comme

précédemment dans les tissus foliaires de Flash. La figure 54 présente les résultats obtenus.

L'activité de l'invertase neutre et cytoplasmique est relativement constante dans les
tissus foliaires de chicorée Flash placés en condition embryogene. Les activités sont plus
faibles que pour la “474” et de l'ordre de 6,5 pmol min™ mg™ de protéines (Fig. 54A).

L'invertase acide vacuolaire présente des activités similaires lorsque les tissus
foliaires sont incubés dans un milieu d'induction M17S60 ou M17S560Gly330. Les valeurs
sont voisines de 6,5 pumol min" mg' de protéines. Apres le transfert les activités sont
toujours stables et évoluent de la méme maniére (Fig. 54B).

Nous notons de nouveau que le glycérol est sans effet sur les activités des

invertases intracellulaires.

Les activités de l'invertase acide pariétale sont consignées sur la figure 54C. Au
cours de la phase d'induction l'activité de l'enzyme diminue trés légérement dans les
explants incubés dans le M17S60 alors qu'elle chute fortement des le deuxieme jour de
culture pour la condition avec glycérol. Apres le transfert des fragments sur milieu
M17S60, les activités se stabilisent et sont similaires pour les deux conditions (13,5 pmol
min" mg" de protéines). Il faut toutefois souligner que ces activités sont 6 fois inférieures

pour la chicorée Flash que pour la “474”,
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Figure 34 : Activité de i’invertase acide ct pari¢taie mesurée dans ies fragments foliaires de

chicorée Flash. Les limbes sont incubés 4 jours dans le M17S60 (4) ou le M17S60Gly330 (™) puis

transférés (Fleche) 8 jours sur milieu dépourvu de glycérol.
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C.Conclusion

Ces résultats montrent que le glycérol provoque une accumulation de I’invertase
pariétale acide dans les tissus foliaires de chicorée au cours de la phase d’induction des
embryons (Fig. 46 et 47). Parallelement I’activité enzymatique est partiellement inhibée au
cours des phases précoces du processus embryogeéne (Fig. 43). L'étude de la synthése des
ARNm de l'invertase pariétale acide nous permet de conclure que le glycérol est sans effet
sur le géne de l'invertase (Fig. 52). Nous avons par ailleurs isolé un fragment d'ADNc de
cette invertase de la chicorée qui fera l'objet d'une soumission aux banques de données
pour recevoir un numéro d'acces. Les résultats obtenus chez la chicorée “474” et la variété
Flash montrent que c'est le glycérol, un produit de son métabolisme ou un inhibiteur qui
agit sur l'invertase pariétale acide au cours de la phase d'induction. Les effets du glycérol
sur le métabolisme du saccharose, le systéme invertasique et leurs conséquences sur la

cellule embryogene sont résumés sur la figure 55.

M17S60

M17860Gly330

Saccharose

Glc i Fru < |v> Saccharose
Saccharose Saccharose

a‘; Glycérol

Saccharose
Division des cellul
embryogénes

Glycérol

Glycérol

Figure 55 : Résumé des effets du glycérol sue l'invertase pariétale acide et ses conséquences au

cours de 1'embryogenése somatique. V: vacuole; C: Cytoplasme; P: paroi pecto-cellulosique.
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Contribution & la recherche de marqueurs précoces

QUATRIEME PARTIE

Contribution du glycérol a la recherche de marqueurs précoces de

I’embryogenese somatique chez la chicorée

Ce chapitre concerne la recherche de marqueurs précoces de I’embryogeneése
somatique. Nous avons choisi d’analyser des profils d’expression protéique au cours de la

culture des tissus foliaires de la chicorée pour remonter ensuite aux génes impliqués.

Nous avons utilisé la technique de I’électrophorese bidimensionnelle pour notre
recherche. Ce procédé nous permet d’observer des modifications de 'expression des génes
survenues au cours du phénomene étudi€. Au cours de notre étude nous avons été amenés a
observer des phénomenes impliqués dans le processus embryogéne mais directement liés &
la présence du glycérol. Dans ce chapitre le glycérol va €tre un outil pour la recherche de
marqueurs précoces. En effet, le glycérol permettant de bloquer la premiére division lors
du processus d’embryogenese somatique dans les tissus foliaires de la chicorée, les
différences observées en présence ou en absence de glycérol devraient €tre accentuées.
Ceci implique également de rechercher des différences entre le Cichorium hybride 474 et
un témoin non embryogene (vari€té Flash) afin de corréler les caractéres embryogénes des

protéines tissulaires ou extracellulaires détectées.
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I.Analyse des protéines extracellulaires apres révélation argentique

Des protéines extracellulaires détectées au cours de 'embryogenese somatique chez
la carotte (De Vries et al., 1988a et b ; Van Engelen et al., 1991), le Citrus ( Gavish et al.,
1991), la vigne et le mais (Coutos-Thévenot ez al., 1992a et b, 1993), le pin (Domon et al.,
1994) et chez la chicorée (Helleboid et al., 1995, 1998) sont susceptibles d’étre des
marqueurs du phénomene. Par conséquent nous avons dans un premier temps, étudié les

protéines excrétées dans les milieux de culture.

A.Chez ’hybride “474”

Au cours de la cinétique d’embryogeneése somatique des différences reproductibles
sont observées entre les profils protéiques des milieux d’incubation des fragments foliaires
cultivés en présence ou non de glycérol. La figure 56 montre des électrophorégrammes de
protéines extraites des milieux de culture ayant contenu des explants incubés 3 jours dans
le M17S60 (Fig. 56A) et dans le M17560Gly330 (Fig. 56B). L’analyse des gels révele la
présence d’une centaine de polypeptides. Le nombre total de protéines augmente au cours
de la cinétique, les masses moléculaires vont de 8 a 110 kDa et les points isoélectriques
sont compris entre 3 et 8 (Fig. 56). Les profils protéiques des milieux de culture montrent

des différences quantitatives et qualitatives dans les 2 conditions expérimentales retenues.

Afin de faciliter notre étude, une zone d’intérét a été délimitée sur les gel. Les
protéines identifiées précédemment et reliées au processus d’embryogenése ont é&té

replacées. Il s’agit des chitinases (CHI) et des 3-1,3 glucanases (E38).

L'annexe IV présente un gel d’électrophorése bidimensionnelle de marqueurs
protéiques standards (Bio Rad). Des comigrations des extraits protéiques avec ces
marqueurs permettront de définir les points isoélectriques et les masses moléculaires des

protéines d’intérét.
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Figure 56 : Electrophorégrammes bidimensionnels des protéines extraites des milieux de

culture des fragments foliaires de chicorée hybride “474” cultivés 3 jours dans le milieu M17S60 (A) ou

dans le M17S60Gly (B). Coloration argentique. Rectangle = zone d’étude délimitée.
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Milieu d'induction
M17S60 M17S60Gly330
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Figure 57: Agrandissement de la zone I de la figure 56. Les électrophorégrammes
bidimensionnels des protéines extraites des milieux de culture de tissus foliaires de Cichorium hybride
“474” induits 2, 3 ¢t 4 jours dans un milieu M17S860 (A, B, C) ou dans un milieu M17560Gly330 (E, F, G)
puis transtérés sur milieu d’expression M17860 pendant 4 jours (D et H). Coloration argentique. Les
différents symboles indiquent la présence des polypeptides (A), I'apparition de nouveaux polypeptides est

indiquée par une fleche @) et son absence par un cercle (O).
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Les profils protéiques dans la région sélectionnée sont observés au cours d’une
cinétique de culture en présence (M17S60Gly330) ou absence (M17S60) de glycérol dans
le milieu d’induction des fragments foliaires. Les protéines ont été extraites des milieux a
2, 3, 4, et 8 4+4) jours pour chaque condition (3 répétitions par extrait). Afin de pouvoir
comparer tous les échantillons la méme quantité de protéines est déposée au cours de I'IEF

(120 pg de protéines extracellulaires totales par tube).

Dans la zone étudiée, des protéines sont visibles dés le début de la culture et ceci
quelle que soit la condition étudiée : elles sont notées P et Q. Ces polypeptides présentent
des accumulations croissantes au cours de la cinétique (Fig. 57A a H). Dans les milieux de
culture additionnés ou non de glycérol un groupe de protéines de poids moléculaire

identique 2 la protéine P (20 kDa) s’échelonne entre les pH allant de 5,5 2 7,0.

Dans la région I sélectionnée, deux polypeptides acides de 14 kDa (14a et 14b ; Fig.
57A a H) sont présents dans les milieux d’induction M17S60 et M17S60Gly330 (Fig. 57A
a CetE a G). Apres le transfert dans les milieux dépourvus de glycérol, ces protéines sont
toujours visibles (Fig. 57D et H). Elles ont un point isoélectrique proche de 4,5. Dans cette
zone de pH un petit polypeptide de 10 kDa (10a) est présent dés le deuxieme jour de
culture dans les milieux d’induction dépourvus de glycérol (Fig. 57A a D). Cette protéine
E10a n'est détectée qu'au huitieme jour dans le milieu d’expression lorsque les fragments

de chicorée ont été d’abord induits en présence de glycérol (Fig. 57H).

Un second groupe de protéines de 14 et 10 kDa, dans une zone de pH voisine de
6,5.est observé. Celles-ci sont nommées 14c, 14d et 10b. Ce triplet protéique est visible sur
les électrophorégrammes des milieux M17S60 des le second jour de l'induction et leur
accumulation se poursuit tout au long de la culture embryogene (Fig. 57A a D).
L’excrétion des protéines de 14 kDa est retardée au quatrieme jour en présence de glycérol
(Fig. 57G et H) et la protéine E10b n’est détectée que dans un milieu dépourvu de glycérol
(Fig. 57H).
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Afin de vérifier si les polypeptides détectés peuvent é&tre reliés au processus
d’embryogenese somatique chez la chicorée, des fragments foliaires de la variété non

embryogene ont été cultivés dans les mémes conditions que I"hybride “474”.
B.Chez la variété Flash

La figure 58 présente les électrophorégrammes des protéines extracellulaires aprés
3 jours d’incubation des fragments foliaires de chicorée Flash dans le milieu
M17S60Gly330, puis au jour 8 (4+4) dans le milien M17S60. Les profils protéiques
different de ceux obtenus avec la chicorée “474”. Alors que les polypeptides déterminés P
et Q présentent des profils d’accumulation croissante chez cette chicorée, aucun
polypeptide n’a pu étre identifié et comparé comme étant les protéines de 10 ou 14 kDa et

ceci quel que soit le point isoélectrique.
C. Conclusion

Les observations effectuées sur les coupes cytologiques et 1’étude des protéines
extracellulaires sur la chicorées non embryogeéne Flash nous permet quelques remarques.
On peut souligner 1’absence de 3-1,3 glucanases a 38 kDa, ces protéines ayant été reliées a
I’embryogeneése somatique chez la chicorée “474” par Helleboid et al. (1998). L’
apparition des polypeptides de El4c, E14d et E10b dés le début de la culture dans les
milieux d'incubation des fragments foliaires embryogénes de “474” en absence de glycérol
et leur détection plus tardive en présence de glycérol tend & prouver que ceux-ci seraient en
relation avec I’embryogenese somatique chez la chicorée. Ils ne sont jamais détectés chez
la variété non embryogéne; Il nous a paru essentiel de caractériser ces polypeptides de

faible masse moléculaire.
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Figure 58 : Electrophorégrammes des polypeptides extraits des milieux de culture de la

chicorée Flash aux jours 3 (A) et 8 (B) de la culture embryogene. Coloration argentique.
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III.Caractérisation des protéines 10a et 10b et 14a, b, ¢ et d excrétées par les

fragments foliaires de chicorée “474”

Les protéines 10a et b ainsi que les protéines 14a, b, ¢ et d pouvant étre reliées au
processus embryogene, des électrophoreses bidimensionnelles préparatives d’extraits
protéiques des milieux de culture correspondant au huitiéme jour de culture ont été

réalisées afin d’accumuler une quantité suffisante de protéines purifiées.

Pour I'identification des protéines de 10 et 14 kDa, les échantillons ont subi une
digestion trypsique. Le spectre obtenu par spéctrométrie de masse, la masse moléculaire et

le point isoélectrique des polypeptides sont pris en compte.

A. Les protéines de 10 kDa

Le séquencage de la protéine de 10 kDa n’a pas abouti. D’apres la littérature, cette
protéine (ou ces protéines) pourrait(ent) correspondre a des LTP (lipid transfer protein). Un
séquencage a partir de gel monodimensionnel a été réalisé au laboratoire et des homologies

de séquences avec ces protéines ont pu €tre observées (Axelle Blanckaert, thése en cours).
Nous nous sommes intéressés a I’évolution de la quantité de ces protéines au cours
d’une cinétique embryogene par utilisation d’anticorps dirigés contre des LTP de carotte
fournis par le Professeur De Vries (Wageningen).
1. Electrophorese monodimensionnelle et coloration argentique
Les protéines des milieux de culture apres dialyse et lyophilisation sont extraites

puis reprises dans un tampon de Laemmli (1970) modifié. Ces protéines sont ensuite

séparées par électrophorése monodimensionnelle (Fig. 59).
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Figure 59 : Electrophoreése monodimensionnelle des protéines du milieu de culture de feuilles
de chicorée “474”. Aprés induction des fragments dans les milieux M17S60Gly330 (A) ou le M17S60 (B)
pendant 2, 3, 4 jours puis transférés pendant 4 jours sur M17S60. MM : marqueur moléculaire (kDa),
Phosphorylase B, 101; BSA, 83 ; Ovalbumine, 50,6 ; Anhydrase carbonique,35,5 ; Inhibiteur trypsique de
pois, 29,1 ; Lysozyme, 20,9. Coloration argentique. Dépot de 20 pg de protéines totales par piste.

