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Introduction 

Introduction 

En Egypte, 4000 ans avant notre ère, 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 à la chicorée. Herbacée 

de la famille des Astéracées, la chicorée est une cousine du pissenlit et de la laitue. Un 

genre de chicorée, l'intybus, produit la racine à torréfier et l'endive; un second l'endivia, 

donne la scarole et la chicorée frisée. 

V as il et al. (1964) ont été les premiers à révéler les potentialités embryogènes 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 l'embryogenèse 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 portèrent sur 

l'obtention d'embryons somatiques à partir d'organes reproducteurs tels que les anthères 

ou les styles (Dubois et al., 1988 ; Guedira et al., 1989). Par la suite, les racines et les 

feuilles de vitroplants âgés de deux mois se sont révélées particulièrement aptes à 

l'embryogenèse somatique (Guedira et al., 1990; Dubois et al., 1991). Ces travaux 

s'intègrent dans l'étude de la différenciation des cellules compétentes à l'embryogenèse 

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

Les tissus foliaires de la chicorée hybride "474" représentent un modèle 

particulièrement attractif de l'embryogenèse somatique car celle-ci est directe, rapide 

(moins de 12 jours) et abondante (plus de dix embryons somatiques par mm2 de limbe). Ce 

qui fait l'originalité du système, c'est que l'ajout de glycérol au milieu de culture permet 

une synchronisation relative de la première division des cellules embryogènes (Robatche­

claive et al., 1992). De ce fait, les études physiologiques et moléculaires lors des stades 

précoces de l'embryogenèse somatique, s'avèrent plus aisées à appréhender. Les auteurs 

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

être métabolisé dans les racines. Il nous a donc paru essentiel d'étudier plus en détailles 

effets de ce polyol sur la synchronisation du processus d'embryogenèse somatique. 

L'étude bibliographique dresse un bilan des connaissances actuelles sur 

l'embryogenèse somatique et fait le point sur l'utilisation et le métabolisme du glycérol 

chez les végétaux. Les résultats sont décrits dans quatre parties. 

La première partie de notre travail a consisté à rechercher l'effet du glycérol sur la 

synchronisation de la première division de la cellule embryogène dans les limbes cultivés 

avec davantage de saccharose destiné à accroître le nombre d'embryons somatiques 

différenciés. Nous avons étudié l'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 

l'embryogenèse somatique. Le devenir du glycérol au sein des tissus foliaires de chicorée a 

été étudié grâce à des techniques de quantification par CLHP, d'analyse du glycérol marqué 

par le 14C, 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 troisième partie, nous décrivons l'effet du glycérol sur le métabolisme 

carboné et plus particulièrement sur les invertases. 

La quatrième partie de notre travail a pour objectif de mettre en évidence de 

nouveaux marqueurs précoces de l'embryogenèse somatique chez la chicorée. Nous 

montrerons comment le glycérol peut contribuer à cette étude. 

Une discussion termine ce travail et fait la synthèse des effets du glycérol observés 

au cours de l'embryogenèse somatique dans les tissus foliaires de l'hybride "474" de 

chicorée et propose des perspectives éventuelles. 
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Etude bibliographique 

1. L'embryogenèse somatique 

A. Définition et intérêt de l'embryogenèse somatique 

Si la morphogenèse comprend divers phénomènes 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 à leur état adulte. Mais on 

ne peut parler de morphogenèse végétale qu'en introduisant la notion de totipotence. En 

effet, la capacité à construire à tout âge et dans certaines conditions, la structure complexe 

de l'embryon et à régénérer des organes ou des individus complets à 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 l'apparente fixité et la limitation des 

propriétés morphogénétiques ne résultent pas d'une perte défmitive d'informations 

génétiques. Celles-ci sont masquées ou réprimées et doivent être réactivées afm de pouvoir 

à 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 entières par culture in vitro. Dans ce dernier cas l'embryogenèse somatique paraît, 

de plus en plus, être la technique idéale. 

Dans des conditions bien déterminées, une cellule ou un groupe de cellules donnera 

un embryon capable ensuite de former une plante entière (Dudits et al., 1991). Par 

défmition, un embryon est une structure bipolaire avec un pôle caulinaire et un pôle 

racinaire. Il existe trois types d'embryogenèse: l'embryogenèse zygotique (issue de la 

fusion de deux gamètes haploïdes), l'embryogenèse haploïde (issue de microspores ou de 
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Origine 

Etude bibliographique 

Embryon zygotique 

Reproduction sexuée 

Bicellulaire 

Embryon somatique 

Multiplication végétative 

Unicellulaire 

Divisions successives dans un Division longitudinale précoce 

même plan jusqu'à obtention d'un aboutissant à la formation d'un 

ensemble unisérie de 8 cellules. agrégat cellulaire. Les substances 

C'est à ce stade qu'intervient la trophiques et les régulateurs de 

première division longitudinale. croissance doivent être apportés 

Développement Présence d'un suspenseur qui par le milieu de culture. Toutes les 

alimente le jeune embryon en conditions, pH, hygrométrie, 

substances trophiques et concentrations en 02, en 

régulateurs de croissance à hormones végétales, en 

l'intérieur du sac embryonnaire saccharose et en acides aminés 

Morphologie 

Biochimie 

Germination 

1 peuvent être différentes. 

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

d'une séquence de stades définis : 

* stade globulaire 

* stade cordiforme 

* stade torpille 

Structure bipolaire, développement précoce et simultané d'un 

méristème de tige et d'un méristème de racine. L'axe caulinaire 

développe d'abord les cotylédons. 

Protéines de stockage Identification de protéines 

spécifiquement embryonnaires embryonnaires à des taux 

inférieurs (Colza ... ) ou supérieurs 

(Carotte ... ). 

La germination peut être différée Le développement d'une plante est 

(dormance). Elle est autonome immédiate pour un embryon 

grâce aux réserves de la graine. mature, mais nécessite un milieu 

riche en sucre. 

Tableau 1: Comparaisons majeures entre l'embryogenèse somatique et l'embryogenèse 

zygotique. D'après Zimmerman, 1993. 
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cellules du gamétophytes femelle) et l'embryogenèse somatique qui résulte de la 

différenciation d'une ou plusieurs cellules diploïdes d'un tissu somatique (feuille, racine, 

anthère, style, ... ). Les embryons somatiques se distinguent des embryons zygotiques pour 

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

1993) 

1 ~)01&'-IDII\alique 1 

•+-o•CJ ,. 
01 Giat' .• ca-1 

Tarpilc 

fEmbt,.ocinàeznotique 1 

o~cv+ 

Rlctn&ation 
........_ deplante 

-~.,.....~ entike 

Exp~~nsion 

M 
t. a tu rahon 

n-:t.. 
~·lOft 

norl.nœ 
Germination 
tt croissance 

Figure 1: Comparaison entre l'embryogenèse somatique et zygotique (d'après Zimmerman, 

Pour le sélectionneur, l'embryogenèse présente un avantage important. En effet si 

les embryons zygotiques résultent d'un brassage chromosomique des patrimoines des 

gamètes mâles et femelles et n'ont donc pas de conformité stricte avec les parents à 

l'inverse, les embryons somatiques résultent d'une cellule banale et permettent la 

/ multiplication des plantes hybrides tout en respectant l'uniformité génétique (Nouaille et 

Pétiard, 1988). 

Depuis que Reinert (1958) et Stewart et al. (1958) ont décrit les premiers résultats 

sur l'embryogenèse somatique, cette technique a permis de régénérer de nombreuses 

espèces végétales (luzerne, céleri, carotte, ... ). Les embryons somatiques permettent pour 

certaines plantes (camélia, cyclamen, gerbera, ... ) de diminuer les coûts de production car le 

potentiel embryogène par litre de milieu de culture est considérable et peut atteindre 
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plusieurs millions de structures embryogènes ce qui est nettement supérieur à 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 à l'aide 

d'un gel de nature polysaccharidique (alginate, agarose, agar, carraghéane, ... ) ou encore 

organique (polyacrylarnide, 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 entière. L'embryon somatique est donc un modèle 

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 succès, la régénération de certaines plantes par embryogenèse somatique présente 

encore des difficultés. Celles-ci sont d'autant plus mal acceptées qu'elles concernent les 

problèmes d'intérêt agronomique. Une meilleure compréhension du ou des processus de 

l'embryogenèse somatique est donc susceptible d'améliorer cette situation. 

Afm qu'une structure tissulaire complexe foliaire ou racinaire, bien défmie par des 

relations spatiales et entretenue dans un flux de changements continuels, puisse modifier son 

développement morphogénétique et permettre une redifférenciation d'embryons à partir de 

cellules déjà différenciées, deux étapes sont indispensables : une étape préalable de 

dédifférenciation ou de réactivation cellulaire, puis une étape d'induction conduisant à 

l'obtention de cellules compétentes à l'embryogenèse somatique. Une phase fmale 

d'expression à la compétence embryogène conduit à 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 défmir par rapport à la notion d'embryogenèse 

somatique directe ou indirecte. 

Les embryons somatiques peuvent avoir une ongme unicellulaire : une cellule 

dédifférenciée subit plusieurs divisions et donne un embryon somatique. Cela a été observé 
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lors de l'embryogenèse 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 où un ensemble 

de cellules forme un complexe de cellules pro embryogènes qui donnera des embryons 

somatiques. 

L'embryogenèse somatique est directe lorsque les embryons sont initiés à partir de 

cellules dites embryogènes (Figure 2) sur l'expiant lui-même sans phase préliminaire de 

callogenèse. 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). 

~ ,iC . ,{L ~-~ 
,. 

Figun· 2 : ( 'dlulc rl-ai'IÎ\lol' poh·ntidll'llll'lll cmhryogène sur un limbe de chicorée hybride 

"47-f' l'h"l()gLiphit· ;q11i·~ S j<>ms d'illt'IJh;llit>ll dans ttll 111ilicu (ll'lïlll'llanl l'cmhryogcni::sc somatique. 

L'embryogenèse somatique est indirecte lorsque les cellules embryogènes se forment 

ü l'intérieur d'un cal ct nécessite un transfert sur milieu d'expression pour l'obtention 
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d'embryons comme chez Picea abies (Hakman et al., 1990), Hevea brasiliensis (Michaux­

Ferrière et al., 1992) ou Cicer arietinum (Sagare et al., 1995). L'embryogenèse somatique 

indirecte a été particulièrement bien étudiée sur le modèle carotte (De Vries et al., 1988a ; 

Cordewinner et al., 1991). Cependant, même si l'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 l'embryogenèse somatique dans les 

masses proembryonnaires. 

C.Facteurs intervenant sur l'embryogenèse somatique 

!.Facteurs chimiques 

Pour de nombreuses espèces, les régulateurs de croissance permettent l'obtention 

d'embryons somatiques (Ammirato, 1983). Au cours de l'induction des embryons 

somatiques chez l'olivier les cytokinines sont nécessaires (Rugini, 1988) et il en est de même 

chez la chicorée (Guedira et al., 1989). Williams et Maheswaran (1986) ont obtenu des 

embryons somatiques produits directement à 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 être établie entre les régulateurs de croissance et 

l'embryogenèse somatique chez Camellia japonica L. Les auxines peuvent même dans 

certains cas devenir inhibitrices de l'embryogenèse chez la carotte (Guzzo et al., 1994). 