La révélation argentique permet de visualiser deux bandes protéiques de 10 et 14
kDa. La bande de 10 kDa correspondrait aux LTP. Elle n’est visible & 1’argent qu’au
quatrieéme jour de culture en présence de glycérol et dés le jour 2 en absence de glycérol
dans le milieu. Les bandes de 10 et 14 kDa sont excisées des gels et déposées séparément
dans deux puits apres avoir €té révélées au bleu de Coomassie. L’anticorps anti LTP de

carotte reconnait spécifiquement la bande de 10 kDa
2. .Révélation immunologique
- pour la condition avec glycérol
Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, la bande protéique de 10 kDa est
détectée au troisitme jour de la phase d’induction de 'embryogenese celle-ci est observée

apres le transfert sur milieu dépourvu de glycérol. Il semble curieux de ne pas déceler les

protéines a I’argent et de pouvoir noter une reconnaissance par !’anticorps au troisieéme
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jour (Fig. 60). Il s'agit la vraisemblablement d'une sensibilité plus importante a la

révélation argentique.

MM 1 2 3 4 4+4  jours

101
83
50,6

35,5

20,9

Figure 60 : Immunoblot des protéines extracellulaires des feuilles de chicorée “474”au cours
de ’embryogenése somatique. Les tissus sont incubés 1, 2, 3 et 4 jours dans le milieu M17S60Gly330 puis
transtérés pendant 4 jours dans le milien M17860. MM = Marqueur moléculaire (kDa ), Phosphorylase B,
101 ; BSA, 83; Ovalbumine, 50,6; Anhydrase carbonique,35,5; Lysozyme, 20,9. Hybridation aprés
électrotransfert sur membrane de nitrocellulose avec un anticorps anti LTP. Dépot de 15 pg de protéines

totales.

- Pour la condition sans glycérol
L’anticorps reconnait les protéines de transfert de lipide deés le deuxi¢me jour de la

culture (quantité trés faible au jour 2). La quantité de protéines exprimées est croissante

tout au long de ’embryogenése somatique (Fig. 61).
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MM 1 2 3 4 4+4 Jours

101
83
50,6

355

20,9

<4—e@ 10kDa

Figure 61 : Immunoblot des protéines extraites des milieux de culture des feuilles de chicorée
“474”, Les tissus sont incubés 1, 2, 3 et 4 jours dans le milieu M17S60 puis transférés pendant 4 jours dans
le milieu M17S60. MM = Marqueur moléculaire (kDa), Phosphorylase B, 101 ; BSA, 83 ; Ovalbumine,
50,6 ; anhydrase carbonique,35,5; lysozyme, 20,9. Hybridation aprés électrotransfert sur membrane de

nitrocellulose avec un anticorps anti LTP de carotte. Dép6t de 15 ug de protéines totales.

3. Chez la chicorée Flash

Une expérimentation témoin a partir de la chicorée non embryogene Flash a été
mise en place. Les immunoblots réalisés a partir des protéines extracellulaires des

chicorées “474” et Flash sont préparés et révélés simultanément.

Les protéines sont extraites des milieux d'incubation de feuilles de Flash au jour 4
en présence de glycérol et apres transfert 4 jours sur milieu d'expression M17S60. La
figure 62 montre la révélation de la membrane aprés hybridation par I’anticorps anti-LTP.

Aucune bande protéique n’apparait au cours de la cinétique.
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MM 1 2 3 4 4+4 jours
101

83
50,6

35,5
29,1

20,9

Figure 62 : Immunoblot des protéines extraites des milieux de culture des feuilles de chicorée
Flash. Les tissus sont incubés 1, 2, 3 et 4 jours dans le milieu M17860Gly330 puis transférés pendant 4 jours
dans le milieu M17S60. MM = Marqueur moléculaire (kDa), Phosphorylase B, 101 ; BSA, 83 ; Ovalbumine,
50,6 ; Anhydrase carbonique,35,5 ; Inhibiteur trypsique de pois, 29,1 Lysozyme, 20,9. Hybridation apres
électrotransfert sur membrane de nitrocellulose et hybridation a ’aide d’un anticorps anti LTP de carotte.

Dépot de 15 pg de protéines totales.

B.Les protéines de 14 kDa

1.Séquencage partiel

Le séquencgage concerne les protéines de 14 kDa de la région la plus “acide” (pH
4,8; 14a et b) et de la partie “neutre” (pH 6; 6,5; 14c et d) des électrophorégrammes
présentés sur la figure 58.

Les protéines 14 aet b et 14 c et d ont été séquencées et présentent des similitudes.
Les séquences polypeptidiques obtenues (DYGSNVAAL) ont été soumises a trois banques
de données (SwissProt.r34, EMBL, Swall) et des homologies de séquences ont été trouvées
avec des protéines de faibles poids moléculaires de la classe 1 des PR protéines

(Pathogenesis related protein ; Tableau 17).
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Organisme % d'homologies | N° d'accession | Auteurs

EMBL
Hordeum vulgare 85 Q05968 Muradov et al., 1993
Hordeum vulgare 85 P35793 Muradov et al., 1994
Hordeum vulgare 85 Q43489 Bryngelsson et al, 1994
Triticum aestivum 85 082714 Molina et al., 1998

Tableau 17: Homologies de séquences entre la protéine de 14 kDa de chicorée et les PR-

protéines du régne végétal.

N

Le séquencage a été réalis€é a partir de spot révélé en électrophorése
bidimensionnelle. Un second séquengage a été réalis€é aprés coloration & l’argent. Le
spectre obtenu est présenté en annexe. Les polypeptides pourraient correspondre a une PR
protéine d’aprés leur masse mais ne présentent pas d’homologie avec les PR protéines
séquencées chez Arabidopsis thaliana (ce séquengage ne permet que la comparaison de

masses polypeptidiques apres digestion trypsique avec la banque d'Arabidopsis thaliana).

2. Conclusion

Le pourcentage d'homologie (85 %) permet d'affirmer que les protéines E14a et b et
El4c et d sont des PR protéines de classe 1. Ce sont les mémes protéines ou peut étre des
isoformes qui se distinguent probablement par des modifications post traductionnelles

(glycosylation, phosphorylation,...).
IV. Analyse des protéines tissulaires

A. Apres révélation argentique

Au cours de la cinétique étudiée, des différences reproductibles et significatives
sont observées entre les profils protéiques des feuilles induites en présence ou en absence
de glycérol. La figure 63 montre des profils protéiques de fragments foliaires de chicorée

avant 'induction (Fig. 63A), et au huitiéme jour de culture aprés incubation quatre jours

dans le M17S60Gly330 (Fig. 63B) ou dans le M17S60 (Fig. 63C). L’analyse des gels

149




Contribution d la recherche de marqueurs précoces

97 kDa
50

35,1
27,9

21,9

14,5

150



Contribution & la recherche de marqueurs précoces

révele la présence de plus 1000 polypeptides. Les polypeptides sont séparés selon une
gamme de pH allant de 3,5 a 8 et selon leurs masses moléculaires allant de 10 & 150 kDa.

La plupart des protéines détectées au jour O sont également présentes au jour 8.

Cependant, les profils protéiques réveélent des différences quantitatives et
qualitatives selon la condition de culture. Notre étude a tout d’abord consisté a répertorier
Ieffet du glycérol sur des protéines ayant déja été identifiées et associées a
I’embryogenese somatique de la chicorée. Ces protéines sont nommées par la lettre E
suivie d’un nombre correspondant a leur masse moléculaire. Il s’agit des polypeptides,
El7a et E17b, E22, E27, E28, E36a, E36b E38a et E38b. Au cours de notre étude nous
avons €té amenés a identifier de nouveaux polypeptides qui pourraient étre reliés au

processus embryogene.

B.Analyse de la zone I

Cette zone délimitée sur la figure 63 se situe dans une gamme de masses
moléculaires allant de 30 a 70 kDa et les pH s’échelonnent de 3,5 a 5 unités. Cette zone a
été particulierement étudiée au laboratoire par Boyer et al. (1994) et Helleboid et al.
(1995). Cette région comporte les polypeptides reliés a ’embryogeneése somatique : E27,
E28, E36a, E36b, E38a et E38b. La figure 64 montre l'agrandissement de la région I au
troisiéme jour de culture en présence (64A) ou en absence (64B) de glycérol. Ces protéines
n'apparaissent qu'a partir du troisi¢me jour de la culture et le glycérol n’a pas d’effet sur
leur présence. Nous pouvons toutefois noter une différence quantitative supérieure en

absence de glycérol.

Figure 63 : Electrophorégrammes d’extraits protéiques de feuilles de chicorée “474” avant
I’induction (A) , au huitieme jour de culture aprés une induction préalable de 4 jours dans le M17S60Gly330
(B) ou le M17860 (C).

Coloration argentique. Afin de faciliter la comparaison des profils protéiques, quelques polypeptides présents

sur tous les gels ont été sélectionnés et signalés par les lettresa a g.
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Figure 64 : Agrandissement de la région I de Ia figure 63. Les protéines sont extraites des tissus
foliaires aprés 3 jours d’incubation dans le milieu M17560Gly330 (A) ou le milieu M17S60 (B).

Coloration argentique.

Nous avons résumé les variations quantitatives des polypeptides dans le tableau 18

au cours de la cinétique.

Protéine Jour 0 J1 J2 J3 J4 J8(4+4)

E38a M17S60 - - - P ++ +
M17560Gly330 - - - ++++ + +

E38b M17S60 - - - ++ + +
M17S60Gly330 - - - + + "

E36a M17560 - - + + + +
M17S60Gly330 - - * + + +

E36b M17S60 - - + + + +
M17S60Gly330 - - + + + +

E28 M17S60 - - - ++ + +
M17S60Gly330 - - - + + +

E27 M17S60 - - - ++ + +
M17560Gly330 - - - + + +

Tableau 18: Influence du glycérol sur I'évolution quantitative des protéines d’intérét et

influence du glycérol.
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Si les protéines de 27,28 et 36 kDa n’ont pas encore été séquengées, les protéines E38a et

E38b ont été identifiées comme des 3-1,3 glucanases (Helleboid et al., 1998).
C.Analyse des autres parties du gel

Dans la zone de points isoélectriques s’échelonnant de 5 a 8, pour les protéines de
hautes masses moléculaires, aucun polypeptide n’a jusqu'alors été identifi€ au laboratoire
comme €tant lié au processus d’embryogeneése somatique. Aussi, nous nous sommes plus
spécialement intéressés aux polypeptides ayant une masse moléculaire située entre 10 et 30

kDa et s’échelonnant sur toute la gamme de pH (Fig. 65).

Les profils protéiques sont comparés au cours d’une cinétique de culture dans le
milieu d’induction M17S60Gly330 (Fig. 65A, B, C, D) ou dans le M17S60 (Fig. 65F, G,
H, I) puis apres un transfert de 4 jours sur milieu M17S60 sans glycérol (Fig. 65E et J). Les
polypeptides décrits sont repérés dans les tissus non induits (Fig. 63A) et la quantification |
relative est réalisée par informatique (voir Matériel et Méthodes). Au cours de la cinétique,
les polypeptides 1, 2 et 8 voient leur intensité diminuer. Alors que 1 et 2 disparaissent
totalement des tissus a partir du troisi¢me jour dans la condition sans glycérol (Fig. 65H, 1
et J) le polypeptide 1 diminue mais ne disparait pas en présence de glycérol. Les protéines
3, 5 et 15 présentent des profils d’accumulation croissants tout au long de la cinétique et
ceci quelle que soit la condition d’induction (Fig. 65A a J). La majeure partie des
polypeptides montre des profils constants (4, 6, 7, 9 a 14) et le glycérol est sans effet sur

leur présence (Fig. 65A aJ).
D.Les polypeptides d’intérét

Dés le troisieme jour de la culture en absence de glycérol, on détecte un
polypeptide de 22 kDa précédemment caractérisé comme protéine de stress thermique
(HSP, heat shock protein) et reliée au processus d’embryogenése somatique (Fig. 65D et
E). Lorsque les tissus sont induits en présence de glycérol, cette protéine n’est détectable

qu’a partir du quatrieme jour de culture.
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Sy (R

Figure 65 : Electrophorégrammes bidimensionnels des protéines extraites des tissus foliaires
de Cichorium hybride “474” induits 1,2,3 et 4 jours dans un milieu M17560Gly330 (A, B, C et D) ou dans
un milieu M17S60 (F, G, H et I} puis transférés 4 jours sur milieu d’expression M17S60 (E et J). Les
différents symboles indiquent la présence des polypeptides ; I'apparition de nouveaux polypeptides est
indiquée par unc {leche @) et son absence par un cercle (O). Les polypeptides 1 & 15 sont repérés sur la
figure 63A puis uniquement par une pointe de fleche afin d’alléger la figure. L’orientation indique si

I’expression est constante @, augmente (4) , diminue (') ou s’annule (V). Coloration argentique.
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Dans les tissus foliaires cultivés en absence de glycérol, deux protéines de 17 kDa, de
points isoélectriques acides (4,5) notées E17a et E17b, apparaissent au quatri¢éme jour (Fig.
651 et J). En présence de glycérol dans le milieu, ces protéines ne sont repérables qu’apres

le transfert et elles sont nettement visibles au jour 8 (Fig. 65E).