De nombreuses études soulignent l'importance de l'azote sous forme de composés 

azotés minéraux ou organiques lors de l'embryogenèse somatique. Pour Wetherell et 

Dougall (1976) l'addition de composés azotés minéraux, réduits ou oxydés permet 

d'améliorer l'embryogenèse somatique par rapport à l'utilisation de KN03 comme seule 

source azotée. L'ammonium est absolument nécessaire à l'induction et à la différenciation 

des embryons de luzerne (Meijer et Brown, 1987). L'azote organique est ajouté sous forme 

d'acides aminés: la proline pour l'obtention d'embryons de maïs (Vasil et Vasil, 1987), la 

glycine chez l'Alliumfistulosum L. (Lu et al., 1989) ou encore la glutarnine chez la chicorée 

(Guedira et al., 1989). Une augmentation du potentiel embryogène peut être obtenue par 
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addition d'un mélange azoté complexe tel que l'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 l'induction de 

l'embryogenèse somatique à partir d'embryons immatures de blé (Galiba et Yarnada, 1988). 

La source carbonée est un élément important du milieu de culture dans la mesure 

où 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 l'embryogenèse 

somatique chez la carotte (Verma et Dougall, 1977). Chez la luzerne, le maltose est la 

source carbonée utilisée (Strickland et 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 à des concentrations comprises 

entre 20 et 30 g.r1
• Ainsi, parmi dix sources carbonées testées, le saccharose est la plus 

efficace pour l'obtention d'embryons somatiques chez la chicorée (Couillerot et al., 1993). 

2.Les facteurs physiques 

Le rôle de la pression osmotique est étudié au cours de l'embryogenèse 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 à l'embryogenèse du tournesol (Jeannin et al., 1993) et selon Wetherell (1984) 

des stress osmotiques importants peuvent provoquer l'isolement des futures cellules 

embryogènes 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 à 

l'embryogenèse somatique issue de styles. 

La température utilisée pour l'induction de l'embryogenèse somatique est 

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

certaines espèces 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 l'induction de l'embryogenèse 

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

L'induction est parfois réalisée en lumière continue chez le millet (Eapen et George, 

1990) ou avec photopériode de 16 heures chez le pois (Kysely et Jacobsen, 1990). Dans la 

majorité des cas, l'induction des embryons ou des cals embryogènes s'effectue à l'obscurité 

comme dans le cas de la chicorée. 

D.Les marqueurs de l'embryogenèse somatique 

Les marqueurs sont des événements de nature physiologique, cytochimique ou 

moléculaire qui sont impliqués dans les étapes décisives de l'embryogenèse somatique. A ce 

jour, la majeure partie des marqueurs découverts est associée à des phénomènes particuliers 

qui ne sont que la conséquence de l'expression de ces phénomènes et peu de marqueurs 

peuvent être qualifiés de prédictifs, c'est à dire qui précèdent l'événement cytologique ou 

morphologique qui va déclencher l'embryogenèse somatique. 

l.Les marqueurs physiologiques et cytochimiques 

Dans les tissus embryogènes de la chicorée, le premier signe distinctifs des cellules 

embryogènes est un dépôt de callose entre le deuxième et le troisième jour de culture 

(Dubois et al., 1990). Ces modifications au niveau pariétal isolent les cellules de leur 

environnement tissulaire permettant alors l'expression du programme embryogène. Les 

cellules évoluent ensuite en cellules compétentes caractérisées par un cytoplasme dense et 

un noyau avec un nucléole bien visible. Ce dépôt de callose pariétale dans un premier temps 

localisé au niveau des plasmodesmes s'épaissit puis disparaît lorsque l'embryon se 

développe (Dubois et al., 1991). Pedroso et Pais (1995) associent eux aussi dans les tissus 

de Camellia japon ica une telle présence de callose à un isolement de la cellule embryogène, 

nécessaire au déroulement du programme embryogène. 

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

embryons somatiques déjà 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 l'embryogenèse de la carotte (Kikuchi et al., 

1995). L'analyse de cals embryogènes et non embryogènes révèle 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 biosynthèse 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 à l'embryogenèse somatique chez cette espèce mais aussi chez la chicorée 

(Couillerot et al., 1993; Deldicque, communication personnelle) et chez le camélia (Pedroso 

et al., 1997). Des inhibiteurs de synthèse des polyamines provoquent souvent une 

diminution de l'embryogenèse somatique réversible, comme c'est le cas chez la chicorée 

(Helleboid et al., 1995). En revanche, ces inhibitions induisent une augmentation de la 

synthèse de l'éthylène qui est parfois favorable à l'embryogenèse 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'embryogenèse somatique. Les premières "protéines 

spécifiques" ont été identifiées à la fois sur des embryons zygotiques et somatiques chez la 

carotte (Sung et Okimoto, 1981). Deux marqueurs protéiques mis en évidence dans des 

nodules embryogènes de pois semblent similaires à ceux de carotte (Stirn et Jacobsen, 

1987). Hahne et al. (1988) identifient des marqueurs protéiques dans des cals embryogènes 

de Dactilys glomerata. Chez le riz, des protéines de 40 et 44 kD sont associées à 

l'embryogenèse 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 l'embryogenèse somatique dans les feuilles (Hilbert et 

al., 1992) et dans les racines (Boyer et al., 1993). Dans les racines 12 protéines associées à 

l'embryogenèse somatique sont caractérisées (Boyer et al., 1994). 

b.Les marqueurs protéiques extracellulaires 

Des protéines extracellulaires dans des cultures cellulaires embryogènes ont été 

observées chez de nombreuses espèces. Ainsi chez la carotte la présence de protéines 

extracellulaires glycosylées est associé au phénomène d'embryogenèse somatique (De Vries 

et al., 1988b; Cordewener et al., 1991 ; De Jong et al., 1988). Le rôle de ces protéines 

n'est pas totalement élucidé mais quelques unes d'entre elles provoquent l'embryogenèse 

somatique lorsqu'elles sont ajoutées au milieu de culture de lignées cellulaires non­

embryogènes (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 être identifiées. Cette identification, si elle est nécessaire ne permet pas toujours une 

interprétation aisée de la présence de ces polypeptides. Par exemple, Do mon 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 trans fer 

protein) dans les milieux de culture de carotte. Cette protéine désignée EP 2 a une masse 

moléculaire de 10 kD. De la même manière 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 être responsables de l'arrêt du 

développement de l'embryon somatique entre les stades globulaires et cordiformes dans un 

milieu dépourvu d'auxine (Maës et al., 1997). De façon similaire, des glycoprotéines 

extracellulaires suppriment l'embryogenèse somatique chez le Citrus (etal., 1991). 
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Chez la chicorée, dans les milieux de culture de feuilles, trois types de protéines ont 

été identifiés et associés à l'embryogenèse somatique : deux ~-1 ,3 glucanases de 38 kDa, 

une chitinase de 30 kDa et une thaumatine-osmotine-like de 22 kDa (Helleboid et al., 

1998). Si la fonction des deux dernières est encore à déterminer, les auteurs pensent que les 

glucanases permettent la dégradation de la callose qui entoure les cellules engagées dans le 

processus embryogène. Ces protéines disparaissent d'ailleurs du milieu de culture lorsqu'on 

inhibe le processus embryogène (Helleboid et al., 1995). 

3.Les gènes marqueurs 

Il est très difficile d'identifier des gènes qui soient spécifiquement impliqués dans le 

processus d'induction de l'embryogenèse 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 gènes découverts, en relation 

avec l'embryogenèse 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 gènes LEA étudiés 

peuvent être induits par un traitement des cals embryogènes ou des embryons somatiques à 

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

D'autres gènes ont pu être isolés à partir de banques d'ADNe construites à partir 

des ARNm isolés au cours des différents stades de l'embryogenèse somatique chez la 

carotte: i) des gènes codant pour un facteur d'élongation et une ATPase dans les cals 

(Zirnmerman, 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 gène codant pour une protéine SERK (Somatic Embryogenesis Receptor 

Kinase) dont le produit est décelable uniquement au cours des stades précoces de 

l'embryogenèse somatique. 

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

été isolés et associés à l'embryogenèse somatique (Pramanik et Bewley,1996). D'autres 
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n'ont pu être séquencés ou ne correspondent à aucun gène 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 l'embryogenèse 

somatique chez la chicorée précédemment cités au c.ours de la première partie de cette 

étude bibliographique. 
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Figure 3 : Les marqueurs précoces mis en évidence chez la chicorée "474". 
---- ------ ·-··-------
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II.Le glycérol 

Le glycérol, composé à trois atomes de carbone, est considéré comme un produit de 

la réduction de hi dihydroxyacétone ou du glycéraldéhyde. C'est un trialcool dont 

l'importance métabolique est considérable. Outre le fait qu'il soit une molécule primordiale 

dans les voies de la glycolyse et de la néoglucogenèse, il est le précurseur commun des 

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

A.Le glycérol en culture in vitro 

l.Source carbonée des végétaux 

Gautheret est le premier en 1948, à rapporter l'utilisation du glycérol en culture in 

vitro. Il montre que des cals de carotte et de tournesol peuvent être 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 croître 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 

croître 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 saliva et d' Ipomea sp., montrent que ces 

trois espèces ont une croissance tout à fait satisfaisante même si les deux premières 

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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mêmes différences apparaissent chez des explants de Lactuca et sont typiquement liées à la 

formation des trachéïdes dans le xylème (Roberts, 1976) et en 1982, Roberts et Baba 

montrent que le glycérol est à l'origine de l'induction de la xylogenèse. 

Chez les végétaux inférieurs des résultats intéressants ont également été obtenus. 

Chez les algues, l'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 façon générale, le glycérol protège les enzymes contre une dénaturation liée à 

une soudaine élévation de température (Paleg et 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 et 

al., 1987). Selon Gekko et Tamasheff (1981-a et b), le glycérol favorise l'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 et al., 

1982; Manetas et al., 1986). Le glycérol protège encore la pyruvate orthophosphate 

dikinase, une enzyme chloroplastique des plantes en C4, contre la dissociation de sa 

structure quaternaire en culture in vitro (Shirahashi et 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 espèce, il augmente également son activité à pH élevé (Uedan et 

Sugiwama, 1976) et quand la quantité de substrat - le phosphoénol pyruvate - est faible 
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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 rôle du glycérol dans la régulation 

osmotique d'une algue verte, Dunaliella parva. Dans un milieu hypertonique riche en 

magnésium, l'accumulation de glycérol permet de restaurer l'équilibre osmotique nécessaire 

au maintien de l'intégrité des membranes de Dunaliella tertiolecta (Fujii, 1991) et de 

Dunaliella salina (Cowan et al., 1992). Ces algues constituent actuellement un modèle 

d'étude pour les cellules végétales exposées à un stress osmotique. 

Chez les plantes supérieures cependant, la bétaïne et la praline 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). 

S.Effet cryoprotecteur 

Le glycérol (2M) peut être utilisé comme cryoprotecteur associé au saccharose 

(0,4M) ; il permet alors la cryoconservation des cellules embryogènes d'Asparagus 

officinalis dont 80 à 90 % régénèrent 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. 

l.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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...rLa 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 2 - OH CH2- OH 

1 1 

C=O CH-OH 
Glycérol 3-phosphate déshydrogénase 

1 
CH2- 0-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 connaît 

cependant ni son importance quantitative ni les éventuelles voies de dégradation 

intermédiaires qui y sont associées (Stumpf et Conn, 1988) . 