E. De nouveaux polypeptides marqueurs ?

1.Mise en évidence chez la chicorée “474”

Sur la figure 65, on constate 1’apparition de deux nouveaux polypeptides au cours
de 'embryogenese dans les tissus foliaires de chicorée qui sont absents des tissus non
induits (Fig. 63A). Ces polypeptides sont nommés E13 et E15 (Annexe V). Les points
isoélectriques de ces polypeptides sont de 6,8 pour E15 et 6,5 pour E13. La protéine E13
est détectable des le début de la culture dans les limbes induits en absence de glycérol (Fig.
65F a J). La présence de glycérol dans le milieu d’induction, retarde l'apparition de la
protéine E13 au troisieme jour de la culture (Fig. 65C). Elle présente ensuite un profil
d’accumulation croissant (Fig. 65D et E). Le polypeptide de 15 kDa quant a lui, apparalt au
deuxieme jour de la culture, que les tissus soient cultivés dans le M17S60Gly330 (Fig. 65A
a D) ou le M17S60 (Fig. 65H a I) et reste présent pendant I’expression des embryons

somatiques dans les deux conditions (Fig. 65E et J).

2.Chez la chicorée Flash

La figure 66 présente les profils protéiques tissulaires de la variété Flash au niveau
de la zone d’intérét précédemment décrite. On peut repérer les polypeptides 3, 7 et d (Fig.
63A et 65). Les prélevements sont effectués aux jours 4 et 8 (4+4) pour €tre comparés avec
la chicoré “474”. Les polypeptides E13 et E15 ne sont jamais détectés au cours de la
culture alors que le polypeptide E22 de stress thermique est présent sur les profils (Fig.
66A et B). Une comigration des extraits protéiques des variétés “474” et Flash au huiti¢éme
jour de culture (Fig. 67) permet de conclure que les polypeptides E13 et E15 sont
spécifiques de I’hybride “474” et qu’ils semblent pouvoir étre reliés au processus

embryogene chez la chicorée.
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Figure 66: Electrophorégrammes bidimensionnels des tissus foliaires de chicorée Flash. Les
limbes sont induits 4 jours dans le milieu M17560Gly330 (A) et transférés dans un milieu M17S60 pendant

4 jours (B). Coloration argentique.
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Figure 67: Electrophorégramme bidimensionnel des tissus foliaires de chicorées “474” et
Flash. Les limbes des deux variétés sont induits 4 jours dans le milieu M17S560Gly330 et transférés dans un

milien M17860 pendant 4 jours. Les protéines extraites subissent une co-migration. Coloration argentique.

F.Conclusion

Au vu des résultats obtenus en présence et en absence de glycérol dans le milieu de
culture et par comparaison aux profils protéiques obtenus chez la chicorée Flash, il semble
que les protéines E13 et El5 soleint de bons candidats au titre de marqueurs de

I"'cmbryogenése somatique chez la chicorée.
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Discussion, conclusions et perspectives

Nous avons au cours de nos travaux explorer divers aspects de I'embryogenése chez la
chicorée. Cette étude, loin de résoudre le probleme du déterminisme de l'embryogenése
somatique et du développement des embryons, nous permet d'obtenir un certain nombre
d'éléments utiles a la compréhension du phénomene et ouvre des perspectives pour poursuivre

les investigations chez la chicorée.

L'optimisation de la culture embryogéne

L'augmentation du rendement en embryons somatiques, a la suite du doublement de la
concentration en saccharose, est la conséquence de l'accentuation du phénomene et constitue
ainsi un outil capital aux travaux sur l'embryogenese somatique. L’observation des coupes
histologiques nous a permis de vérifier, ainsi que I'ont observé Dubois et al. (1991), la nature
directe et unicellulaire de I'embryogenése somatique chez le Cichorium hybride. De méme que
la réactivation primaire de nombreuses cellules avoisinant les tissus conducteurs. Ces cellules,
qualifiées d’embryogénes, possédent un cytoplasme dense, une vacuole fragmentée, un noyau
central volumineux et un nucléole bien visible. Ces cellules vont s’isoler du reste du tissu par
un dépdt de callose pariétal (Dubois et al.,1990). Cet isolement va provoquer I'expression de
la totipotence cellulaire (Décout, 1998) et une série de mitoses qui vont aboutir a la formation
de proembryons sans protoderme (de taille inférieure a 250 pm) présentant des cellules de plus
en plus petites. Chez Cichorium comme chez Pennisetum americanum (Vasil et Vasil, 1982)
les divisions des cellules embryogenes correspondent & un recloisonnement de la cellule
initiale avant de montrer une augmentation du volume du proembryon. Nous avons montré
que le passage de 30 a 60 mM de saccharose dans le milieu de culture provoque une vague de
divisions cellulaires plus précoce. Ainsi le blocage de la premiere mitose des cellules
embryogenes décrit par Robatche-Claive et al. (1992) n’est plus obtenu jusqu’au cinquiéme
jour d’induction dans un milieu M17560Gly330. Toutefois nous montrons que la premicre
division cellulaire a lieu quelques heures apres le quatriéme jour en présence de glycérol alors

que des fragments de limbe incubés dans un milieu dépourvu de glycérol présentent déja des
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divisions des cellules embryogenes et des embryons somatiques a ce stade la culture. De plus
au douzieme jour de culture toutes les classes de taille sont représentées sur les tissus dans un
milieu M17S60 traduisant une absence totale de synchronisation. L’augmentation de Ila
concentration en glycérol s’avérant inefficace pour bloquer les cellules embryogenes, la
réduction de la durée de la phase d'induction a 4 jours dans un milieu M17S60 enrichi en

glycérol 330 mM est a ce jour adoptée au laboratoire.

Le glycérol et les microtubules, éléments déterminants de la mitose des cellules

embryogenes

D'un point de vue cytologique la premiére phase de culture des feuilles en présence de
glycérol, montre une migration du noyau vers le centre de la cellule et donc une préparation a
I'entrée en mitose. D'un point de vue biochimique et histologique, nous avons montré que le
glycérol n'intervient pas sur le taux de tubulines mais que sa présence perturbe le réseau des
microtubules. Chez les animaux un blocage de la division cellulaire lié & la fixation du
glycérol sur les tubulines a été démontré par Dinsdale et al. (1992). L’éthanol et ses dérivés
sont responsables d’une désorganisation du cytosquelette et en particulier de la polymérisation
des microtubules chez les mammiféres (Jennett et al., 1980 ; Smith et al., 1987 ; Yoon et al.,
1998). D’autres part, Yeung (1995) souligne que les microtubules pourraient avoir un rdle de
marqueur dans le processus d’embryogenese somatique chez le riz. L’orientation et la
distribution des microtubules jouent un rdle déterminant dans le processus d’induction des
embryons somatiques chez Medicago sativa (Dijak et Simmonds, 1988), chez le pois (Schulz,
1988) et le riz (Zee et al., 1996 ; Huang et al., 1997) ainsi que dans la polarité cellulaire chez
le pois notamment (Hush et al., 1990 ; Hush et Overall, 1992). La modification de
’organisation de la structure spatiale des microtubules dans les tissus de chicorée induits dans
un milieu avec ou sans glycérol confortent ces observations. Une étude sur la polymérisation
in vitro des microtubules, telle que celle décrite par , serait nécessaire pour définir si le
glycérol affecte la synthése du dimére de tubulines o et Bou s'il engendre une structure

anarchique des microtubules.
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Le glycérol permet l'induction embryogéne mais le saccharose reste nécessaire au

déroulement du programme embryogéne

Nos résultats montrent que le saccharose est indispensable pour l’obtention et le
maintien de la croissance des embryons somatiques. Le glycérol ajouté dans les milieux n'a
pas qu'un role d'osmoticum. En effet, 'induction embryonnaire est possible lorsque le glycérol
est utilisé comme seule source carbonée mais celui c¢i ne permet pas la poursuite du
développement des embryons somatiques dans les tissus foliaires du Cichorium hybride
“474”. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Strickland et al. (1987) sur des
cultures cellulaires de Medicago sativa ou le glycérol n’améliore pas le rendement en
comparaison du saccharose. Pourtant chez différentes variétés de Citrus le glycérol est la
source carbonée privilégiée pour une bonne réponse embryogene (Ben Hayyim et Kochba,
1982 ; Ben Hayyim et Neumann, 1983 ; Vu et al., 1993). Lorsque les tissus sont induits en
présence de saccharose, le glycérol (330 mM) ajout€ au milieu d’expression n’empéche plus la
division des cellules embryogenes, mais retarde le développement des embryons somatiques.
Le glycérol peut constituer une source d’énergie suffisante pour induire les cellules

embryogenes, mais seul il ne permet pas le développement des embryons somatiques.

Le métabolisme du glycérol et ses conséquences sur I'embryogenése somatique

La possibilité dutiliser du glycérol comme source carbonée nous a conduit a étudier
son métabolisme au cours de I'embryogenese somatique. Le glycérol est transporté de maniere
passive dans les tissus foliaires de chicorée dans lesquels il s'accumule. Les teneurs élevées en
glycérol libre dans les feuilles s’expliquent par la nécessité qu’ont les cellules de créer un
équilibre avec le milieu extérieur (384 mM), comme ’ont montré Wang et al. (1995) avec un
autre polyol, le sorbitol, qui permet I'ajustement osmotique dans les feuilles de pommier
(Wang et Stutte, 1992). La présence du glycérol entraine une élévation de la pression
osmotique. De fortes augmentations sont parfois favorables & I’embryogenése comme chez
Helianthus annuus (Jeannin et al., 1993) et selon Wetherell (1984) un stress osmotique
provoque la plasmolyse des cellules embryogenes qui s’isolent pour évoluer en embryon. Nos

résultats seraient davantage en accord avec les travaux de Litz (1986) sur les suspensions
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cellulaires de Carica, ol une osmolarité élevée au cours de l'induction ou lors des stades
précoces de l'embryogenése somatique inhibe la différenciation des cellules embryogenes,

voire méme perturbe le développement normal des embryons somatiques.

L’incubation de jeunes plantes de Cucurbita maxima en présence de glycérol-'*C
entraine une production trés importante de saccharose-'*C indiquant que le glycérol peut
s’orienter vers la voie de la gluconéogenese (Beevers 1956, 1961). Cette voie est confirmée en
1983 par MacDonald et ap Rees qui ajoutent de faible quantité de glycérol marqué a leurs
suspensions cellulaires de Glycine max. Chez les bactéries et les mammiféres, un tel
métabolisme est initié par la glycérol kinase. Le produit de cette réaction est le glycérol 3-
phosphate qui est le carrefour métabolique (Lin 1976, 1977). Chez les plantes supérieures,
Hippman et Heinz (1976) démontrent pour la premiere fois la présence de cette enzyme dans
des extraits de feuilles de Pisum sativum. En 1987, Sadava et Moore mesurent ’activité de la
glycérol kinase et caractérisent 'enzyme a partir de tissus de Cucumis sativa. Chez le
Cichorium, la glycérol kinase est trés active dans les feuilles en condition embryogene et
I’enzyme semble directement activée par son substrat. II n’existe que des traces de glycérol
libre dans les tissus foliaires cultivés en absence de glycérol, I’activité mesurée tend & prouver
que le glycérol n’est qu’un état transitoire et qu’il est trés rapidement converti par la glycérol
kinase. L’activité spécifique de la glycérol 3 phosphate déshydrogénase reste constante au
cours de la phase d’induction et ceci quelle que soit la condition de culture. Le glycérol n’a
donc pas d’effet sur cette enzyme. Apres le changement de milieu, celle-ci est beaucoup plus
active dans les tissus. Sans doute est-elle directement impliquée dans le processus de
développement des embryons somatiques, dans 1’anabolisme du saccharose pour constituer
des réserves pour les embryons d’une part et dans le catabolisme des sucres par la formation
de pyruvate et d’énergie d’autre part mais aussi dans la lipidogenese (Fig. 3).

L’analyse des molécules carbonées et phosphatées des fragments foliaires de chicorée
en RMN, permet de confirmer le transport du glycérol et sa phosphorylation trés rapide en
glycérol 3-phosphate. Le spectre en RMN *'P montre I’activité intense de la glycérol kinase
qui serait localisée dans le cytoplasme (Aubert et al., 1994). En utilisant du glycérol-’H sur
des plantules de Brassica napus, Perry et Harwood (1993), démontrent 1 orientation

préférentielle du glycérol 3-phosphate pour la synthéses des lipides. Nos résultats dans les
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feuilles de Cichorium confirmeraient cette hypothése. Peu de glycérol 3-phosphate serait
converti en DHAP au début de la culture. On peut remarquer une faible teneur du glycérol 3-
phosphate en absence de glycérol dans le milieu d’induction. Cela est sans doute le résultat
d’une conversion de la dihydroxyacétone phosphate en glycérol 3-phosphate pour la synthése
des phospholipides. On pense en particulier dans le cas des cellules de chicorée, a la
phosphatidylcholine puisque nous détectons une teneur relativement importante en
phosphoryl-choline. La phosphatidylcholine est le phospholipide membranaire majeur pour la
synthése de membrane. Dans la condition sans glycérol, les cellules embryogenes se divisent,
la croissance ést relancée, les cellules alimenteraient en choline les syntheses me‘mbranaires.
On constate que la quantité de glycéryl-phosphoryléthanolamine (GPE) est deux fois moins
importante en absence qu’en présence de glycérol dans les milieux (Fig. 32A et B). Cette
accumulation du phosphodiester pourrait s’expliquer par une dégradation intense de la
phosphatidyléthanolamine par les lipides acyl hydrolases (Galliard, 1980). Le GPE est ensuite
hydrolysé par une estérase qui libere le glycérol 3-phosphate et de I’éthanolamine qui se
phosphoryle rapidement (Bligny et al., 1989). Ce catabolisme des phospholipides permettrait
I’alimentation de la chaine respiratoire par le métabolisme des acides gras. De tels résultats
suggerent un blocage en amont de la glycolyse que nous démontrons dans la troisi¢éme partie

des résultats.

Par ailleurs, nous avons montré que la présence du glycérol, de part sa fonction alcool,
conduisait a la synthése d'un nouveau composé de type glucidique dans la constitution duquel
intervient le glycérol ou un produit de son métabolisme. Ce composé pourrait correspondre a
un hétérodimere de glycérol et d'un sucre comme c'est le cas chez les algues (Hellebust, 1976).
Ce composé pourrait étre synthétisé en réponse au choc osmotique ou encore pour entrer dans
la composition pariétale. I a ét€é récemment montrer que le glycérol entrait dans la
composition de la subérine chez les tubercules de pomme de terre et dans les fibres de coton.
Les auteurs suggerent que le glycérol doit €tre considéré comme un monomere de subérine
chez tous les végétaux supérieurs (Moire et al, 1999). La caractérisation de cet
oligosaccharide serait intéressante. Nous avons tenté de lisoler sur couche mince afin de
réaliser une chromatographie en phase gaz pour déterminer sa composition. L'action de

diverses enzymes (glucanases, invertases,...) permettra de déterminer le type de liaison.
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Le glycérol et le métabolisme carboné au cours de I'embryogenése somatique

-Les sucres

Les analyses des sucres alcoolosolubles dans les milieux de culture montrent que le
saccharose disparait et parallélement nous observons un transport de ce saccharose dans les
explants foliaires. La présence du glycérol modifie fortement I'hydrolyse du saccharose en
particulier au cours de la phase d'induction. Il est souvent rapporté que des teneurs élevées en
saccharose favorisent I’embryogenese somatique. Ce n'est pas le cas chez la chicorée cultivée
en présenée du glycérol qui favorise ’accumulation de saccharose et tend a inhiber le
phénomene d’embryogenese. D'autre part, la présence élevée de glucose et de fructose est peut
étre responsable de la diminution du nombre d'embryons somatiques différenciés, ces deux
sources carbonées n'étant pas favorables a l'embryogenese chez la chicorée (Couillerot et al;
1993) mais aussi chez Eleusine coracana (Eapen et George, 1990) ou Solanum melongena
(Gleddie et al., 1983). Dans des cellules embryogenes de Daucus carota (Dijkema et al.,
1990) le glucose et le fructose, formes privilégiés d’entrée des glucides dans les tissus doivent
méme régénérer du saccharose avant d’étre ultérieurement métabolisés.

-Les invertases

Les différences enregistrées au cours de la phase d’induction laissent supposer que les
invertases jouent un réle important dans les phénomeénes de différenciation cellulaire.
L’embryogeneése somatique chez la chicorée serait caractérisée par une diminution de
I'activité de I'invertase acide au cours du développement des embryons somatiques et une
augmentation de !’invertase basique. Ces résultats ont déja été observés chez la carotte et
d’autres especes d'Apiacées au cours de l'embryogenese somatique (Ricardo et Ap Rees,
1970 ; Silva et al., 1988). Halperin et Jansen (1967) obtiennent des résultats similaires en
comparant I’embryogenese somatique et zygotique toujours chez la carotte.
Une activité élevée de I’invertase pariétale, en relation avec le taux d’auxines, induirait le
processus de différenciation de cellules somatiques en cellules embryogenes et favoriserait la
division et le développement en embryon (Weil et Raush, 1990). Chez la chicorée le blocage
de la division pourrait s’expliquer par une modification du métabolisme du saccharose due a la

présence du glycérol.
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L’analyse du Northern blot permet de conclure que le glycérol est sans effet sur I’activité du
géne de I’invertase pariétale. Par conséquent, la présence du glycérol pourrait intervenir au
niveau de la protéine elle méme, par exemple en bloquant le site actif de celle-ci en tant
qu’inhibiteur compétitif. Le besoin en hexoses nécessiterait alors une synthése massive de
I’enzyme et aprés le transfert sur milieu frais I’inhibition serait levée. Nous pouvons
également penser que le glycérol induit la synthése d’un (ou plusieurs composés) qui
agirait(ent) sur I’activité de la protéine au niveau du site actif ou de la structure de la protéine.
Nous pensons ici au composé de type glucidique découvert dans les tissus et étudié au cours
de la deuxiéme partie des résultats. Il est intéressant d’observer que dans des conditions de
stress réduit (en absence de glycérol), le taux de protéines de méme que la synthése d’ARNm
de I'invertase pariétale, augmentent nettement au cours des stades précoces de I'embryogenese

somatique.

L’invertase marqueur de ’embryogenése somatique ?

Le terme de marqueur est souvent assez vague et plusieurs conceptions de ce terme
sont envisageables. Dans la littérature, de nombreux travaux mettent en cause des enzymes
lors de I’induction de I’embryogenése somatique (Chibbar et al., 1988 ; Coppens et Dewitte,
1990 ; Rao et al., 1990 ; ...). Un marqueur doit étre identifiable dés la phase d’induction ou
mieux de pré-induction, c’est a dire avant que le phénomene physiologique soit apparent. La
notion d’invertase comme marqueur de I’embryogenese somatique est évoquée chez la carotte
par Sadava et Ricardo (1992). Les auteurs se basent sur I’aspect quantitatif de I’activité de
I'invertase sur des lignées embryogeénes et non embryogénes. Dans ces conditions, le
marqueur ne suit pas une loi de tout ou rien et il est donc difficilement exploitable. Il ne nous
semble pas que I'invertase soit un marqueur d’une phase d’acquisition ou de développement
de ’embryogenése somatique chez la chicorée. L’activité de 'enzyme serait plutét le résultat
d’une cascade d’événements consécutifs au stress de la mise en culture et li€s de prés ou de
loin & la différenciation cellulaire vers un programme embryogeéne. Toutefois, les différences
enregistrées au cours de notre étude en particulier entre les chicorées embryogeénes et non

embryogenes, prouvent que le métabolisme du saccharose est nécessaire au bon déroulement
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du processus d’embryogenése somatique chez la chicorée. Les stades précoces sont
caractérisés comme nous l'avons vu précédemment par une augmentation de l'activité de
l'invertase acide pariétale et le développement des embryons somatiques au contraire par une

diminution de cette activité.

Mise en évidence de nouveaux marqueurs protéiques

Les protéines extracellulaires

L'utilisation du glycérol combinée a une étude chez la chicorée Flash non embryogene
a permis de mettre en évidence de nouveaux marqueurs protéiques dans les milieux de culture.
Ces polypeptides se divisent en deux groupes de 10 et 14 kDa.

Un séquengage des protéines de 10 kDa sur gel monodimensionnel (Axelle Blanckaert,
thése en cours) a permis d'identifier ces protéines comme des protéines de transfert de lipide.
Le rble de ces LTP chez les plantes supérieures cultivées in vitro n’a pu étre corrélé aux
fonctions in vivo a ce jour. Chez la carotte, Sterck et al. (1991), supposent que ces LTP
seraient impliquées dans le transport de monomeres de cutine. La cuticule entourerait les
embryons somatiques aprés formation du protoderme. Ces résultats sont confirmés par Meijer
et al. (1993) qui démontrent que la LTP précédemment découverte pouvait transporter des
phospholipides membranaires in vitro qui seraient excrétés a extérieur des tissus. Ceci
implique donc que les LTP interviendraient dans des stades plus tardifs de ’embryogenése
somatique. Chez la chicorée la présence du protoderme a la surface des embryons n’est notée
qu’au dixi¢me jour de culture (Dubois et al., 1991); la présence des LTP au cours des stades
précoces laissent supposer que ces protéines ne possedent pas les mémes fonctions que chez la
carotte. Leur excrétion dans les milieux de culture pourrait étre due a un phénomenes de stress
environnemental et non a ’embryogenese somatique elle méme. En effet, il a été démontré
que certains genes sont spécifiquement induits par un choc thermique, des concentrations
élevées en sels ou encore un traitement hormonal chez I’orge et la tomate (Plant et al., 1991 ;
Hugues et al., 1992 ; Torres-Schumann e? al., 1992). Chez la chicorée une température élevée
est indispensable a I’induction des embryons somatiques et pourrait expliquer la présence de

ces protéines (Décout ef al., 1992).
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Le groupe de protéines de 14 kDa a été identifiée comme appartenant a la classe 1 des
Pathogenesis Responsive proteins. Des suspensions cellulaires de tabac ou de potiron
expriment de maniere constitutive des PR-protéines qui sont excrétés dans les milieux de
culture (Antoniw et al., 1981 ; Esaka et al., 1990). Dans les milieux de culture de chicorée,
différents polypeptides ont déja été mis en évidence. Ils appartiennent a la classe 2 et 4 des
PR-protéines: il s’agit des B-1,3 glucanases (Helleboid, 1998), mais aussi des chitinases. Dans
des suspensions cellulaires de Citrus, Gavish et al. (1991) ont décrit des PR-protéines de
classe 2 liés au processus d’embryogenése somatique; toutefois, ils ne signalent aucune
différence au niveau des chitinases entre des lignées embryogenes ou non-embryogeénes. En
utilisant un antisérum dirigé contre les polypeptides acides de la classe des PR1 de tabac, ils
montrent que les polypeptides qui réagissent sont strictement présents au niveau des
suspensions embryogenes. Les PR protéines de la classe 1, n’ont pas de fonction particuliére
définie. Certains auteurs les associent cependant aux phénomenes de développement (Lotan et
Fluhr, 1990b, Neale et al., 1990, Ori et al., 1990). Les PR protéines ainsi mises en évidence
chez la chicorée pourraient étre directement impliquées dans l'induction et le développement

des structures embryogenes.

Protéines tissulaires

Au niveau tissulaire, trois classes de polypeptides peuvent étre distinguées: les
protéines constitutives, les protéines dont I'expression décroit ou augmente et enfin les
polypeptides nouvellement synthétisés au cours du processus embryogéne. La majorité des
protéines révélées appartient aux deux premieéres catégories. Les différences observées au
niveau quantitatif peuvent s ‘expliquer par une faible vitesse de renouvellement de ces
polypeptides.

Pour les protéines qui apparaissent spécifiquement au cours de ’embryogenése somatique, les
variations quantitatives peuvent s’expliquer par la présence du glycérol. En effet, la protéine
E22 apparait plus tardivement en sa présence, mais elle est également détectée chez la variété
Flash non embryogene. Nous pouvons supposer que ce polypeptide est riche en certains acides

aminés et que le glycérol intervient au niveau des voies de synthé¢se de ceux-ci. Dans les
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cellules d'érable, le glycérol et plus particulicrement le glycérol 3-phosphate inhibent la
synthése des acides aminés branchés dérivés de l'aspartate (Aubert et al., 1994). La synthése
de E22 se trouve alors retardée.

La protéine E22 est une protéine liée au choc thermique (Décout, 1998); la culture
étant réalisée a 35°C, sa présence n’est de ce fait pas surprenante. En revanche, nous
n'expliquons pas le délai d’apparition de ce polypeptide en présence de glycérol sinon qu'il est
impliqué dans le processus embryogéne. Des protéines de stress thermique sont rarement
associées au processus de morphogenese, cependant, Gyorgyey et al. (1991) montrent que des
protéines de stress thermique de faibles masses moléculaires joueraient un role spécifique,
mais non précisé, au cours de l'induction des embryons somatiques chez la luzerne. Dans le
cas de culture androgénétique, Bouchard er al. (1993) rapportent que de telles protéines sont
directement impliquées dans le développement des microspores. Chez Brassica napus une
liaison directe entre les protéines de choc thermique et l'embryogencse haploide peut étre

établie (Cordewener et al., 1995).