...rLa 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 l'axe embryonnaire. La première 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-O-C-R2 
Il lipase acide 

Diacyl-glycérol 
( diglycéride) lipase acide 

Monoacyl-glycérol 
(monoglycéride)-

0 

Triacyl-glycérol 
(triglycéride) 

3R-coo· + 

CH2-0H 

1 
CH-OH 

1 
CH2-0H 

Glycérol 

lipase 
alcaline 

Chez Ricinus communis, la lipase acide (EC 3. L 1.3) serait associée à la membrane 

des sphérosomes (Ory, 1969) alors que la lipase alcaline (EC 3.1.1.3) apparaît en relation 

avec la membrane des glyoxysomes L'activité de la lipase alcaline a été plus 

particulièrement 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 l'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-
14

C montrent une synthèse importante de saccharose- 14C qui s'accompagne d'un 

dégagement non négligeable de 
14
C0

2 
(Stumpf, 1955; Beevers, 1956). Selon Beevers 

(1961), le niveau de production des hexoses-
14

C à partir de glycérol-1,3-
14

C chez Cucurbita 

maxima Duch. indique que la chaîne 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 mammifères, un tel métabolisme est initié par la conversion 

du glycérol en glycérol-3-phosphate, catalysée par la glycérol kinase (EC 2.7 .1.30). 

CH2- OH 

1 
CH-OH 

1 
CH2 - OH 

Glycérol 

CH2-0H 

---A-~-p----'"""--_)"""-_A_D_P_--1 ... ~ lH- OH 
Glycérol kinase 

1 
CH2 - 0-P 

Glycérol 3-phosphate 

La présence de la glycérol kinase chez les plantes a été décelée indirectement grâce à 

l'utilisation de molécules marquées (Barron et Stumpf, 1962; Cheniae, 1965). Huang (1975) 

détecte l'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, à pH alcalin par la glycérol3-phosphate déshydrogénase (NAD+­

dépendante ; EC 1.1.1.8) mitochondriale. La DHAP est alors relarguée dans le cytosol pour 

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

NAD+ NADH,H+ 

~L 
G/ycéro/3-phosphate déshydrogénase ~ 

CH2- OH 

1 
CH-OH 

CH2 -0H 

1 
C=O 

ou 

1 

Glycéro/3-phosphate oxydase 

1 
CH2 -O-P CH2 -0-P 

Glycérol 3-phosphate Dihydroxy-acétone phosphate 
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.,......-La voie de la gluconéogenèse 

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 espèce, la 

première étape de mobilisation des triglycérides est leur hydrolyse en acide gras et en 

glycérol. Ce dernier est converti par la voie de la gluconéogenèse en saccharose (Hutton et 

Stumpf, 1969; Huang, 1975). 

Les différentes enzymes responsables de cette voie spécifique de synthèse du 

saccharose (fig. 3) ont été mises en évidence dans l'albumen de Ricinus communis et dans 

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

.,......-La voie de la lipogenèse 

Le glycérol tritié s'oriente dans la voie de synthèse de novo à 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 biosynthèse des triacyl glycérols dans des cultures cellulaires de plantes 

oléagineuses. 

III. Le glycérol et l'embryogenèse somatique 

A.La stimulation de l'embryogenèse par le glycérol 

Le glycérol stimule l'embryogenèse somatique chez le Citrus et cette embryogenèse 

est indirecte à partir de cals capables de croître sur du glycérol comme seule source 

carbonée. Cette capacité est un phénomène général et commun chez bon nombre d'espèces 

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 complète 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 l'embryogenèse 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 l'acide abscissique 

ou des inhibiteurs de synthèse de l'acide gibbérellique, sont révélés après 10 semaines 

d'incubation, l'effet du glycérol est visible au bout de 3 semaines et les embryons peuvent 

être 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'embryogenèse et permet 

même 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 à produire des embryons 

serait liée aux propriétés particulières du plasmalemme à transporter le glycérol dans la 

cellule et à modifier la balance intra-cellulaire carbonée qui serait à l'origine du processus 

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

B.lnhibition de l'embryogenèse somatique par le glycérol 

Chez Medicago sativa L. le glycérol inhibe l'embryogenèse somatique (Strickland et 

al., 1987). 

Deux lignées cellulaires de Datura metel sont capables d'utiliser le glycérol et 

l'application de ce dernier sur les cals augmente l'embryogenèse. En revanche, 

l'embryogenèse haploïde, lors de la culture d'anthères, 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 l'embryogenèse somatique par le glycérol 

Chez Daucus caro ta, un prétraitement de courte durée ( 45 min) par du saccharose 

ou du sorbitol 1 M provoque la synchronisation des divisions des cellules en culture; 

l'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 première division des cellules embryogènes est 

bloquée et les embryons ne se développent qu'après un transfert des explants sur un milieu 

dépourvu de glycérol, le saccharose constituant alors la seule source carbonée. 
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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 espèces : intybus, endivia et spinosum. Seules les deux premières 

espèces sont utilisées pour leurs caractères agronomiques (Boulineau et al., 1994). Chez 

Cichorium intybus, 2 sous-espèces peuvent être distinguées : C. intybus var. sativum, qui 

comprend notamment la chicorée industrielle (cv. Magdebourg) et C. intybus var. foliosum 

qui correspond aux chicorées à 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 l'embryogenèse, nous avons travaillé sur un 

clone provenant de l'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 embryogène dans les conditions de culture 

imposées habituellement à l'hybride "474". 
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Milieux de culture 
Composés M17S60Giy330 M17S60 M17S45 Helier S15 Helier gélosé Sl5 

{pour 1 litre) (pour 1Iitre) (pour 11itre) (pour 11itre) (pour 1 litre) 
macroéléments: 
solution stock 10 X concentré 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 
microéléments de Helier 1rnL 1rnL 1rnL 1rnL 1rnL 
glutarnine 250mg 250mg 250mg 
vitamines (Met W) lü mL 10mL 10 mL 10rnL 10mL 
inositol 100mg 100mg 100mg 500mg 500mg 
2-iP 0,5mg 0,5mg 0,5mg 
ANA 0,02mg 0,02mg 0,02mg 
KH2P04 85mg 85 mg 85mg 

Fe-EDTA 19,5 mg 19,5 mg 19,5 mg 19,5 mg 19,5 mg 
saccharose 20 g 20 g 15 g 5g 5g 
glycérol 24mL 
agar 6g 

Solutions Stock Macroélements x10 M17 Helier 
mg/1: 

MgS04, 7H20 1850 2500 

CaCl2, 2H20 2200 

NH4N03 8250 
KCl 7500 7500 
CaCl2, 2H20 750 

NaN03 6000 

NaH2P04 1080 

Microéléments Helier (1953) mg!L: 
ZnS04, 7H20 1 

H3B04 1 
MnS04 0,075 

CuS04, SH20 0,03 

AlCl3 0,03 

NiCl2, 6H20 0,01 

KI 0,01 

Vitamines de Morel et Wetmore (1951) mg/L: 
Pantothénate de Ca 1 
Thiamine 1 
Acide Nicotinique 1 
Pyridoxine 1 
Biotine 0,01 

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

Helier, les concentrations sont mentionnées en mM pour le saccharose (SIS, S45, 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 l'embryogenèse somatique du Cichorium sont réalisées 

sur un milieu de base Ml7, 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 (KCl) au lieu du nitrate de potassium (KN03), les microéléments de Heller 

(1953), les vitamines de Morel et Wetmore (1951) (Tableau 2), 5.10-5 M de Fe-EDTA, 1,7 

mM de glutamine, 60 mM (20 g L -1) de saccharose, lQ-7 M d'AN A et 2,5 .1 o-6 M de 2iP. 

Le pH est ajusté à 5,5 avant passage à l'autoclave (20 minutes à 110°C). 

B. Production du clone "474" de chicorée 

Des plantules de l'hybride "474" se développent à 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 l'anthèse et placés dans les conditions d'induction de 

l'embryogenèse 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 embryogenèse somatique à partir de 

racines 

Les racines sont cultivées sur milieu de base M17 contenant 45 mM (15 g L-
1
) de 

saccharose, à l'obscurité, à 35°C et sous agitation (agitateur Gehrardt, 70 rpm). Après une 

dizaine de jour, les embryons somatiques, encore fixés aux fragments racinaires sont 

ensuite transférés sur une solution minérale de Helier (Tableau 2) contenant 15 mM de 

saccharose pendant 5 jours à la lumière, à 20°C et sous agitation (Dubois et al. 1990). Les 

embryons somatiques les plus développés sont alors repiqués d'abord en boîtes de Pétri, 

puis dans des tubes sur une solution minérale de Helier gélosée (6 g L-
1 

d'Agar) contenant 

15 mM de saccharose. La conversion des embryons somatiques en plantules s'effectue en 
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chambre climatisée (photopériode 12h de lumière à 24°C/12h d'obscurité à 20°C) et dure 

de 1 à 2 mois (figure 5). 

Vitroplants de 
Cichorium"474" 

Développement 
des plantes 1 à 

2mois. 

Repiquage des plantules 
en tube sur Helier SIS. 

Feuilles destinées 
aux expériences 

Mise en culture 
des racines 

Induction des embryons 
en milieu liquide agité 

M17S45. 

~ :ojoursà 
\'obscuri~. 

_____ .,... 

....,., __ _ 
5 à 6 jours 
à la lumière 

Expression et développement 
des embryons en milieu 
liquide agité Helier SIS 

) à5jo= 

/!la lumière 

Développement des plantules 
sur milieu solide Helier SIS. 

Figure 5 : Embryogenèse somatique à partir de racines de chicorée hybride "474". Dubois et 

al, 1990. 

D. Embryogenèse somatique à partir des tissus foliaires 

1. Mise en culture des fragments foliaires (Dubois et al, 1991). 

Les feuilles prélevées sur les vitroplants âgés de 6 semaines sont découpées en 3 

fragments (basal, médian et apical) d'environ 2 cm2 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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~ 
Ap.2*· .. ''·.:· Me. 2 'f :: 
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3 

RéJJartition des fragments 
foli,.;,.,. dan• le• fiolo.. A 

Prélèvement des fragments foliaires 
sur des vitroplants agés de 6 semaines 

~ Ap.3=t: 
Me.3 := 
Ba.3 -

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

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

2. Les deux phases de la culture embryogène 

Deux phases de cultures sont utilisées pour l'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 

M17S60Gly330 M17S60 

0 5 12jours 

Figure 7 : Les deux phases de la culture embryogène 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 après filtration stérile (M17S60Gly330). 

L'addition de glycérol permet d'obtenir le blocage de la première division des cellules 

embryogènes (Robatche-Claive et al., 1992). 

La culture dure 5 jours à l'obscurité, à 35°C et en milieu liquide agité. 

-La phase d'expression des embryons somatiques 

Au cinquième 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 mêmes conditions que précédemment, à l'obscurité, à 

35°C et sous agitation. 

E. Milieux et conditions modifiés 

Afin de déterminer l'influence du glycérol sur l'embryogenèse somatique, nous 

avons remplacé le saccharose 60 mM par du glycérol en concentration équimolaire à 

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 à la fois. 

III. Techniques de cytologie 

A.Coupes en paraffine 

l.Fixation, déshydratation et inclusion du matériel 

Les échantillons à analyser sont prélevés et fixés dans du F.A.A. (formol/acide 

acétique/alcool 50%; 3,5/6,5/100, VN). Dans chaque expérience un fragment destiné au 

comptage des embryons est fixé de la même manière. 

Les échantillons sont déshydratés progressivement dans des bains d'éthanol de 

force croissante (50% jusqu'à 90%), plongés une nuit dans l'éthanol à 95% et ensuite, 3 

heures dans l'éthanol absolu. 
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Ces fragments sont alors immergés dans un mélange xylène/éthanol absolu (111) 

puis dans du xylène puis dans du xylène/paraffine (111), avant, d'être plongés une nuit 

dans la paraffine à 54°C. L'inclusion définitive est réalisée dans de la paraffine pour 

histologie MERCK® à température ambiante. Les fragments sont positionnés à 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 manière à obtenir des coupes transversales de 10 !Jill 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 1 safranine 

Le déparaffinage se fait dans du xylène 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 l'éthanol 50%) et à nouveau déshydratées par 

trempage dans de l'éthanol 50%, 70%, 95% et 100%. Elles sont colorées par passage 

rapide dans une solution hydroalcoolique de fast-green (2 g L-1 de fast-green dans de 

l'éthanol absolu) puis successivement rinçées dans 2 bains d'éthanol absolu et 2 bains de 

xylène. 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 

l.Fixation, déshydratation, et inclusion 

Les échantillons à analyser sont prélevés et fixés durant 2 heures à température 

ambiante. Le fixateur est constitué de paraformaldéhyde 3%, piperazine-N,N' -bis (2-

ethanesulfonic acid) (PIPES) 0,1 M, glutaraldehyde 1%. La première heure de fixation a 

lieu sous vide. Les fragments sont lavés dans du PIPES 0,1 M à 4 oc, 3 fois une heure. 

43 



Matériel et Méthodes 

Les échantillons sont déshydratés à température ambiante dans une série de bains d'éthanol 

de concentration croissante : 30°et 50° à 4°C, 700, 80°, 90°, 95° pendant 20 minutes 

chaque fois, puis 2 fois 1 heure dans l'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 

à température ambiante avec de la LRW. Les moules sont refermés aussitôt que 

l'échantillon est en place. La polymérisation est complète en 12 heures à 50°C. 

2.Confection des coupes semi-fines 

Les coupes sont réalisées sur un microtome Leica R2065. D'une épaisseur de 1 !lill, 

elles sont confectionnées avec un couteau de verre sec, récupérées dans l'eau et déposées 

sur un ménisque d'eau. Les lames histologiques sont ensuite séchées sur une platine 

chauffante à 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% ). Après rinçage, la 

coloration est régressée à l'eau distillée jusqu'à décoloration complète de la résine. Les 

lames histologiques sont séchées à 1' air comprimé, puis montées dans une résine 

synthétique de montage (Eukitt). 

C.Coloration des noyaux et irnrnunomarquage 

Dans le cadre de l'étude de l'organisation du cytosquelette, nous avons utilisée une 

technique d'immunocytologie. 

Les fragments foliaires sont prélevés au jour 4, découpés en pièce de 3 x 1 mm, pms 

fixés pendant 1 h dans du tampon PBS (Na2HP04 16 mM, Na H2P04 4mM, NaCl 150 

mM; pH 7,2 ou 5,5 pour les enzymes) additionné de 3,7 %de paraformaldéhyde (PFA). 

Après trois rinçages de 10 min dans du PBS, les fragments subissent deux digestions 

successives avec 0,15 % de pectinase (Caylase® 345, Cayla, Toulouse), pendant 1 h à 

3rC et sous agitation puis par 0,5 % de cellulase (Caylase® 345, Cayla, Toulouse), dans 

les mêmes conditions. Ces enzymes sont préalablement diluées dans du PBS pH 5,5. 
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L'immunomarquage est réalisé à l'aide d'anticorps dirigé contre les a-tubulines 

(Amersham). Les tissus digérés subissent un rinçage bref dans le PBS et sont ensuite 

incubés dans du PBS contenant l'anticorps dilué (1 :2000) pendant 3 h à température 

ambiante. Les tissus sont ensuite rinçés 3 fois dans du PBS, puis mis en contact avec 

l'anticorps secondaire couplé à une molécule révélatrice, la fluorescéine isothiocyanate 

(FITC). L'observation se fait avec un microscope Olympus BH-12 muni du filtre 

d'excitation à 405 nm sous UV. Les observations se font à l'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) 

!.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 matière fraîche est déterminée. 

Les fragments foliaires sont broyés dans un appareil de Potter en présence de 2 mL 

d'éthanol à 95% à température ambiante. Le broyat est centrifugé pendant 10 minutes à 

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 

être centrifugé dans les mêmes conditions que précédemment. Les surnageants sont 

évaporés sous vide à 45° C; l'extrait désséché est repris par 0,5 mL d'une solution de 

sorbitol 2 mg L -r. L'ajout de charbon actif permet d'éliminer les pigments chlorophylliens 

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

surnageant limpide renferme les glucides à doser. 

45 



Matériel et Méthodes 

- Du milieu de culture 

Les glucides étant déjà en solution dans le rrùlieu de culture, le dosage des glucides 

est directement effectué après 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. C'est une colonne à rrùcroparticules échangeuses de cations ca2+. La 

phase mobile est de l'eau bidistillée délivrée par une pompe quaternaire Spectra Physics 

P4000. Les glucides sont détectés par un réfractomètre différentiel (KNAUER) qui mesure 

en continu la différence d'indice de réfraction entre les glucides et la phase mobile. Ce 

réfractomètre est couplé à un détecteur de radioactivité (Flo-one/Beta Radiomatic 500TR 

Packard). 

Le tracé des chromatogrammes et l'intégration des pics sont réalisés par un système 

informatique (Logicel Flo-one/Data). Ce système informatique permet de contrôler 

l'intégralité de la chaîne CPLH. 

Le débit de la phase mobile est fixé à 0,5 mL rrùn-1 et la température de la colonne 

est de 85°C. 

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

B.Utilisation de glycérol marqué 

Le glycérol- 14C (Amersham) est marqué sur les trois atomes de carbone et présente 

une activité spécifique de 5,59 GBq.mmor1 soit 57,9 MBq mg-1
• Le milieu d'induction 

M17S60 est additionné de glycérol froid (2,3 %) et complété avec 3,31.104 mmol (1,85 

MBq) de glycérol marqué. 

Les glucides marqués sont détectés par CPLH en même temps que les sucres froids et sont 

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

A. Principe 

Les isotopes de certains éléments e1P, 13C) présentent un spin nucléaire dû au fait 

qu'un électron, voire une particule atomique possède un moment cinétique (11) provoqué 

par la rotation de la particule sur elle-même. L'orientation de ces moments est aléatoire en 

absence de champ magnétique, mais lorsqu'on leur applique un champ magnétique 

uniforme B0 , ils s'orientent et tournent autour de B0 à la fréquence (Q:) (figure 8A). Cette 

fréquence dépend du rapport gyromagnétique (y) caractéristique de chaque noyau étudié. 

Pour les noyaux 31 P et 13C, le nombre de spin vaut V2, la rotation autour de l'axe Bo (ou 

précession de Larmor) peut donc être parallèle ou antiparallèle à B0 (figure 8B). Ces deux 

positions correspondent à des niveaux d'énergie différents : ~E = y h B0/21t (h, constante 

de Planck)(Figure SC). 

Le nombre de noyaux ayant l'énergie E 112 (n+) est supeneur au nombre de noyaux 

d'énergie E_112 (n-) ; la loi de distribution de Boltzmann donne : n+/n- = e<&:lkT) (k, constante 

de Boltzmann et T, température). La résultante de tous les moments magnétiques (Mo) se 

trouve donc la même direction et le même sens que Bo (figure SB). 

L'expérimentation en RMN consiste à appliquer à ce système une excitation de 

quelques 11s par un champ magnétique B 1, provoquant ainsi la transition des spins 

nucléaires entre les deux niveaux d'énergie. Ainsi, l'aimantation macroscopique M0, subit 

une rotation d'angle i (avec i = y.B 1.'t; 't, durée d'excitation ; figure 8D). La relaxation 

dure quelques millisecondes et correspond à un retour à la normale dû à la suppression de 

B 1. L'aimantation M revient à sa position initiale en décrivant un mouvement de rotation. 

La projection de M dans le plan xüy varie et engendre un "signal de précession libre" 

enregistré par la bobine (figure SE). 
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Figure 8 : Influence d'un champ B0 sur les spins nucléaires et effets de l'application d'un 

champ B1 sur l'aimantation M0 . FID: Free Induction Decay. (D'après Aubert, 1995). 

B. Traitement du signal 

- Cas d'une seule résonance 

Le signal de précession du temps précédemment évoqué est une fonction du temps : 

* * A f(t) = e(-t/T2 )'cos CùJt avec lff2 = lff2 + y.LlB; (.!1B représente l'inhomogénéité du champ). Le 

signal est traité par la transformation de Fourier, qui permet la transformation de l'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 l'environnement électronique au sein des molécules. Le glycérol, 

par exemple, ne donnera pas trois raies mais deux pics de résonance. Les atomes C1 et C3 

ont le même environnement et leurs signaux sont superposés (pic de hauteur double). 

Chaque pic est caractérisé par son déplacement chimique o (en ppm, partie par millions). 

0 =(v -Vref).10
6
/ Vref (Vref, fréquence d'une molécule de référence). 

- Les couplages spin-spin 

Dans le spectre d'une molécule, la résonance correspondant à un noyau n'apparaît 

pas toujours sous la forme d'un seul pic (singulet). Elle peut être divisée en plusieurs 

composantes et donne un multiplet. Cet effet résulte d'interactions spin-spin entre noyaux 

proches au sein d'une même molécule. Si les atomes sont de même nature, les noyaux 

subissent l'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 l'expérimentateur effectue un découplage. 

- Appareillage 

L' appareil utilisé est un spectromètre BRUKER AM 400 NB (fréquence de 

résonance du proton 400 MHz). Des solénoïdes supraconducteurs produisent un champ B0 

de 9,4 Teslas. L'ensemble est relié à un ordinateur pour le traitement des données. 

Les conditions d'utilisation de l'appareil sont les suivantes : les noyaux étudiés sont 

le 13C et le 31 P, les fréquences d'excitation sont respectivement 100,6 et161,9 MHz, l'angle 

i=60° et les durées d'excitation sont de 18 et 10 IJS, avec des délais respectifs de 4 et 1,8 s. 

Les puissances de découplage sont de 2,5 W pendant l'acquisition et 0,4 W pendant le 

délai pour le 13C et 1 et 0,4 W pour le 31P. Les molécules de références sont 

l'héxaméthylsilane en RMN au 13C (o = 2,7 ppm) et l'acide méthylène diphosphonique 

pour la RMN au31 P (o = 16,38 ppm à pH 8,9). 
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- Préparation des extraits 

Les fragments foliaires de chicorée (8 g de matière fraîche) sont congelés dans 

l'azote liquide et réduits en poudre dans un mortier en présence d'acide perchlorique (70% 

VN). Une fois décongelé, l'extrait est centrifugé (10000 g, 10 min) afin d'éliminer le 

perchlorate de potassium. Le surnageant est lyophilisé et repris dans 2,5 mL d'eau 

contenant 10 % D20. L'extrait est neutralisé à pH 7 (avec KOH) en présence de CDTA 

lrnM pour l'étude en RMN au 13C ou à pH 7,5 (avec KOH) en présence de CDTA 60 mM 

pour l'étude en RMN au 31 P. 