Les protéines E17a et E17b n’ont pu étre identifi€es par s€équencgage. Leur présence a
déja été notée lorsque les tissus foliaires sont cultivés en milieu statique sans glycérol a partir
du cinquie¢me jour de culture (Décout, 1998). Leur présence au quatri¢me jour en milieu agité
et leur retard d’apparition en présence de glycérol confirme que ces protéines sont en rapport

avec le processus d’embryogenese somatique chez la chicorée.

Les polypeptides tissulaires E13 et E15 sont synthétisés de novo ou peut-étre
apparaissent-elles comme de nouvelles isoformes suite a des modifications post-
traductionnelles. Cependant leur absence chez la variété Flash fait de ces polypetides des
marqueurs de 'embryogenese somatique chez la chicorée. Les polypeptides E13 et E1S5 ne
sont pas détectés chez la variété Flash et ils sont a ce titre, comme les polypeptides E17aetb a

associer au processus d’embryogengse somatique.
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En conclusion, nous avons abordé nos travaux de I’embryogene¢se somatique de maniére
originale par I'étude du glycérol. Si notre travail ne répond pas de fagon nette aux questions
posées sur le déterminisme de I’embryogenese somatique chez la chicorée, il contribue a
fournir de nombreuses informations utiles a la compréhension du phénomene. Enfin,
I"utilisation du glycérol au cours de la phase d’induction s’est avérée efficace et incontestable
dans la recherche de marqueurs précoces. Nous pouvons ainsi améliorer et compléter le

modele chicorée.
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Annexe 1
On consideére une cellule comme une sphére et on calcule le volume d’une cellule
embryogéne, d’un embryon somatique et des cellules qui le composent (Fig. 9). Ces
calculs ont pour but de déterminer & quel moment est survenue la premiére division de la
cellule embryogene.

- Volume d’une cellule embryogene : 4/3, XTXT = *ax T x 60° = 904 320 pm3.

- Volume d’un embryon somatique : “/3x © x 70° = 1 436 027 .

- Volume d’une cellule embryonnaire : */3x © x 20° = 65 416 um® = 1 436 027 /

65 416 = 20 cellules.

La cellule embryogéne initiale aurait donc subit 4 divisions successives. Si on considére

qu'un cycle cellulaire chez la chicorée dure 4 heures (Dubois, communication

personnelle), la division a lieu entre le 4™ et le 5™ jour.

Cellule embryogene Embryon somatique
M17S60G1y330 —> —> > '
4h 4h 4h 4h
1041 Jour 5= 120 h
Jour4+8h
‘ _ —_—Pp — —>
MTR680T485 4h 4h 4h
108 h Jour 5=120h
Jourda v ik
—> —>
4h 4h
MI7560GIy660
112h Jour 5= 120 h
Jourd + IS8 h
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Annexe II
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Annexe 111
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Annexe IV

v
w*iz ’ 1
w3 - ;
B 1}5
G
%
Marqueurs protéiques standards de deuxiéme dimension aprés révélation
argentique (Bio-Rad®).
Protéines standards Point isoélectrique Masses moléculaire
1 Hen egg white conalbumin 6;63;6,6 76
2 Bovine serum albumin -~ - 5,4;55;5,6 66.2
3 Bovine muscle actin 5;51 43
4 GAPDH rabbit muscle 8,3;8,5 36
5 Bovine carbonic anhydrase 59;:6 31
6 Soybean trypsine inhibitor 145 v 21,5
7 Equine myoglobin 7 17,5
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Annexe V

Détermination des points isoélectriques et des masses moléculaires des protéines

d'intérét E13 et E15 par informatique.
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bstract Direct somatic embryogenesis was induced in
af cells of a Cichorium hybrid (Cichorium intybus L
it. sativumx Cichorium endivia L. var. latifolia)
rough a two-step procedure. Leaf tissue explants
ere cultured for 5 days in M17 liquid medium supple-
ented with 30 mM sucrose and 330mi glycerol
A17830Gly330 medium). Synchronised divisions of
nbryogenic cells occurred after transfer for 7 days
nto glycerol free-medium (M17S30). By doubling the
icrose concentration (60 miM) in the presence of glyc-
'ol (M17S60Gly330) during the induction step,
nbryogenesis increased and the length of the induc-
on step was reduced from 5 to 4 days. Compared to
icrose, glycerol as carbon source during the induction
nd the expression steps had an inhibitory effect on the
mbryogenic response. During culture, glycerol was not
etected in M17560 medium and was at a low level in
:af fragments incubated in this medium. Initially
ipplied as an osmoticum, glycerol disappeared from
117S60Gly330 medium during the 4-day induction

Abbreviations SE Somatic embryo

Introduction

The most commonly used carbohydrate in plant tissue
or cell culture is sucrose. In somatic embryo (SE)-
forming cultures of different species, a variety of
carbon sources have been tested and studies have
revealed sucrose to be generally the best source of
carbon for embryogenesis (Verma and Dougall 1977;
Gleddie et al. 1983; Eapen and George 1993), including
embryogenesis in Cichorium (Couillerot et al. 1993). It
has also beéen found that glycerol-pretreated cultures of
selected species of Citrus will undergo prolific embryo-
genesis (Vardi et al. 1982) and in a few cases, glycerol
has been reported as the preferred carbon source for
this species (Ben-Hayyim and Neumann 1983).

Leaf tissues of the Cichorium hybrid “474” offer a
new attractive model of somatic embryogenesis which

eriod and penetrated into the tissues where most ofi} is direct, rapid (less than 12 days), abundant (more than

ras C metabolised. Furthermore, glycerol modified
arbohydrate metabolism, particularly during the
wduction period of embryogenesis. Sucrose hydrolysis
ras affected in the medium and sucrose and hexose
ontents in tissues were higher than in glycerol-free
1edium. The effects of glycerol as a osmoticum and as
10lecule itself are discussed.

{ey words Carbohydrate metabolism - Chicory -
slycerol - Somatic embryogenesis

!ommunicatcd‘by I Ne“grutui“

«. Bellettre - J.-P. Couillerot (B9) - J. Vasseur
aboratoire de Physiologie Cellulaire et Morphogenése
'égétales, USTL-INRA, Université des Sciences et
echnologies de Lille, F-59655 Villeneuve D’Ascq cedex,
rance o

-mail: couillerot@univ-lillel fr,

ax: + 33-3-20336044 '

ten embryos per mm? of leaf), with embryos of unicel-
lular origin (Vasseur et al. 1995). Several factors have
been identified that can influence or are directly corre-
lated with this regeneration pathway, including callose
deposition in cell walls of embryogenic cells (Dubois et
al. 1990), specific proteins (Hilbert et al. 1992; Helle-
boid et al. 1995), polyamings (Couillerot et al. 1993)
and temperature (Decout et'al. 1994). What makes this
system attractive is that by the addition of 330 glyc-
erol as osmoticum to the synthetic culture medium
containing 30 mM sucrose (induction medium), the first
division of embryogesic cells is synchronised -after the

. leaf fragments are transferred to the same medium free

of glycerol for embryo expression (Robatche-Claive et
al. 1992). ‘ S
Here'dve describe improved embryogenesis in the
presence of glycerol during the induction step with
increased glycerol and sucrose concentrations. Glycerol
effects during the two steps of the culture on embryo
yield were also studied. Finally, we investigated glyc-
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ramedium containing 30 mif sucrose, 2.25

Ax with 60 m¥ sucrose and 330

05712

erol interaction with carbohydrate metabolism and its
own utilisation by leaf tissues. '

Materials and methods

Material and culture conditions

The plant material was obtained from a clone of the Cichorium
hybrid “474” (Cichorium intybus L var. sativumx Cichorium
endivia L. var. latifolia) propagated by somatic embryogenesis
(Dubois et al. 1988). The plantlets grown from root embryos
(Dubois et al. 1990) were subcultured on solid Heller (1953)
inositol and vitamins
(Morel and Wetmore 1951), with a proton flux rate of 50 pmol s~
and 12/12 h photoperiod (24°C during -the light period, 20°C in
darkness). Leaf fragments of 6-week-old plantlets were cultured
for 5 days at 35 °C in darkness in 20 m! of an agitated basal M17
medium for embryo induction (Dubois et al. 1991), supplemented
glycerol (M17S60Gly330). This
pretreatment prevented the first division of embryogenic cells
which was only observed after transfer of leaf tissues to glycerol-
free medium (M17S60). The cultures were stopped after 7 days in
the expression medium. In further experiments, sterilised glycerol
was added only during the first step or throughout the culture.

Estimation of embryogenesis

Leaf fragments were fixed in formaldehyde:acetic acid:ethanol
solution (3.5:6.5:100, by vol) on the 12th day of culture and were
stained with lugol (2% I, and 6% KI wtfvol). SEs were counted
under a light microscope and the frequency (%) was distributed

in four size classes (class 1:SE<100pum; class
2:100<SE =150 pm; class 3:150<SE =200pum; class
4:SE>200 um).

Paraffin sections

Leaves were cut into 5-10X5 mm pieces. Samples were dehy-
drated in an ethanol series and embedded in paraffin 52-54°C
(Merck). Sections 7 um thick were stained with safranin/fast
green. Observations were performed by transmitted light micros-
copy.

Extraction and analysis of carbohydrates and glycerol

Samples were weighed, quickly frozen in liquid nitrogen and
stored at -70°C until analysis. Frozen tissues were ground in a
Potter blender. Carbohydrates and glycerol were extracted with
95% ethanol (1 ml/100 mg fresh weight) at 20 °C for 5 min. After
centrifugation (30000g, 10 min, 20 °C), the pellet was re-extracted
with 0.5 ml 95% ethanol. The two supernatants were combined
and dried under vacuum. Carbohydrates and glycerol were solu-

X bilised in 2 ml 0.01 M sorbito! (used as the internal standard) and

19¢

passed through a 0.45-pm Millipore filter.

Soluble carbohydrates and glycerol were analysed in 100-jl
aliquots of filtered extract by HPLC. The chromatographic
system consisted of a solvent degasser Spectra SYSTEM SCM400
(Spectra Physics, San Jose, Calif.), a Spectra SYSTEM P4000
pump, a column (300X 6.5 mm) Waters Sugar-PAK 1 (Waters

Millipore, Milfort, Mass.) maintained at 85°C and a differential -
' refractometer. Distilled water containing 50mg 1 calcium-

EDTA was used as the solvent at a flow rate of 0.5 ml min~*.

Osmolarity determination

Osmolarity was determined by an automatic osmometer
(Roebling, Berlin, Germany) which used the freezing point of
aqueous solutions. A 300-mOsmol sucrose solution was used as
standard. .

¥

Data collection and statistical analysis

SEs induced per square millimetre of each explant were counted
12 days after culture initiation. A total of 90 areas (10 areas from
three replicates of three explants per treatment) were analysed by
ranking of treatment means to determine whether the results
were statistically significant using the least-significant-difference
test.

Results and discussion

Improvement of embryogenesis by increased sucrose
and glycerol concentrations

Previous studies demonstrated that somatic embryo-
genesis in Cichorium is sensitive to the carbohydrate
source in which it is incubated (Couillerot et al . 1993;
Vasseur et al. 1995). Sucrose was found to be the most
efficient carbon source for the induction of SEs. Leaf
tissues were usually induced for 5 days in M17 medium
containing 330 glycerol and then transferred tox
M17 medium for 7 days. By doubling the initial sucrose
concentration from 30 to 60 m¥, the yield of SEs at dayx
12 was significantly (P=0.05) and considerably .
improved (14.7110.28 against 9.58+0.54 SEs mm™2).
The absence of first division of the embryogenic cells
described by Robatche-Claive et al. (1992) until the Sth
day was only maintained until the 4th day in
M17S60Gly330 (Fig. 1B) because embryogenic cells
coexisted at day 5 with pluricellular SEs (Fig. 1A).
Furthermore, higher concentrations of glycerol [495
(Fig. 2A) and 660 mM] (Fig.2B)] did not block the X
initial mitosis of the embryogenic cells; above 660 mM,x
tissues were necrosed. However, an increase in glycerol
concentration delayed the first division of the reacti-
vated cell. Moreover, the embryogenic- ceill and SEs
were observed closer to the vascular bundle. Qur
results are in agreement with those observed during
somatic embryogenesis of coconut (Buffard-Morel et
al. 1991) and carrot (Guzzo et al. 1994, 1995). In leaf
tissues incubated for 4 days and transferred for 8 days
in M17S60 without glycerpl, the yield of embryos was
not significantly higher (15.5+0.27 SEs mm™2), but no
synchronisation of the first division of the embryogenic
cells was obtained. Following these data, the embryo-
genesis induction step was henceforth reduced to 4
days. : : :

Glycerol and sucrose are important in the induction

phase of embryogenesis

We screened the effects of glycerol applied during the
induction and/or the expression steps of Cichorium
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Fig. 3 Screening of the glyc-
:rol effect on somatic embryo-
1enesis. Tissues were incu-
sated for 4 days in M17
mnedium supplemented with

Transter

| Induction

Expression

M7 9

M17

30 mm sucrose and 330 mm
glycerol (M17S860Gly330) and A f
then-cultivated for 8 days in

-
-

various media: M17S60 (A),
M17860Gly330 (B),
M17860Gly330 without
transfer (C), M17Gly60 (D),
M17Gly330+ 60 (E), or incu-

7.21 4035

bated for 4 days in M17
medium supplemented with
330+ 60 mm glycerol
(M17Gly330+ 60) and then
cultivated for 8 days in

35110314

various media: M17860 (F),
M17860Gly330 (G),
M17Gly330+ 60 (H), without
transfer, M17Gly60 (I),
M17Gly330+ 60 (J). The
number of somatic embryos
(SE) mm~2 of leaf was
counted at day 12 (mean*SE,
n=270) and distributed in size
classes. Means with the same
letters are not significantly
different (P=0.05) as deter-
mined by F-LSD test

279 +0.249

2.4710.52¢

Frequency (%)

54210.29¢

Sucrose 60 mM

4.71 $0.38¢

Moreover, embryo sizes suggested induction of
embryogenic cells after transfer. When glycerol was the
only carbon source in the expression medium in the
absence (Fig. 31) or in the presence of 330 mi glycerol
with (Fig. 3J) or without transfer at day 4 (Fig. 3H), no
embryo was observed at day 12. Our results agree with
those obtained by Strickland et al. (1987) with
embryogenic Medicago sativa cells in culture, in which

glycerol did not improve embryogenesis compared to -

sucrose. No embryos were observed in Cichorium
“474” leaf fragments incubated in glycerol as the only
carbon source, while it might be preferred for the
Citrus embryogenesis response (Ben-Hayyim and
Kochba 1982; Ben-Hayyim and Neumann 1983; Vu et
al. 1993). It was concluded that glycerol and sucrose

0.00 +0.00f

0.00 +0.00f

0.00 +9.00f

o8 888888308588 ,828883088828032388,8882o8888,8388,388288

were both important in the induction phase. Used to
synchronise embryogenic cell division, glycerol alone
did not stimulate embryogenesis. We investigated if
glycerol effects on somati¢ embryogenesis were due to
the molecule glycerol as such, to its utilisation, to the
osmotic stress it may cause or to its interaction with
carbohydrate metabolism.

‘Glycerol interaction with carbohydrate metabolism in

media and leaf tissues

The glycerol influence on carbohydrate metabolism
was studied by incubating leaf fragments in
M17560Gly330 or in M17S60 media and transferring



Fig. 1 Effect of glycerol on embryogenic cell first division. Trans-
versal 7-pm-thick sections of Cichorium leaf fragments showing
early stages of embryogenesis in M17560 medium supplemented
with 330 mm glycerol at day 5 (A), and at day 4 (B). Sections
were stained with safranin-fast green (EC embryogenic cell, SE,
somatic embryo, bar 20 um)

embryogenesis. Through the induction period, glycerol
xx was tested at 330mM supplemented with 60 mi
sucrose or with 60 mM glycerol in place of sucrose
(Fig.3). During the 8 days of the embryogenesis
expression step, different combinations of sucrose and
glycerol were tested. The analysis of variance revealed
a significant effect (P <0.001) of glycerol concentration
X on embryo number. Results show that 60 mii{ sucrose
% supplemented with 330 mM glycerol dunng 4 days
induction and transfer to an expression medium
X containing 60 mM sucrose gave the highest embryo
~ yields (Fig.3A). Most embryos had a diameter
x >100 wm (size classes 2-4). When 330 mM glycerol was
- present in M17S60 medium during the 12 days of
_ culture with a transfer, after day 4 (Fig.3B), the
number of embryos was appreciably less. Without

# transfer, the number of embryos was even lower, prob-.

057/3

Fig. 2 Stimulation by glycerol of somatic embryogenesis of
Cichorium leaf. Transversal 7-um-thick sections of Cichorium
leaf fragments incubated for 5 days in M17860 medium supple-
mented with 495 (A) and 660 mm (B) glycerol. Sections were
stained with safranin-fast green (EC embryogenic cell, SE somatic
embryo, bar 20 pm)

ably because the carbon source and the inorganic
nutrients were limiting (Fig. 3C). Furthermore, under
those conditions, about 70% of the embryos had a
diameter <100 pm (size class 1). Embryos were rare in
leaf tissues incubated in transfer medium in which 60 or

330+60 mifh glycerol was the only carbon sourcex

(Fig. 3D, E). The presence of glycerol during the
expression step dramatically reduced embryo yield and

affected their development. Babbar and Gupta (1986)
reported similar results during haploid embryo produe- -
-tion from Datura metel microspores cultured on glyc-
-erol-containing medium.

Glycerol (60 mM) tested as a replacement for x

sucrose in the induction medium supplemented by

330 mfM glycerol as osmoticum had a drastic inhibitory X

influence on embryogenic response despite transfer to
the sucrose-containing expression medium (Fig. 3F, G).
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Fig. 4 Levels of sucrose (L1), glucose (@), fructose (A) and glyc-
erol () in the media dot’ Cichorium leaf tissues incubated for 4
days in M17860Gly330.(A) or in M17860 (B) and transferred for
B days to MI17560. Mean (£SE) of three cultures of three
explants for each culiure with three replications

them at day 4 into M17860 medium devoid of glycerol
for 8 days. Addition of glycerol to the medium induced
a notiable rise in osmolarity (384 against 62 mOsmol in
glycerol-free medium). HPLC analyses of the neutral
sugars and glycerol in the media are shown in Fig. 4.
The glycerol concentration in the medium declined
from 330 to 257mHEl during the induction step
(Fig. 4A), while it was never detected in glycerol-free
medium (Fig. 4B). After transfer to M1756{) medium,
glycerol in the medium disappeared (Fig.4A). The
presence of glycerol in the medium modified sucrose
metabolism (Fig. 4A, B). About 65% of the sucrose
disappeared from the glycerol-free induction medium
against about 35% in medium containing glycerol
Glucose and fructose levels increased slowly and
concurrently to reach about 10mM at day 4 in
M173560Gly330 whereas they reached about 35 mm in
M17860. The importance of hexose.levels in the
medium without glycerol resulted from sucrose hydro-
lysis through a higher invertase activity in leaf tissues
(data not shown). After transfer, similar sucrose and
hexose profiles were observed. Sucrose content
decreased steadily in the media from day 5 to disappear
by day 9, while glucose and fructose levels rose grad-
ually to reach about 45 mi at day 12.

057/5

128 708
A Transfer
toa 1 4 soe
500
i 406
g 1 s00
- 260
e}
g 100 Ty
3 . B
g ° 5
£ e
5. 100 ¢ soo &
g g
g 8o | s60 5
o Transfer
4 400
50 | )
360
40
§ 200
20 | ;
100
o § b O
B 1 2 % 4 5 6 7 & 9 10 t1 12
Time {days}

Fig. 5 Levels of sucrose (0), glucose (@), fructase (A) and glyc-
erol (M) in Cichorium leaf tissues incubated for 4 days in
M17560Giy330 {A) or M17560 (B) and transferred for 8 days to
M17860. Mean (£ SE) of three cultures of three explants for each
culture with three replications (FW fresh weight)

Carbohydrate and glycerol were extracted daily
from leaf tissues cultured as previously (Fig. 5). No
significant levels of endogenous water-soluble carbohy-
drate or glycerol (less than 1.5 umol g™' fresh weight)
were recovered from Cichorium leaves before incuba-
tion. In leaf fragments cultured for 4 days in M17S60
induction medium, glycerol remained slightly detect-
able (about 2 umol g fresh weight) while the sucrose
content rose gradually (22 pmol g™ fresh weight at day
5, Fig. 5B). Elevated levels of glycerol and sucrose were
recovered from leaf fragments incubated in
M17860G1y330 medium, especially between days 2 and
4 (539 and 88 pmol g fresh weight, respectively;
Fig. 5A). During the initial 4 days, glucose and fructose
levels were twofold highér in M17860Gly330 than in
the glycerol-free condition (Fig. SA, B). Such glycerol
and carbohydrate levels in tissues incubated in the
presence of glycerol reflected the reaction to osmotic
stress and the inhibition of invertase activity in tissues
(data not shown), the hexose/sucrose ratio remaining
lower than in the glycerol-free condition (52% and
86% at day 4, respectively). After transfer, the carbohy-
drate profiles of the leaf fragments in both culture
types were similar, but in glycerol-pretreated tissues,
the carbohydrate fall coincided with the synchronised
resumption of cell division.
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When comparing the concentration of the glycerol
in the medium and in the explants through the culture
x periodgit can be concluded that most of the imported
glycerol was metabolised by tissues. In suspension
cultures of Glycine max, added [**Clglycerol was not
only absorbed for lipid synthesis. MacDonald and
ApRees (1983) reported the labelling of free sugars,
starch, structural polysaccharides, organic acids and
proteins, and some of the ['*C] entered the respiratory
pathways. These aspects are now under investigation in
Cichorium leaf tissues.

In a previous study, Robatche-Claive et al. (1992)
demonstrated that sucrose and non-absorbed mannitol
at the same concentration as used here with glycerol

x (330 mM) were unable to block the first mitosis of
embryogenic cells. Even if osmotic stress may
encourage embryogenesis, as described for Daucus
carota by Wetherell (1984) and for Helianthus annuus
by Jeannin et al. (1993), the lack of first division shown
in Cichoritm was not a result of increased osmolarity
caused by glycerol but due to the presence of the mole-
cule itself. Though initially supplied to the induction
medium as an osmoticum, glycerol modified carbohy-
drate metabolism, was also transported into the tissues,
and can provide carbon and energy for leaf tissues
undergoing embryogenesis.

Acknowledgements The authors thank Dr. Théo Hendriks
{Agricultural University Wageningen, Netherlands) for critical
reading of the manuscript.

References

Babbar SB, Gupta SC (1986} Effects of carbon source on Datura
merel microspore embryogenesis and the growth of callus
raised from microspore-derived embryos. Biochem Physiol
Pflanzen 181:331-338

Ben-Hayyim G, Kochba J (1982) Growth characteristics of toler-
ance of Cirrus callus cell subjected to NaCl stress. Plant Sci
Lett 27:87-94

Ben-Hayyim G, Neumann H (1983) Stimulatory effects of glyc-
erol on growth and somatic embryogenesis in Citrus callus
cultures, Z Pflanzenphysiol 110:331-337

Buffard-Movrel 1, Verdeil JL, Pansietier C (1991} Embryogentse
somatique du cocotier (Cocos nucifera L) A partir d’explants
foliaires: étude histologique. Can J Bot 70:735-741

Couillerot 1P, Decout E, Warnot F, Dubois J, Vasseur J (1993}
Evolution des polyamines libres en relation avec la source
carbonée et Pembryogengse somatique chez un Cichorium
hybride. CR Acad Sci Paris 316:299-305

Decout E, Dubois T, Guedira M, Dubois J, Audran JC, Vasseur J
{1994) Role of temperature as a triggering signal for organo-
genesis or somatic embryogenesis in wounded leaves of
chicory cultured in vitro. J Exp Bot 45:1859-1863

Dubois T, Dubois J, Guedira M, Vasseur J (1988) Embryogendse
somatique directe sur les styles de Cichorium: effets de Ia
température et origine des embryoides. CR Acad Sci Paris
3067 :669-675

Loa

Dubois T, Guedira M, Dubois J, Vasseur J (1990} Direct somatic
embryogenesis in rools of Cichorium: s callose an early
marker? Ann Bot £5:539-345

Dubois T, Guedira M, Dubois 1, Vasseur J (1991} Direct somatic
embryogenesis in leaves of Cichoriunr A histological and
SEM study of early stages. Protoplasma 162:120-127

Eapen S, George L (1993) Somatic embryogenesis in peanul:
influence of growth regulators and sugars. Plant Cell Tissue
Organ Cult 35:151-156

Gleddie S, Keller W, Setterfield G (1983) Somatic embryogenesis
and plant regeneration from leaf explants and cell suspensions
of Solanum melongena. Can J Bot 61:636-666

Guzzo F, Baldan B, Mariam P, Lo Schiave F, Terad M (1994)
Studies on the origin of iotipotent cells in explants of Daucus
carota L. J Exp Bot 45:1427-1432

Guzzo F, Baldan B, Levi M, Sparvolli E, Lo Schiavo F, Terzi M,
Mariani P {1995) Early cellular events during induction of
carrot explants with 2,4-D. Protoplasma 185:28-36

Helleboid 8, Couillerot JP, Hilbert JL, Vasseur J {1995} Inhibi-
tion of direct somatic embryogenesis by a-difluoro-methylar-
ginine in a Cichorium hybrid: effects of polyamine content
and proteins patterns. Planta 196:571-576

Heller R (1953) Recherches sur a nutrition minérale des tissus
végétaux cultivés in vitro. Ann Sci Nat Bot Biol Veg
14:1-223

Hilbert JL, Dubois T, Vasseur J (1992) Detection of embryogen-
esis related proteins during somatic embryo formation in
Cichorium. Plant Physiol Biochem 30:733-741

Jeannin G, Bonner R, Hahne G (1993) Embryogenése somatique
induite sur 'embryon zygotique immature de tournesol cultivé
in vitro: rdle du saccharose. 12th Coll Fr IAPTC, Montpellier,
16/17 november 1993

MacDonald FD, ApRees T (1983) Labelling of carbohydrate by
[**C] glycerol supplied to suspension cultures of soybean,
Phytochemistry 22:1141-1143

Morel G, Wetmore RH (1951) Fern callus tissue culture. Am J
Bot 38:141-143

Robatche-Claive AS, Couillerot JP, Dubois J, Dubois T, Vasseur
¥ (1992) Embryogenése somatique directe dans les feuilles du
Cichorium hybrid “474°: synchronisation de Pinduction. CR
Acad Sci Paris 314:371-377

Strickland S§G, Nichol JW, McCali CM, Stuart DA (1987) Effects
of carbohydrate source on alfafa somatic embryogenesis. Plant
Sci 48:113-121

Vardi A, Spiegel-Roy P, Galun E (1982) Plant regeneration from
Citrus protoplasis: variability in methodological requirements
among cultivars and species. Theor Appl Genet 62:171-176

Vasseur J, Dubois J, Hilbert JL, Couillerot JP (1995} Somatic
embryogenesis in chicory (Cichorium species). In: Bajaj YPS
(ed) Biotechnology of agriculture and forestry, vol 31. Somatic
embryogenesis and synthetic seed II. Springer, Berlin Heidel-
berg New York, pp 125-137

Verma DC, Dougall DK (1977) Influence of carbohydrates on
quantitative aspects of growth and embryo formation in wild
carrot suspension cultores. Plant Physiol 59:81-85

Vu JCV, Niedz RP, Yelenovsky G (1993) Glycerol stimulation of
chlorophyll synthesis, embryogenesis, and carboxylation and
sucrose metabolism enzymes in nucellar callus of “Hamlin”
sweet orange. Plant Cell Tissue Organ Cult 33:75-80

Wetherell DF (1984) Enhanced adventive embryogenesis
resulting from plasmolysis of cultures of wild carrot cells.
Plant Cell Tissue Organ Cult 3:221-227



lournal of Experimental Botany, Vol. -

n, 1855-1862, November 1958

fournal of
Experimental
Botany

vV~

Influence of ABA on nitrate reductase activity and
carbohydrate metabolism in chicory roots

(Cichorium intybus L.)