VI. 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). Après 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), ~-mercaptoéthanol 0,07% (v/v) dans l'acétone froid). 

Les protéines sont précipitées à -20°C pendant 45 minutes et l'extrait est centrifugé (30000 

g, 20 minutes, 4°C). Afin d'éliminer l'excès de TCA, le culot est repris dans 2 mL de ~­

mercaptoéthanol 0,07% (v/v) dans de l'acétone froid, puis homogénéisé et remis à 

précipiter à -20°C pendant 45 minutes. 

Après centrifugation (30000 g, 20 minutes, 4 °C) 1' opération précédente est 

renouvelée mais cette fois les protéines sont précipitées 12 heures à -20°C. Une nouvelle 

centrifugation permet d'éliminer le surnageant, le culot est séché sous une hotte afin 

d'évaporer 1' acétone résiduel. 

Le culot protéique est placé pendant deux heures dans du tampon de solubilisation 

'UKS' (tableau 3) à raison de 60 Ill mg-1de matière sèche. une centrifugation (30000 g, 20 

minutes, 20°C) permet de recueillir les protéines dans le surnageant. Elles sont alors 

aliquotées et conservées à -80°C jusqu'à leur utilisation en électrophorèse. 
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SDS 

K2co3 

Composés 

Ampholines Bio-Rad pH: 3 à 10 

Triton XIOO 

Urée 

DTT 

H20 

1 
Quantité 

0,625 g 

0,345 g 

1 mL 

1 mL 

28,5 g 

0,25 g 

q.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 ~-tm, dialysés 

pendant au moins 72 heures (membrane Spectrapore, coupure 3500 Da) contre de l'eau 

distillée afin d'éliminer les sucres puis lyophilisés. Les protéines sont reprises dans l'eau et 

précipitées par un mélange acétone 1 ~-mercaptoéthanol 0,07% (v/v) dans la proportion de 

1 volume d'eau pour 5 volumes pendant une nuit à -20°C. Après centrifugation (30000 g, 

20 minutes, 4°C), l'opération précédente est renouvelée mais cette fois les protéines sont 

précipitées 2 heures à -20°C. Après une nouvelle centrifugation, le culot est séché sous une 

hotte afin d'évaporer l'acétone résiduel. Le culot est repris dans un tampon Tris-HCI 

62,5mM (pH 6,8) contenant 2% (p/v) de SDS, 20% (v/v) de glycérol, du DTT à lOOmM. 

Les échantillons sont ensuite conservés à -70°C. 

B. Dosage 

Un dosage spectrophotométrique est réalisé à l'aide du kit Bio-Rad DC (Protein 

assay). 

Ainsi, 2 ~-tl d'extrait sont précipités dans 1 mL d'acétone pendant 1 heure à -20°C puis 

centrifugés à 4 °C, 30000g, pendant 20 minutes. Le culot protéique est séché sous une hotte 

aspirante. Une gamme étalon est réalisée en parallèle avec de la SAB (Sérum Albumine 

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

Cette technique permet de séparer les protéines en fonction de 2 paramètres 

indépendants: 

- la charge électrique au cours de la focalisation électrique des protéines IEF 

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

Principe de l'électrophorèse bidimensionnelle 

1. Electrophorèse de première dimension ou isoélectrofocalisation (IEF) 

Elle génère un gradient de pH dans un support d'acrylamide en soumettant des 

ampholytes (molécules renfermant un grand nombre de résidus polyamino­

polycarboxyliques) à un champ électrique. Sous l'action du courant électrique, une 

protéine migrera dans ce gradient jusqu'à sa position d'équilibre où sa charge nette 

s'annule. Cette position correspond à son point isoélectrique (pl). 

L'isofocalisation est réalisée en gels cylindriques préparés dans des tubes de verre de 1,5 

mm de diamètre 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 l'éprouvette avec de l'eau. 

Après 1 heure de polymérisation, 12 tubes sont montés dans le système d'électrophorèse 

Bio-Rad (Modèle 175 Tube Cell). Le haut des gels est complété par 20 !JL de tampon de 

solubilisation (Tableau 3), puis 20 !JL de tampon de solubilisation dilué au demi. 

Les solutions d'électrodes sont de l'acide ortho-phosphorique 10 mM à l'anode et de la 

soude 20 mM à la cathode. Afin d'éliminer le C02 préjudiciable à la formation du gradient, 

la solution de NaOH est dégazée pendant 45 minutes. 
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Une préfocalisation d'une heure est réalisée pour permettre l'établissement du gradient de 

pH dans le gel (1200V, 300mA, 3W). Ensuite les échantillons protéiques auxquels auront 

été rajoutés 5 ~1 de bleu de bromophénol, sont déposés. 

L'isoélectrofocalisation est effectuée avec les mêmes paramètres que la préfocalisation 

pendant 17 heures. La séparation est terminée en soumettant les gels à une tension de 

1500V, pendant 30 minutes. 

Après migration, les gels sont démoulés, puis stockés à -80°C dans 500 !JL de tampon 

d'équilibration (Tris-HCl 0,5M pH 6,8 - SDS 2,3% p/v) additionné de 50 !JL d'une 

solution de bleu de bromophénol (0,05% p/v). 

Composés 

Urée 

Eau bidistillée 

Acrylamide (29,2%) PDA (0,8%) 

Ampholines Bio-Rad pH 3 à 10 

Ampholines Bio-Rad pH 5 à 7 

Triton XIOO (10%) 

APS (10%) (p/v) 

Témed 

1 

Première dimension (IEF) 

lOg 

6mL 

2,5mL 

900 11L 

100 11L 

2mL 

Tableau 4: Composition des gels de première dimension. 

2. Electrophorèse de deuxième dimension 

Le SDS se fixe sur les chaînes polypeptidiques des protéines et leur confère la 

même charge électrique négative. De ce fait, on l'utilise pour séparer les protéines en 

fonction de leur masse moléculaire. 

Après confection du gel de séparation à 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 l'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 gX1
; glycine 28,8 g L-1 

; SDS 1 g C 1
• La 

migration s'effectue à 350V, le voltage étant limitant. 
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Composés Quantité pour 2 gels 

deuxième dimension (12,5%) 

Eau bidistillée 19,1 mL 

Acrylamide (29,2%) PDA (0,8%) 25mL 

Tris HCI 1 ,SM pH 8,8 15mL 

APS (10% p/v) 300 11L 

Temed 30 11L 

Tableau 5 : Composition des gels de deuxième dimension. 

Lorsque le front de migration (bleu de bromophénol) est arrivé à l'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 f..LL 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 étapes principales: 

• Prétraitement du gel par le thiosulfate : il permet la réduction des protéines 

et donc l'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 à ceux formés entre 

l'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 même produit. 

4. Séchage des gels 

Deux feuilles de cellophane, ainsi que le gel, sont placés en agitation douce dans 

une solution de glycérol (5% v/v) 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 (Modèle 543 Gel Dryer Bio-Rad), en prenant soin d'éliminer les bulles d'air. Le 

séchage sous vide dure deux heures à 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 à 37 % (0,5 mUL) 

Rinçages - éthanol 50 % 3 x 20 minutes 

Prétraitement - Na2s2o3, 5H20 (0,2 g!L) 1 minute 

Rinçages - H2o distillée 3 x 20 secondes 

Imprégnation - AgN03 (1 g!L) 

-formaldéhyde à 37% (0,75 mUL) 20 minutes 

Rinçages - H20 distillée 2 x 20 secondes 
j 

Révélation - Na2co3 (60 g!L) ~. \ 

\ 

- Na2s2o3 5H20 (4 mg/L) 3 minutes 
' 

-formaldéhyde (37 %) (0,5 mUL) 

Rinçages - H2o distillée 3 x 20 secondes 

Arrêt de la révélation -acide acétique 12% (v/v) 10 minutes 

- éthanol 50 % 

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

S. 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 séquençage. 

Etapes Solutions Durée du traitement 

Fixation - coloration bleu de Coomassie 0,25% (p/v) 12 heures 

100 mL éthanol 96% 

100 mL acide acétique 10% 

Décoloration 100 mL éthanol 96% 2 x 30 minutes 

150 mL acide acétique 5% 

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. Electrophorèse 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 Jlg pour une révélation argentique et de 15 Jlg 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%) lOmL 0,65 mL 

Tris HCI1,5M pH 8,8 6mL 

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

APS (10% p/v) 120 11L 25!1L 

Temed 1211L 5 11L 

Tableau 8: Composition des gels d'électrophorèse monodimensionnelle 

7. Immunodétection des protéines 

a. Electrotransfert sur membrane 

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

après séparation et de révéler spécifiquement certaines d'entre elles par un anticorps ou 

une lectine. 

Après 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 à 1 OOV pendant une heure à 4 oc dans 

le même tampon. La membrane est ensuite saturée pendant une nuit dans le tampon de 

blocage (Tris HC150 mM; NaCl 0,9% ; pH 7,4) additionné de polyvinylpyrrolidone (PVP 

40) à 2%. 
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b. Révélation des protéines d'intérêt 

La révélation des protéines d'intérêt a été réalisée à l'aide d'anticorps [anticorps 

dirigés contre l'invertase (don du professeur Sturm, Bâle, Suisse), anticorps dirigés contre 

les tubulines a et ~ (Sigma), anticorps dirigé contre les LTP (don du professeur De Vries, 

Wageningen, Pays-Bas)]. L'anticorps primaire dilué au 112000ème, est hybridé 2 heures 

dans un tampon: (Tris HCl 50 mM ; NaCl 0,9% ; pH 7,4) additionné de 

polyvinylpyrrolidone (PVP 40) à 2% et de 0,1% de Triton 100. Les membranes subissent 

ensuite 3 rinçages de 10 minutes dans le même tampon. L'anticorps secondaire couplé à la 

phosphatase alcaline est ensuite appliqué dilué au 1/2000ème dans les mêmes conditions 

que l'anticorps primaire. Après deux heures d'hybridation, la membrane est à nouveau 

rincée 3 fois pour éliminer complètement l'anticorps secondaire non lié. L'activité de la 

phosphatase alcaline est révélée par le système NBT-BCIP dont les éléments sont les 

suivants: 

- para nitro blue tetrazolium chloride (NBT) à raison de 30 mg dans 1 mL de 

diméthyl formamide (DMF) à 70% pour 100 mL de tampon carbonate pH 9,8 (40 mM 

NaC03, 1 mM MgC12), 

- 5 bromo 4 chloro 3 indolyl phosphate toluidine salt (BCIP) à raison de 15 mg dans 

1 mL de DMF pour 100 mL de tampon carbonate. 

Dès que la solution est prête, la membrane est immergée puis laissée au repos à l'obscurité. 

La réaction est arrêtée dans l'eau distillée pendant quelques minutes. La membrane est 

ensuite séchée et conservée à l'obscurité. 

8. Coloration des gels en vue du séquençage 

Les gels sont colorés selon le protocole décrit par Choi et al. (1996). Les spots 

correspondants aux protéines d'intérêts sont excisés du gel et conservés à -20°C. Le reste 

du gel est fixé de façon à 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'intérêts destinées au séquençage. 
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9. Caractérisation des protéines par MALDI-TV 

Les spots ont ensuite été analysés en spectrométrie de masse (MALDI-TV) 

(Désorption -Ionisation par impact Laser Assistée par Matrice - Temps de Vol) après 

digestion trypsique Cette partie du travail a fait l'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 l'intermédiaire du logiciel MS-Fit développé par K. Clauser et P. 