Pascale Goupil'?, Denis Loncle', Nathalie Druart’, Anne Bellettre? and Serge Rambour’

' Laboratoire de Physiologie et Génétique Moléculaire Veégétales, Université des Sciences et Technologies de
Lille, Batiment SN2, F-59655 Villeneuve d’Ascg Cedex, France

* Laboratoire de Physiologie Cellulaire et Morphogenése Végétales, Université des Sciences et Technologies de
Lille, Batiment SN2, F-59655 Villeneuve d’Ascq Cedex, France

Received B Aprit 1998; Accepted 10 June 1998

Abstract

Young chicory plants transferred to abscisic acid
(ABA}-containing media displayed changes in nitrate
and carbohydrate metabolism. The hormone (1077 M)
rapidly promoted nitrate reductase {NADH:NR, EC
1.6.6.1) activity {NRA} in roots. The hormonal effects
on NRA were not responsive to dose concentrations
{107 % to 10 * M) and were not related to the intracellu-
lar nitrate content. Furthermore, the ABA-regulated
NRA was not modulated by a phosphorylation/dephos-
phorylation mechanism.

ELISA experiments using NR antibodies showed that
the MR protein accumulated in ABA-treated roots.
Northern blot analysis of NR mRBNA indicated that the
response to exogenous ABA was, at least in part, at
the level of transcription and the NR mRNA accumula-
tion was accompanied by cytosolic glutamine synthe-
tase {GS1) overexpression.

Since NRA can be controlled by sucrose and the
availability of the reducing power, the carbohydrate
metabolism was analysed simuitaneously in the chic-
ory roots. HPLC analysis and invertase assays showed
that exogenous ABA maodified the neutral invertase
activity and the carbohydrate levels as well. Sucrose
hydrolysis was increased and the leveis of both glu-
cose and fructose dramatically decreased in the pres-
ence of ABA suggesting a relationship between both
nitrate and sucrose metabolism,

Abscisic  acid, Cichorium

Key words: carbohydrates,

intybus L., glutamine synthetase, neutral invertase, nilrate
reductase.

Introduction

Plants assimilate nitrogen as a source for growrh and
metabolism. Nitrogen is mainly absorbed as nitrate which
is reduced to ammonium by nitrate reductase {NR} in
the cytosol and nitrite reductase in the plastids. The
nitrate assimilation pathway consumes as much as 25%
of the energy of photosynthesis { Solomonson and Barber,
19903, Consequently, most fast-growing plants reduce
nitrate in their leaves where the main part of the reducing
power arises directly from light via ferredoxin {Beevers
and Hageman, 1980}, When nitrate assimilation occurs
in the roots, high amounts of photosynthates must be
imported and oxidized to provide the requured reductants,
energy and carbon skeletons. NR is a substrate inducible
enzyme but ifs activity can be altered by several environ-
mental, hormonal or metabolic factors. The enzyme s
subject to several levels of regulation including control of
gene expression and post-translationa] modification (Hoft
et el 1994; Kaiser and Huber, 1994},

Cichorinm intyvbus L. var, Witloof is a biennial plant
which develops a rosetie of leaves and a tuberous root
during the first growing period. Nitrogen metabolism in
voung plants has been studied at both physiological and
molecular levels, NRA was shown to be predominant in
roots and low in leaves (Dorchies and Rambour, 1985).
Northern analvsis showed that, besides the nitrate
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inducibility of the NR gene (ni@), a higher transcription
activity oceurred in the roots, fn sire hvbridization local-
ized nmia mRNA in the cortex at low mtrate concentralion
(0.2 mM) whereas it was mainly localived within the
vascular rissues at high nifrate concentration {3 mM)
{Palms er @f., 1996). Chicory possesses a NADH-specific
NRA which has been shown to be enhanced by 107 M
ABA in chicory suspension cclls (Chraibi er af., 1995,
The recent melecular cloning of NR ¢DNAs {Palms et of.,
1996) from chicory has provided a molecular probe for
studying the influence of mechamcal stress and growth
factors on the expression of nig in the plant model used
in this study { Vayisteker ef af,, 1997).

In recent years, numerous investigators have reported
on changes in gene expression induced by ABA and/or
water deficit in vegetative tissues of a range of species
(reviewed by Skriver and Mundy, 1990; Bray, 1993).
However, few studics have reported on a change in nitrate
assimilation and ABA scemingly elicits a variety of
responses on NRA in plant systems, At relatively high
concenlrations, it reduced NRA in ctiolated leaves of
barley {Lu er o, 1992), in potato plants (Palmer, 19835)
and in Agrostemma githago (Kende ef af, 1971).
Conversely, it was shown Lo stimulate NRA in potato
tuber slices (Palmer, 1981). Water stress which reduced
NRA m comn {(Morilla et o/, 1973}, is also known to
bring about dramatic increases in the ABA level. The
ABA regulation of NR has been poorly studied at the
molecular level. One paper describes a transcriptional
reguiation of NR mRNA levels by cytokinin-abscisic acid
interaction in etiolated barley leaves (Lu er af, 1992}
The present paper dissects the molecular mechanism in
roots. ABA increases radial growth of roots under stress
conditions Le. drought, compacted soil {Hartung and
Davies, 1991; Vartanian et ol 1994), The effect of
externally applied ABA on the nitrogen and carbon
metabolism in young chicory roots is examined here.

The mechanisms by which plant cells transduce ABA
signals is far from being completely elucidated although
the use of molecular and genetic approaches gained new
insights into the molecular basis of the hormone action.
Recent progress in our understanding of the ABA
response pathway were described (for review see Giraudat
et al, 1994; Quatrano er gl., 1997). Authors produced
evidence that phosphorvilation/dephosphorylation cas-
cades were involved in ABA signal transduction {(Leung
et al, 1997). Since NR is a phosphorvlation-regulated
enzyme {Glaab and Kaiser, 1996}, an attempt was made
in this work to find out whether ABA influences NRA at
the post-translational level.

Materials and methods

Plant material

Chicory plants (Cichoriom irtvbus L. var, Witloof ov. Flashy
were  grown in growth  chambers under a 16h  light

(14, Mm Ps ik d
medium contaiming 7 mM KNG, (Heller, |
old plants presenting three leaves were transferred about 3h
after the onset of the photoperiod to new Heller’s solid media

supplemented or not with ABA. One mM £ 2-¢is-ABA (Sigmal
, Chemical Co.} was dissolved in a solution of DMSO/water
{10:90, v/v) and added to growth media at final concentrations.

ranging from 1075 to H37* M.

Nitrate reductase assays
The i vivo NRA was assayed according to Jaworski (1971
Roots (100-200 mg fresh-weight (FW3) were harvested at

|

various time points after the plants were transferred 1o the.

ABA-containing media and incubated in 2ml of & mixture
containing 0.} M K-phosphate buffer (pH 7.5), 0.1 M KNO,
and 1.2% l-propanc! for 30min at 28°C in the dark. The
colorimetric determination of the reaction was achieved by

mixing 0.5 mi of the incubation solution with 0.5 m! of aqueous

10 mM  N-1-paphthyl-ethylene-diamine-dibydrochloride
0.5 mi sulphanilamide (11 mM in 3 M HClI). Absorbance was
measured at M0 nm. Actvities were expressed as nmol NOJ
released g7 FWmin ™1

For in vitro assays. 1 g of {resh roots was barvested and
frozen in liguid nitrogen. The crude extract was collected with
ground root tissues suspended in the extraction bulfer contaming
50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 5mM MgCL, 0.5 mM EDTA,
14 mM g-mercaptoethanol, 0.1% Triton X-100, 10% glycerol
30 M leupeptin, 0.3 mM PMSF, and 10% (w/v} Polyclar AT
with the 1:2 ratio. The standard reaction mixture contained
400 g of 50 mM HEPES-KOH pH 7.3 buffer containing 10 mM
KNQO;, 0.2 mM NADH. 10 oM FAD, and 100 4 crude extract.
Modulation of the activation status of NR in virro was
performed by adding either 2 mM EDTA or 3 mM MgCl, w0
the standard reaction mixture. Incubations were carried out at
30°C for Smin and were stopped by adding 530 41 of 0.5 M
Zuo-acetate. Ten M of methosulphate phenazine was added to
gliminate any excess of NADH. Nitrite was measured as above
and NRA was expressed as nmol NOJ released min "' mg ™!
protein. Proteins were measured according to Bradford (19763
with bovine serum albumin as a standard.

Immunoclogical quantification of the NR protein

NR protein levels were estimated by the two-site ELISA
procedure according to Chérel er al. (1986} using monoclonal
anti-NR ZM96(9325 and S6 polyclonal anti-NR maize anti-
bodies. The cross-reaction of these antibodies with the chicory
NR was first verified by Western biot analysis and immuno-
precitalion assays.

Nitrate determination

Lyophilized tissues were ground in microfuge tubes and
suspended in Iml boiling distilled water. After a short
centrifugation at 10000 g, nitrate extracted in the supernatant
was measured according to Cataldo er ol (19747,

Extraction of ANA and Northern blot analysis

Total RNA was extracted from | g FW roots frozen in liquid
nitrogen as described by Verwoerd er af (1989). Denatured
samples were elecirophoresed on L5% agarose formaldehyde
gels and  transferred by capillary action fo Hybond-N~
membranes { Amersham) using 20 x SSPE buffer {1 x SSPE:
WmM  NaCl, 0mM NaH,PO, pH7.5 ImM EDTA
{Sambrook ef al. 19891 The probe was labelled by using the
I7-Quick prime kit (Promega). The blot was hybridized at

and



§§.‘35 (,‘.ind.\%‘hiti}f at '*‘t{? i mmE sl;[iibﬂ}xhg SCTRens,

Werlase gssays

ooty were ground in microfuge tubes with hguwd nitroge

suspended in 15 mM Na-acetate buffer pH 4.3 (for acidic
nvertase assavy or pH 7.5 (for neutral if‘l\'t‘t"iiiiﬁ assay). Insoluble
naterial was discarded after a 5 min ce ton at 10000 g
I'he supernatant was assaved o p M sucrose
weording to Goupil er ol (1988, The eleased in the
ga;tmn was measured by the colorimetric methed of plucose
3 and peroxud s described by Jorgensen and Andersen
i 5‘4‘ 1 Inverfase activities were expressed asnmol sucrose
hydr oln*ef;i in"!mg " protein, Profemn content was measured
as mentioned above.

Carbohydrate analysis

Approximately 200 mg of frozen roots were mixed with 2 ml
95% ethanol. The insoluble material was removed by centrnifu-
gation 10 min at 30000 ¢ and ethanol was evaporated in a
Speedvac. The residue was suspended in T ml of G.1%% sorbitol
used as miernal standard and filtrated for HPLC analy

Carbohydrates were separated and quantitatively analysed
by isocratic HPLC on a 0.65x30cm Sugar-Pak | column
{ Waters, Millipore) at 85 “C with water as eluant (0.5 mimin %)
equipped with a differential refractometer { Knauer, tvpe 198

Resuits
ABA influences NRA, NR protein and NO levels

In virro NRA was measured in chicory roots after transfer-
ring the plants o media with or without 107" M ABA
{Fig. 1A). The time-course of NRA was made during the
light period from about 3 h after the onset of the photo-
period. NRA declined during the experiment in the con-
trols. The most probable explanation of this decline is
that plant transplantation to the new solid media with or
without ABA produced a mechanical stress giving rise to
a restrained nitrate metabolism. Indeed, NRA kept higher
levels in untransplanted plants with fluctuations as the
photoperiod progressed (Fig, 2). Significant difference in
NRA could be detected in roots between ABA-treated
and -untreated plants. Exogenous ABA stimulated NRA
to a maximum at 4h after the transfer, with the ABA
effect bemng lower at the end of the time-course, ie. 8h
after the transfer of the plants to the ABA-containing
medium. Specific activity was enhanced by about 156%
in the presence of ABA. The time-course of NRA in

untransplanted chicory plants also showed a high level of

activity 4 h after the beginning of the experiment. In
transplanted plants, the role of ABA could be 1o restore
the NRA under stress conditions.