Baker du laboratoire de spectrométrie de masse de l'université de Californie à San 

Francisco. Ce logiciel est accessible sur le serveur World Wide Web ExPaSy à l'adresse 

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

10. Analyse informatique des gels et des membranes 

Les analyses des gels révélés à l'argent, des autoradiographies et des membranes 

après immuno-détection sont réalisées à partir d'une station de travail Sun Sparcstation 20. 

Grâce à un scanner (Sharp JX 330), les images sont numérisées et analysées avec le 

logiciel 2-D Analyzer (Biolmage®) pour les électrophorèses bidimensionnelles et avec le 

logiciel Whole Band Analyzer (Biolmage®) pour les électrophorèses 

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 

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

déshydrogénase. 

Toutes les étapes sont réalisées à 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, lmM d'EDTA, lmM MgCh, 10 mM KCl, 5 mM de 

dithiothréitol et 0,3 M TRIS-HCl, pH 7,5). Après une centrifugation à 5000 g pendant 10 

min pour éliminer les parois et les débris cellulaires, l'homogénat est centrifugé à 30000 g 

pendant 30 min pour obtenir une fraction limpide destinée au dosage des enzymes. 
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L'absorbance est mesurée à 366 nm sur un spectrophotomètre double faisceau UVIKON 

930 après une incubation de 10 min à une température de 25 oc en présence de l'extrait 

enzymatique. 

L'activité de la glycérol kinase (EC 2.7.1.30) est mesurée dans un tampon MgC}z 

(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-HCl, 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 à 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 à pH 7,5, pour l'invertase neutre. Une centrifugation à 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 à doser est incubé pendant 30 min à 30°C en 

présence de saccharose 0,225 M. L'hydrolyse est bloquée en ajoutant successivement du 

sulfate de zinc 5 % et de l'hydroxyde de baryum 0,3 N. Le sulfite de baryum formé est 

éliminé par centrifugation pendant 5 min à 10 000 g. Le glucose est ensuite dosé par la 

méthode calorimétrique GOD-POD (Glucose oxydase-peroxydase, Sigma). Enfin, la 

réaction est stoppée en ajoutant de l'HCl 6 N après 10 min d'incubation à 30°C. La densité 

optique est mesurée à 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 à la poudre obtenue. 

Lorsque l'ensemble redevient liquide, il est transféré dans un tube à centrifugation. Le 

mortier est rincé avec 5 mL de tampon OIT. Les tubes sont équilibrés avec du GIT puis 

centrifugés pendant 15 min., 15 000 g, à 4°C. Le surnageant est ajouté délicatement à 10 

mL. de tampon chlorure de césium (CsCl) (tableau 10) dans les tubes à ultracentrifugation. 

Les tubes sont équilibrés avec du OIT. Après l'ultracentrifugation (21 heures, 20°C et 

120000 g), le surnageant est éliminé à l'aide d'une pompe à eau et les tubes sont nettoyés 

avec du papier filtre imbibé d'alcool. Le culot d' ARN est resuspendu dans 300 !JL 

d'acétate de sodium 3 M pH 6 puis transféré dans un microtube auquel 750 11L d'éthanol 

absolu est ajouté. Après une nuit à -20°C, une centrifugation (5 min., 10 000 g, 4°C) est 

réalisée. Le surnageant est éliminé et le culot est rincé à l'éthanol 70°. Après 

centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot d' ARN est séché au Speed-V ac pendant 

10 min. Celui-ci est ensuite resuspendu dans 300 !JL d'H
2
0 diméthylpyrocarbonate 

(DMPC) puis congelé à -80°C. 
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GIT 

Acétate de sodium 

3 MpH6 

~-mercaptoéthanol 

H20 traitée DMPC 

4 extractions 50 mL 

23,6325 g 

0,4175 

0,4175 mL 

QSP 50 mL 

Tableau 9: Composition du tampon GIT. 

Cs Cl 

Acétate de sodium 

3MpH6 

H20 traitée DMPC 

4 extractions 45 mL 

43,186 g 

0,373 mL 

QSP45 mL 

Tableau 10 : Composition du tampon chlorure césium 
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B. Dosage 

Pour le dosage spectrophotométrique, 3 J.1L de l'échantillon sont dilués dans 297 J.1L 

d'H
2
0 DMPC. Les longueurs d'onde varient de 220 nm à 300 nm. Les ARN absorbent à 

260 nm. 

C.Northern Blot 

l.Electrophorèse en gel d'agarose 

Le matériel et les solutions utilisés doivent être impérativement stérilisés ou traités 

(DMPC ou H
2
0

2 
ou SDS 20%). Après préparation d'un gel à 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 ~gd' ARN 

et 10 11L de tampon de charge (tableau 11) sont dénaturés à 98°C pendant 5 minutes puis 

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

Formamide 180 11L 

MOPS 10 X 40 11L 

Formaldéhyde 37% 65 11L 

HzO 45 11L 

BET 10 11L 

Glycérol 30 11L 

BBP saturé dans H20 5 11L 

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. Après 12 heures de transfert 

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

Les sondes hétérologues utilisées sont des ADNe insérés dans pBluescriptSKII+. 

L'amplification des ADNe se fait par PCR (polymerase chain reaction). La sonde 

correspondant à 50 ng de produit PCR dans 33 JlL d'H20 est dénaturée pendant 10 minutes 

à 1 oooc puis placée dans la glace. Le marquage est réalisé à 1' aide du kit T7 Quick Prime 

(Pharmacia), 10 JlL de Mix reagent, 1 JlL de T7 DNA polymérase (Kit Promega) et 4 IlL 

de 32P sont ajoutés à la sonde puis placés à 37°C pendant 45 minutes. La sonde est purifiée 

à l'aide d'une colonne de Sephadex G50. 

4.Hybridation 

La membrane est imprégnée de SSC X 20 stérile avant la préhybridation permettant 

l'élimination du bromure d'éthidium (BET). La préhybridation dure 2 heures à 42°C, la 

membrane est roulée puis mise dans un tube à hybridation contenant 10 mL de tampon de 

préhybridation (tableau 12) + 200 JlL d'ADN de sperme de hareng (10 mg 1 mL) soniqué 

et dénaturé 10 minutes à 100°C pour saturer la membrane. Le tampon de préhybridation est 

éliminé puis remplacé par 10 mL de tampon d'hybridation (tableau 13), 200 11L d'ADN de 

sperme de hareng (10 mg 1 mL) soniqué et dénaturé 10 minutes à 100°C et la sonde 

radioactive. L'hybridation dure une nuit à 42°C. La sonde peut être récupérée dans un tube 

de 50 mL de polypropylène et conservé à 4°C. La membrane est rincée avec 10 mL de 

SSC X 6 + 0,1% SDS pendant 5 minutes à 42°C. Le rinçage est renouvelé jusqu'à obtenir 

une radioactivité inférieure à 10 cpm ; la membrane est alors exposée sur un film à -80°C. 

La déshybridation de la membrane est réalisée dans du SDS 0,1% bouillant jusqu'à 

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 2,5mL 

Phosphate de sodium 1 M 1mL 

SDS10% 2,5mL 

Formamide désionisée ( 4 %) 25mL 

H20 QSP 50 mL 

Tableau 12 : Composition du tampon de préhybridation 
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20 xssc 12,5 mL 

Solution de Denhardt's 100 X 0,5mL 

Phosphate de sodium 1 M 1 mL 

SDS10% 2,5 mL 

Formamide désionisée ( 4 %) 25mL 

Dextran sulfate lOg 

H20 QSP 50 mL 

Tableau 13: Composition du tampon d'hybridation. 

D. Technique de PCR. 

La PCR (polymérase chain reaction), permet d'amplifier rapidement de manière 

exponentielle des séquences d'ADN comprises entre deux amorces. Pour un échantillon, 

différents réactifs sont employés et le tableau 14 est donné à titre d' exemple. L'ADN est 

ensuite ajouté. 

Hp stérile 4,37 IlL 
DNTP2,5mM 0,6 IlL 
MgCl2 25 mM 1,5 IlL 
Amorce en 5' (5pmol!J.!L) 1J.!L 

Amorce en 3' (5pmolii1L) 1 11L 

Tampon dilué 10 X 1,5 IlL 
Taq DNA polymérase (0,75U/~) 0,03 IlL 
Volume final 15~ 

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

L'ADN est ajouté à la concentration souhaitée dans 5 11L 

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 à 92,5°C pendant 4 min ; puis à chaque cycle : une dénaturation à 92,5 °C, 1 min, 

l'hybridation des amorces à 42 oc, 1 min et une élongation à 72 oc, 2 min. Une élongation 

de 6 min à 72°C termine la réaction. 
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E.Séquençage 

A.Amplification préparative d'un insert par PCR 

Le travail est ici réalisé à 4 oc. L'amplification de l' insert est faite en réalisant un 

mélange réactionnel qui comprend les éléments communs de l'amplification qui sont la 

Taq polymerase, du tampon Taq, du MgClz, de l'eau stérile et les amorces M13 Reverse et 

Forward qui sont sur le plasmide pBluescript à proximité du site d'insertion de l'insert. 

L'ADN est ajouté en dernier à raison de 1 ou 2 fJL (50 ng fJL- 1 de produits PCR) par 

réaction d'amplification. Le tout est ensuite placé dans l'appareil à PCR Perkin Elmer® 

(Tableau 15). 

A c G 

D/dNTP 1 1 2 

Amorce 1 1 2 

TamponSX 1 1 2 

Enzyme diluée 1 1 2 

ADN 1 1 2 

Volume final 5 5 10 

Tableau 15: Réaction de séquençage pour chaque base ACGT. 

L'amplification se déroule selon les cycles suivants. 

15 cycles de : 

10 secondes à 96°C puis 

5 secondes à 55°C 

60 secondes à 70°C 

B.Séquençage de l'insert 

puis 15 cycles de : 

10 secondes à96°C 

60 secondes à 70°C 

T 

2 

2 

2 

2 

2 

10 

Nous utilisons ici un kit ABI PRISM Dye primer Cycle Sequencing Core Kit. La 

quantité d'ADN requise pour une réaction est de 30 à 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 l'évaporation lors des montées en températures. 

Les produits séquencés selon la méthode de Sanger sont soumis à 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 (SW ALL). 
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PREMIERE PARTIE 

Effet du glycérol sur l'induction des cellules embryogènes et la 

formation des embryons somatiques 

1. Effet du glycérol sur la synchronisation de la première division des cellules 

embryogènes 

A.Le contenu en saccharose et rendement en embryons somatiques 

Des résultats obtenus au laboratoire montrent que l'embryogenèse somatique dans 

les feuilles de chicorée de l'hybride "474" est sensible à 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 à 30 mM et de 

glycérol à 330 mM pour favoriser l'induction et la synchronisation des divisions des 

cellules embryogènes, le transfert au cinquième jour de culture sur milieu frais dépourvu 

de glycérol permet le développement des embryons somatiques (Robatche-Claive et al., 

1992). La première étape de nos travaux a consisté en l'amélioration du rendement en 

embryons somatiques par augmentation de la concentration en saccharose. Le doublement 

de la concentration en saccharose, de 30 à 60 mM, augmente significativement (P=0,05) le 

rendement en embryons somatiques : 14,71 contre 9,58 ES mm2 de limbe obtenus 

précédemment (Bellettre et al., 1999). Au delà de 60 mM les embryons somatiques 

présentent un développement anormal. 

Nous avons donc été amenés à vérifier si dans ce cas la synchronisation était 

toujours observée et si le glycérol restait indispensable au cours de la phase d'induction de 

l'embryogenèse somatique. 
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B. Les tissus foliaires au cinquième 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 à 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 possèdent un noyau en 

position latérale accolé à la membrane plasmique et qui contient un nucléole dont le 

diamètre est inférieur à 2,5 11m (figures 9A). D'autres types cellulaires sont également 

visibles à 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 diamètre compris entre 2,5 et 5 !Jill). 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 !Jm de 

diamètre, des vacuoles réduites et un cytoplasme trabéculaire dense. Les mêmes caractères 

de réactivation cellulaire sont observés lors de l'induction de l'embryogenèse somatique au 

niveau des cellules épidermiques de limbes d'He liant hus smithii (Lappara et al., 1997) et 

ce type de cellule est qualifiée d'embryogène. 

Au cinquième jour de culture, en plus de ces cellules non divisées, on peut observer 

des massifs cellulaires dont le diamètre est compris entre 30 et 40 !Jm, ce sont des 

proembryons (figure 9B). Au sein du fragment foliaire, ces embryons n'occupent guère un 

volume plus important qu'une cellule réactivée mais sont déjà 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 

117S60Giy330. Vue d'ensemble du limbe (A ) et détaillée du parenchyme (8 ). Coloration safranine 1 fast­

green. Barre 50 f..llll . ES : embryon somatique, CR : cell ule réactivée, CCR : cellule en cours de réacti vation. 
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C. Les tissus au quatrième jour de culture 

Compte tenu de la présence d'embryons somatiques au cinquième jour de culture, 

nous avons recherché le moment de l'apparition des premiers embryons somatiques. Des 

coupes histologiques réalisées après 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 l'ensemble du parenchyme foliaire. On peut observer une augmentation importante du 

volume nucléolaire et une fragmentation de la vacuole. Aucune division cellulaire des 

cellules embryogènes n'est observée à ce stade et aucun embryon n'est décelé au 

quatrième jour sur l'ensemble des limbes observés (27 fragments foliaires différents). Là 

encore, beaucoup de cellules ne présentent pas de signe de réactivation : leur vacuole 

occupe tout l'espace cellulaire et leur cytoplasme réduit est accolé à la paroi. 

Figure 10 : Coupe transversale d'explants de feuilles de chicorée "474" cultivés quatre jours dans le 

milieu M17S60Giy330. Coloration safranine 1 fast-green. Barre 50 11m 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 embryogène initiale 

survient environ 104 heures après le début de l'incubation des tissus dans le milieu 

d'induction (Annexe 1). Comme l'ont montré Blervacq et al. (1995), la première division 

embryogène dans les feuilles de l'hybride '474' est symétrique. Dans un proembryon 

dépourvu de protoderme, les cellules filles deviennent de plus en plus petites au fur et à 

mesure des divisions (Dubois et al., 1991). 

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

division des cellules embryogènes n'est plus obtenue au cinquième jour de la culture. 

II.Effet de l'augmentation de la concentration en glycérol sur la synchronisation de la 

première division des cellules embryogènes. 

Afin de rechercher une possibilité de maintenir l'absence de division des cellules 

réactivées jusqu'au cinquième jour de culture et obtenir une synchronisation des premières 

divisions cellulaires, nous avons augmenté la concentration en glycérol dans le milieu de 

culture Ml7S60 de la phase d'induction. Les coupes histologiques sont réalisées au 

cinquième jour de culture. 

A.Effet de l'apport de 495 mM de glycérol 

La concentration en saccharose étant maintenue à 60 mM, 495 mM de glycérol sont 

ajoutés au milieu, soit une concentration 1,5 fois supérieure par rapport à la condition 

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

Des cellules en voie de réactivation et des cellules réactivées sont visibles mais leur 

fréquence est moindre par rapport à la condition témoin. Ces cellules sont surtout situées à 

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 à 

ce stade occupent un volume légèrement plus important que celui des cellules réactivées. 
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Figure 11 : Coupe transversale d'explants de feuilles de chicorée "474" après cinq jour d'incubation 

dans un milieu M17S60 additionné de 495 mM (A) ou 660 mM (B) de glycérol Barre = 50 Jlffi. 

Coloration safranine 1 fast green .. ES : embryon somatique, CR : cellule réactivée, CCR : cellule en cours de 

réac ti vat ion. 
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B.Effet de l'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 llB. 

Des cellules réactivées sont encore visibles et en particulier au voisinage immédiat 

des vaisseaux conducteurs ; c'est uniquement près de ces tissus que nous observons des 

embryons. Guzzo et al. (1994 et 1995) remarquent que les cellules capables de former des 

masses proembryogènes sont situées à proximité des faisceaux vasculaires chez la carotte. 

Des observations similaires au cours de l'embryogenèse somatique des explants foliaires 

de cocotier confortent nos travaux (Buffard-Morel et 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-delà de 660 mM, le glycérol provoque une 

nécrose des tissus foliaires. 

Ainsi l'augmentation de la concentration de glycérol dans le milieu d'induction ne 

permet pas de bloquer les premières divisions mais les embryons sont d'autant moins 

nombreux que la concentration en glycérol est élevée. De plus on montre que 

l'augmentation des teneurs en glycérol retarde la division des cellules embryogènes. 

III. 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 

embryogènes jusqu'au quatrième jour d'induction. Dans ces conditions le glycérol reste t'il 

indispensable à la phase d'induction des cellules de chicorée ? 

A. Les tissus foliaires au quatrième 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 mêmes conditions: milieu liquide agité, à 

35°C et à l'obscurité. 

La figure 12 montre les limbes de chicorée après 4 jours d'incubation dans le milieu 

M17S60. On peut déjà 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 embryogènes a eu lieu entre le troisième et le 

quatrième jour. 

-

Figure 12 : Coupe transversale d'explants de feuille de chicorée "474" après quatre jours 

d'incubation dans un milieu M17S60 dépourvu de glycérol. Barre=50f1m. Coloration : safranine 1 fast 

green. ES : embryon somatique, Pe : procmhryon, 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 Ml7S60 additionné ou non de 330 mM de glycérol puis transférés 

dans un milieu dépourvu de glycérol. Les embryons somatiques sont dénombrés sur les 

limbes après coloration au lugol et répartis selon leur diamètre 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·2 de 

limbe. Ceux ci ont une taille supérieure à 100 !J.m. 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 acquièrent une forme plus définie 

(proche des embryons cordiformes). Le nombre d'embryons somatiques est légèrement 

supérieur : 15,50 ES.mm-2 de limbe (Fig. 13B et 14B). 

Glycérol 330mM 
A 

M17S6r MI7S6! 

Ml7'W. Ml7S60 
B 

Embryons somatiques Distribution en fréquence des 

par mm2 de limbe embryons somatiques 

1 

14,69 ± 0,32 

15,50 ± 027 

100 .---------, 

~ 75 

~ 50 

-t 25 .. 
-

n 
a asses det li lles 

Oassesde tli lle 

Figure 13 : Comparaison de la quantité et de la qualité des embryons somatiques et effet du 

glycérol. Les fragments foliaires "4 74" sont incubés 4 jours dans le M 17S60Giy330 (A) ou le M 17S60 (B) 

puis transférés 8 jours dans leM 17S60. Le nombre d ' embryons somatiques par mm2 de limbe est compté au 

12èrne jour de culture (moyenne ± écart type, n=270) et distribué par classes de taille 1 :ES ~ lOOJ.lm ; 2 : 

1 OO<ES 150J.lm ; 3 : 150<ES~200J.lm ; 4 : ES>200J.lm. 
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Figure 14 : Embryons somatiques (flèches) sur des explants de feuilles de chicorée hybride 

" 474" au douzième jour de culture. Après quatre jours d 'i ncubation dans le milieu M 17S60Giy330 (A) ou 

quatre jours dans leM 17S60 (8 ). Coloration au lugo!. 
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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, 

l'observation des cellules en coupes cytologiques pendant la phase d'induction montre que 

le glycérol, même à forte concentration, ne bloque plus la division de la cellule 

embryogène. Nous avons de ce fait établi un nouveau système de culture en conservant 

330 mM de glycérol pendant la phase d'induction mais en réduisant celle-ci à quatre jours 

(Fig. 15). 

Transfert 

1 
~ 1 Induction Expression 

A MJ7S60Gly330 M17S60 

0 12jours 

• Transfert 

B 1 ,, ~ I~uction. . Exprèssion 

M17S60Gly330 M17S60 

0 4 12jours 

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

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

Ceci nous a permis par ailleurs, de mettre en place un système de culture 

parallèle 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 embryogène avec la variété Flash nous permettra de conclure sur les 

événements nécessaires à la réalisation de l'embryogenèse somatique, tant au niveau 

cytologique, biochimique, que moléculaire. 

77 



Effets du glycérol sur l'induction des cellules embryogènes et la formation des embryons somatiques 

V. Etude histologique chez une variété non embryogène: la chicorée Flash 

Des observations microscopiques préalables ont été réalisées sur des fragments de 

feuille de la variété Flash après coloration au lugol. Ils ne recèlent pas d'embryon 

somatique au douzième jour de culture. Des coupes histologiques ont été réalisées au 

quatrième jour de culture dans des conditions comparables à celles utilisées pour la 

chicorée "474". 

A.Au quatrième jour de culture 

Comme nous l'avons montré dans la première partie de ce mémoire, seules des 

cellules réactivées sont visibles au quatrième 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 déjà 

présents dans les tissus foliaires. 

Les limbes de la variété Flash ne présentent aucune cellule réactivée au quatrième 

jour de culture ; en revanche, on peut remarquer la présence de plastes très abondants à la 

périphérie des cellules (Fig. 16A). 

B.Au huitième jour de culture 

Au huitième jour de culture la variété non embryogène présente des différences 

avec la chicorée "474" puisqu'aucun signe de différenciation cellulaire, même au niveau 

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

A l'inverse, les tissus de la variété embryogène présentent des embryons 

somatiques pluricellulaires (Fig. 17 A et B). Leur taille est de l'ordre de 90 à 300 11m. 

Après une induction en présence de 330 mM de glycérol, les embryons somatiques sont 

encore au stade globulaire (Fig. 17 A). 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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A 

~' 

8 

Figure 16: Coupe transversale d'un expiant de feuille de chicorée de la variété Flash 

après 4 (A) ou 8 (4+4) jours de culture. Les fragments sont incubés 4 jours dans le milieu Ml7S60Giy330 

puis transférés sur milieu M l7S60 4 jours. Coloration : Safranine /fast-green. Barre= 50 !lill. 
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Figure 17 : Coupes transversales d'expiant de feuilles de chicorée "474" au gème jour 

de culture. Les fragments sont incubésA jours dans les milieux M17S60 (A) ou M17S60Gly330 (B) puis 

transférés sur milieu Ml7S60 4 jours. Coloration : Safranine /fast-green. Barre= 50 f.!ID. 
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C. Conclusion 

Ces diverses observations nous permettent de conclure que la variété Flash n'est 

pas embryogène dans les conditions de culture imposées. Dans la suite de ce chapitre, nous 

nous sommes intéressés au blocage de la division des cellules embryogènes 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 l'entrée en mitose des cellules 

(Zabrecki et Cole, 1979). Chez la chicorée le blocage des divisions des cellules 

embryogènes 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. 