The ABA response was also observed at the NR protwein
tevel (Table 1), The amount of extractable NR protein
from roots treated for 4 h with ABA increased about
2-fold compared to the control,

rotein}
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In order to find out a possible regulatory effect of ABA
by a reversible phosphorylation-dephosphorylation mech-
anmism of NRA, in virro NRA was assaved in the presence
of either Mg~ jons or EDTA. In the presence of Mg*"
ions, the activity of phosphorylated NR is inhibited by a
protein-protein interaction with an inhibitory protein
{Mackintosh er a4/, 1995; Bachmann er al, 1996).
Therefore, the ratio between NRA measured with Mg®*
tons and NRA measured with EDTA corresponds to the
ratio between active NR and total extractable NRA
factivation rate). In control roots, NRA was about
6 nmol NO; min"'mg ™' protein with EDTA in the
reaction mixture and the activation rate due to dephos-
phorylation was about 54%: (Table 2). In roots of ABA-
treated plants, NRA reached 31 nmol NO; min " 'mg™!
protein with EDTA and the activation rate was about
48%;. These data show that ABA did not signific-
antly modify the NR activation rate generated by

post-translational phosphorvlation-dephosphorylation
mechanism.

Moreover, no correlation could be established between
the NOj level within the chicory roots and their NRA,
The nitrate level within the roots increased during the
first hours after the transfer of the plants to a new nitrate-
containing medium and then decreased more or less until
the u}d of the time-course {(Fig. 1B). In the presence of
1077 M ABA, levels of nitrate in root lissues were lower,
suggesting either a higher consumption or a lower absorp-
tion of NO; in ABA-treated roots of chicory.

A dosc-tesponse experiment was conducted at the time
zms.rmi displaving higher ABA-iﬁdﬁf:zé NR activation,

. 4h alter the transfer of the plants to the ABA-
u.smznmng medium (Fig. 3). NRA in roots did not

Table 2,

In vitro NRA was assaved with either EDTA or Mg®™ tons 4 b after
the transfer of chicory plants to the ABA-co nLAning m Ld;uz“. Activities
in roots were expy nmol NGOy released min ™ mg "’ total soluble
proteins. The activation rate urrra,apﬂmﬁs he ratio of NRA with
Me'* /NRA with EDTA « HHL Meun £+ 8D for three deferminations.

Effect of ABA4 pnin vitro NRA modulated by Mg™™ ions

Comtrol ABA 107 M
6.41 3154255
1464054 149445
34 48

e
J

10

Cminel (g FWY

|

In vive NRA

(nmol NUO5~

0 s 7 10 167 1o
ABA concentrations (M)
Fig. 3. ABA-dose response of o1 vive NRA in roots of chivory plants |

transferred for 4 b 1o media containing different concentrations of
ABA. Duta represent means of three repeats £5E, |

respond to increasing ABA concentrations in a linear
fashion since high concentrations (10~ % and 1075 M) of
the growth factor seemed to shghtly decrease NRA.
However, lower ABA concentrations {1077 and 10 7% M}
were required to promote hormonal activation,

ABA overexpresses nia and GS1 in chicory roots

In order to approach the molecular mechanism anderlying
NRA regulation by ABA, the influence of ABA al the
transcriptional level was investigated. Northern blot ana-
lvsis was performed on total root RNA hybridized with
chicory NR cDNA probe ( Fig. 4).

The steady-state level of NR mRNA changed during
the course of the light period in controls. Expression of

0 4h 8h

nia

GS

Fiz. 4. ABA asctivation
Northern blot :u%al}raix ot

of the sy and GS1 genes in chicory roots.
I RNA extracted from rools of chicory
plants red for 4h und 8bh to media without A (L) or
i 07°M ABA (A} and probed with belled ¢DNA
J}fum MR {nigd and tobacco GS1 UGSy Al lanes were
1 g total RNAL

loaded with



mig was high at the beginning of the photoperiod and
rapidly decreased thereafter 1o lower levels. As reported
by Lillo (1991), the initial peak in NR mRNA levels can
be in response 10 an endogenous rhythm. Moreover, the
mechanical stress generated by plant transplantation
should account for the drop in NR mRNA levels n
controls.

ABA significantly enhanced the amount of NR tran-
scripts in roots at the time interval displaying high NRA
that was 4 h following the transfer of the plants to the
ABA-containing medium. NR transcript levels decreased
at the end of the experiment in ABA conditions.

In order to find out if ABA affected the assimilation
of ammonium produced within the roots, the expression
of cvtosolic GS (G511 was analysed, This enzyme cata-
Ivses the amination of glutamate and constitutes the
major point of entry of ammonium into an organically
combined form in plant tissue. Total mRNA was hybrid-
1zed with a tobacco GS1 probe (Fig. 4). In the presence
of exogenous ABA, the amount of GSI mRNA was also
enhanced 4 h after the transfer of the plants to the
hormone-containing medium and decreased thereafter.

Carbohydrate metabolism is affected during ABA treatment

The effect of ABA on sucrose metabolism was analvsed
in chicory roots transferred for 2 h and 4 h to media with
or without 1077 M ABA. Figure 5 represents endogenous
soluble sugar levels in roots quantitatively measured by
HPLC. Sucrose was metabolized during the experiment
regardless of the presence of ABA. Sugar patierns
changed in presence of ABA (Fig. 5B) compared to the
controls { Fig. 5A). First, ABA increased the conversion
of sucrose mnto glucose and fructose within the first 4 h
of the transfer. Indeed, the sucrose level was decreased
by about 20% in the presence of 1077 M ABA. Second.
ABA drastically increased the consumption of reduced
sugars. In roots not submitted to exogenous ABA, the
glucose and fructose levels reached 4.4 pmol and 3.8 umol
FW g1 respectively. In roots treated with 1077 M ABA,
the levels of monosaccharides became undetectable.

In subsequent experiments, a correlation between the
carbohydrate fevels and sucrose hvdrolysing enzymes such
as invertases was investigated. Acidic and neutral
invertase activities were assaved in the same experimental
conditions. Acidic invertase activity, displaved the same
pattern regardless of the presence of ABA (Fig 6A).
Conversely, the neutral invertase activity seemed to be
regulated by 1077 M ABA. The level of neutral invertase
activily increased within the first 2 h after plants were
transferred onto the ABA-containing medium; it reached
a maximum after 4 h and subsequently slowly decreased
{Fig. 6B). Neutral invertase activity in rools was approxi-
mately 4-foid higher in ABA-ireated plants.
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Fig. 5. Changes in soluble carbohydrate levels {sucrose, glucose,
fructose) of roots from chicory planis transferred for various times (0,
2h, 4 h) to media without ABA (A) or contamning 1077 M ABA (B}
measured by HPLC analysis. Means of two significant experiments are
shown +SE.

Discussion

The presence of ABA in media containing nitrate caused
a stimulation of nitrate metabolism in chicory plant roots
with higher level of NRA accompanied by a parallel
accumulation of the NR protein. NRA peaked 4 h after
the transfer of the plants in the ABA-containing medium.
After the peak, NRA decrease may be due to local ABA
depletion in the culture medium or to processes associated
with glutamine feedback since synthesis of GS1 mRNA
was also activated in the presence of ABA. The ABA
effect on NRA could be related to the photoperiod since
ABA stimulation peaked at the same time interval dis-
plaving a high level of activity in untransplanted plants,

Since the level of nitrate was lower in ABA-treated
plants than in controls, nitrate availability seemed not
interfere with the regulation of NRA at least in the course
of the experiment. As NRA was higher in plants grown
with ABA than m controls, their lower level of nitrate
could readily be explained by a higher consumption of
the substrate. Nevertheless, ABA might impair NOj
uptake as already shown by Chraibi er ol (1995) in
chicory suspension cell cultures. Using "*NO; ., these
authors observed that 107*M ABA increased both in
vive and in vitro NRA and exerted an inbitory effect on
nitrate uptake.

In these experiments, the expression of the nia gene in
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Fig, 6. Time-course of acidic invertase (A and noutral mvertase (B)
activities measured in roots from chicory plants transferred for various
fimes (o media containing or not 1077 M ABA. Means of three repeats
are shown +SE

chicory roots was enhanced by ABA. In barley, ABA
suppressed in vitro NRA and reduced transcription of nia
in etiolated leaves exposed for at least 3 h to light, but
no difference could be detected between water-treated
and ABA-treated leaves in the dark. Moreover, the ABA
effect on transcription of the nig gene in barley was dose-
responsive { Lu er al,, 1992). In chicory, the dose-response
experiments for NRA revealed that concentrations of
ABA in a physiological range were necessary to induce
stimulation of NRA. These results suggest that in chicory
roots, NR regulation by ABA does not just interfere in
the expression of #ia. Increased NRA in the presence of
ABA could be due at least in part, to an increasing
availability of reductants at the site of nitrate assimilation.
Indeed, there was 2 good correlation between the sucrose
metabolism and the nitrate reduction process in the
presence of ABA,

In ABA-rreated plants, stimulation of NR was concom-
itant with a higher consumption of sucrose and a dramatic
loss of the reducing sugar levels. Exogenous application
of ABA 1o soybean leaves was shown to inhibit
fructose-1,6-bisphosphatase which is one of the key points

regulating sucrose synthesis {Chetkh and Brenner, 1992}
If such an inhibition might operate in ABA-treated chic-

ory plants, the carbon flux might be diverted {o catabolic
nathwavs supplying the triose-phosphate pool which

might provide NADH and ATP. the former used by NR,

the latter by GS1. In plant tissues, sucrose can be subject
{o cleavage by neutral invertase and sucrose svothase o
the cvtoplasm, and acidic invertase in the vacuole, the
tonoplast or the cell wall. In these experimental condi-
tions, acidic invertase activity was not modified in ABA-
treated plants. Sucrose hydrolvsis was, rather, directed
by neutral invertase since s activity increased  at
the same time interval displaving sucrose depletion.
Interestingly, NRA was enhanced at the same time. These
data are in agreement with data obtained on chicory cells
in which ABA modified the intracellular carbohydrate
metabolism and inhibited acidic invertase (Chraibi e al.,
19923, Neutral invertase is a cytosolic enzyme which has
been isolated in several species including chicory {Van
den Ende and Van Laere, 1995}, The enzvme scems o
be confined to mature storage tissues of sucrose-
accumulating plants and active in slow growing tissues
such as tuberous roots, ABA which is known as a growth
retardant should preferentially regulate neutral instead of
acidic mvertases which are mainly active in fast growing
fissues.

Strong evidence has been presented that protein
{detphosphorylation plays an mmportant role in ABA
action. The ABA-insensitive locus ABI-1 from
Arabidopsis has been found to be a PP2C-type phosphat-
ase {Leung et ¢l., 19973, Also, evidence shows that the
phosphorylation/dephosphorylation reaction may regu-
late NRA m cells. Recent data demonstrated that PP
and PP2A protein phosphatases are involved in this NR
metabolic control { Mackintosh. 1992; Huber er al., 1992;
Glaab and Kaiser, 1996). Moreover, key enzymes of the
carbohydrate pathway are controlled by protein phos-
phorylation (Huber and Huber, 1992) and this may be
critical to the carbon fluxes between sucrose and amino
acids. In this report, 1t has been shown that, based on
the sensitivity of NR to Mg?" inhibition { Huber ef &,
1994), changes in chicory NRA in the presence of ABA
were not influenced by a protein phosphorylation/dephos-
phorylation mechanism. As ABA enhanced both the NR
protein and the NR mRNA levels, one can assume that
ABA induced a de novo synthesis of NR and not a post-
translational modification of the NR protein. Since the
ABA-mediated effect on mRNA stability has already
been reported on the Fm wheat ABA-inducible gene
{ Willlamson and Quatrano, 1988), post-transcriptional
regulation can not be ruled out.

The molecular basis of the modulation of nig gene by
ABA will be better understcod by analysing the mig
promoter and characterizing the cis-acting clements



impitcated in the regulation of NR by ABA. Such analysis
is presently underway.

In conclusion, in chicory roots, 10”7 M ABA promoted
enhanced NRA, NR protein and NR-mRNA levels. It
thus upregulates NR at a transeriptional level and work
is presently underway to analyse cis-elements which might
be involved. Nevertheless, ABA mwodified sucrose meta-
bolism as well, so that besides transcriptional regulation
of mia, a metabolic control may operate. Changes in the
sucrose metabolism may provide reductants and energy
as well. whereas reversible covalent modifications seem-
ingly do not operate.
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