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

cellules embryogènes 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'embryogenèse somatique. Nous avons utilisé la technique du Western blot en utilisant des 

anticorps monoclonaux dirigés contre les sous-unités a et ~ des tubulines (Amersham)(Fig. 

18 et 19). Les explants foliaires de chicorée ont été cultivés 4 jours dans un milieu M17S60 

ou M17S60Gly330 puis transférés 8 jours sur un milieu M17S60 dépourvu de glycérol (Fig. 

18 et 19). 

l.Variations de l' a tubuline. 

La révélation de la membrane après hybridation avec l'anticorps anti-aTUB (Fig. 

18) sur les protéines tissulaires de la chicorée "474" montre que d'une façon générale, la 

quantité de tubuline a présente, augmente au cours de l'embryogenèse somatique. Durant 

les premiers jours de la culture, nous ne mesurons pas de différences quantitatives nettes 
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Figure 18 : Immuno-empreinte après hybridation avec un anticorps dirigé contre les tubulines 

a (53 kD) exprimées au cours de l'embryogenèse de fragments de limbes de chicorée "474". Les 

fragments sont cultivés 4 jours dans le M17S60 (A) ou dans le Ml7S60Gly330 (B) puis transférés 4 jours sur 

Ml7S60. 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 Il). Deux bandes protéiques de 

53 kDa et 70 kDa sont mises en évidence par l'anticorps. Ces bandes sont déjà présentes 

avant la mise en incubation. D'après 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 a. 

2. Variations de la ~ tubuline 

Dans les tissus foliaires de Cichorium, une bande protéique de 55 kDa est mise en 

évidence après hybridation avec l'anticorps anti ~-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 dès 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 deuxième jour nous 

enregistrons une chute du taux de ~ tubulines. A partir du troisième jour la bande protéique 

croît tout au long de la culture embryogène. 

3.Conclusion 

Ces expériences nous permettent de conclure que le glycérol a peu d'effet sur la 

production de tubulines a et ~' même si la quantité de tubulines a augmente plus 

rapidement en absence de glycérol. Etant donné que nous sommes incapables de déceler 

une différence significative dans l'expression des tubulines nous avons tenté de mesurer la 

capacité des tubulines à s'organiser en microtubules. 
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Figure 19 : Immuno-empreinte après hybridation par un anticorps dirigé contre les tubulines 

~ (55 kD) exprimées au cours de l'embryogenèse de limbes de chicorée "474". Les fragments sont 

cultivés 4 jours dans le Ml7S60 (A) ou dans le M17S60Gly330 (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 l'organisation en microtubules 

Le glycérol n'ayant pas d'influence sur le taux de protéines exprimées au cours de 

l'embryogenèse somatique, nous avons analysé son effet sur la polymérisation des 

tubulines a et ~ en dimères, cette association permettant l'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 règne végétal. Les auteurs signalent toutefois que les dimères 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 à 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). Après 

immunomarquage avec un anticorps anti a.-tubuline on peut voir que le réseau est fin et 

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

Après cinq jours d'induction dans un milieu favorable, les cellules commencent à 

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 rnicrotubules 

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 

particulière et forment des masses tubulaires désorganisées (Fig. 20F). 
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Figure 20 : Immunolocalisation des a -tubulines sur des cellules de chicorée hybride "474" après 4 jours d ' incubation 

dans un milieu d'induction. 

A: Cellule non réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le Ml7S60 colorée au DAPI. On peut observer le noyau. B : Cellule 

non réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le Ml7S60 après immunomarquage. Le réseau microtubulaire est parallèle. 

C : Cellule réactivée dans le milieu Ml7S60, la coloration au DAPI met en évidence le noyau central. 

D : : Cellule réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le milieu Ml7S60. L'hybridation avec l'anticorps met en évidence un 

réseau microtubulaire qui s'oriente en étoile auto~r du noyau préparant l'entrée en mitose. 

E : Cellule réactivée sur un fragment de limbe incubé dans le milieu Ml7S60Gly330. Après coloration au DAPI, on observe le 

noyau en position centrale. 

F : Cellule réactivée sur un fragment de limbe incubée dans le Ml7S60Gly330. Le réseau microtubulaire est désorganisé et présente 

des masses de tubulines. 
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C.Conclusion 

Les cellules réactivées présentent un cytosquelette organisé où le noyau central est 

prêt à 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 synthèse des tubulines. L'augmentation des synthèses 

protéiques après le transfert pourrait correspondre à la vague de la première division des 

cellules embryogènes et des embryons somatiques eux mêmes pour la conditioq 

d'induction synchrone, ces divisions cellulaires étant permanentes dans le cas d'une culture 

en absence de glycérol. 

VII.Effet du glycérol sur le conditionnement des cultures embryogènes 

Nous examinons les effets du glycérol au cours du conditionnement des cultures 

embryogènes (Bellettre et al., 1999). Le glycérol est apporté pendant la phase d'induction 

et 1 ou pendant la phase d'expression de l'embryogenèse somatique chez la chicorée. Les 

embryons somatiques sont dénombrés au douzième jour de culture après coloration au 

lugol et répartis en quatre classes de taille croissante. Les différentes conditions ainsi que 

les résultats obtenus à partir de trois répétitions différentes sont répertoriés sur la figure 21. 

Au cours de la phase d'induction, le glycérol est toujours apporté à 330 mM. Il peut 

être combiné au saccharose 60 mM (Fig. 21 a, b, c, d ete) ou le remplacer en concentration 

équimolaire (Fig. 21 f, g, h, i et j). 

A. Effet de l'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-2 de limbe (Fig. 21a). La plupart des embryons a un 

diamètre supérieur à 100 !Jm. Lorsque le glycérol (330 mM) est maintenu tout au long de 

la culture, le nombre d'embryons décroît (Fig. 21b et 22A). Cette diminution est encore 

plus significative en l'absence de transfert dans un milieu neuf et correspond à environ 75 

87 



Effets du glycérol sur l'induction des cellules embryogènes et la formation des embryons somatiques 

%du nombre d'embryons par rapport à la condition témoin (Fig. 21c et 22B). De plus les 

embryons ont une taille inférieure à 100 Jlm 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 à 60 

mM (Fig. 21d) ou à 330 + 60 mM (Fig. 21e et 22C) les embryons sont de plus en plus rares 

et de très petites tailles. 

Au cours de la phase d'induction, si le glycérol à 60 mM remplace le saccharose et 

s'ajoute aux 330 mM, le nombre d'embryons est réduit même 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-2 de limbe pour la condition b où 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. 2li) ou 

en présence de 330 mM avec (Fig. 2lj) ou sans transfert (Fig. 21h) au quatrième 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 Ml7 additionné de 330 

mM de glycérol et 60 mM de saccharose (M17S60Gly330) puis transférés 8 jours sur diftërents milieux: 

Ml7S60 (a), Ml7S60Giy330 (b), Ml7S60Gly330 sans transfert (c), Ml7Giy60 (d) Ml7Gly330+60 (e), ou 

incubés pendant 4 jours dans le milieu Ml7 additionné de 330+60 mM de glycérol et transférés 8 jours sur 

Ml7S60 (f), Ml7S60Gly330 (g), Ml7S60Gly330 sans transfert (h), M17Giy60 (i) Ml7Giy330+60 (j). Le 

nombre d'embryons somatiques par mm2 de limbe est compté au 12ème jour de culture (moyenne± écart type, 

n=270) et distribué par classes de taille 1 :ES [100!-lm; 2: 100<ES150!-lm; 3 :150<ES[200!-lm; 4: 

ES>200!-lm. Les moyennes avec les mêmes lettres ne sont pas significativement différentes (P=0.05), en 

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

" 474" au douzième jour de culture. Les fragments foliaires ont été cultivés dans les condition s b (A), c (B), 

e (C) et f (D) de la figure 21. Coloration au lugo!. Barre= 50[-!m 
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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 à la phase 

d'induction de 4 jours. La présence de saccharose est indispensable à 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 quatrième 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 l'embryogenèse mais il 

empêche la division des cellules embryogènes. Des observations similaires sont faites sur 

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

. ,., .. 

-
Figure 2.' : Coupe transversale dans un fragment de limbe de chicorée "474" incubé 4 jours 

dans le M 17 udditionné de (60 + 330) mM de glycérol. Coloration bleu de toluidine Barre= 100 pm. 
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Effets du glycérol sur l'induction des cellules embryogènes et la formation des embryons somatiques 

Nous avons montré que le glycérol ne peut pas remplacer le saccharose et 

que seul il n'a aucune capacité à l'embryogenèse somatique, mais il peut cependant 

constituer une source carbonée suffisante pour l'induction des cellules embryogènes. Ces 

résultats laissent supposer que le glycérol est métabolisé au sein des tissus foliaires. 
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Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de l'embryogenèse somatique 

DEUXIEME PARTIE 

Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de 

1' embryogenèse somatique 

Les polyols sont les molécules les plus représentées dans la nature (Wang et al., 

1996). On les rencontre chez les bactéries, les mammifères, les champignons, les algues et 

chez les plantes supérieures (Lewis et Smith, 1967 ; Bagnasco et al., 1986). Différents 

rôles 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). Même si peu 

d'informations sont données sur l'utilisation des polyols en culture in vitro, Gautheret 

( 1948) a montré que le glycérol permet l'induction des cals chez Daucus caro ta et 

Helianthus annuus. Si le glycérol semble être le seul polyol utilisable comme source 

carbonée (Jones et Veliky, 1979), cela implique qu'il puise être métabolisé au sein des 

tissus. Comme il est impliqué dans la mise en place de notre modèle d'embryogenèse, nous 

nous sommes donc intéressés à son métabolisme et à son devenir au cours de la culture 

d'explants foliaires en conditions embryogènes. 

93 



Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de l'embryogenèse somatique 

!.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 M17S60 ou le 

M17S60Gly330 puis après leur transfert pendant huit jours dans le milieu M17S60 

dépourvu de glycérol. La figure 24 montre l'évolution de la teneur en glycérol séparé et 

quantifié par CLHP. 

Les teneurs en glycérol diminuent progressivement de 330 à 257 mM au cours de la 

phase d'induction des embryons somatiques (Fig. 24A). On observe donc une diminution 

d'environ 25% par rapport à la teneur initiale. Après 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 après le transfert pendant huit jours sur milieu dépourvu de 

glycérol. Les teneurs augmentent très rapidement au sein des tissus induits en présence de 

glycérol; nous décelons 158 !Jmol.g-1 MF dès le premier jour et 539 11mol.g-1 MF au 

quatrième jour de culture. Après le transfert, le glycérol chute brutalement et disparaît 

quasiment des fragments foliaires. En absence de glycérol dans le milieu d'incubation, la 

teneur en glycérol est voisine de 2 11mol.g-1 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 Ml7S60Gly330 (A) ou le Ml7S60 (B) puis 

transférés 8 jours sur Ml7S60. 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 Ml7S60Gly330 (A) ou le Ml7S60 (B) puis 

transférés 8 jours sur Ml7S60. Moyennes± écart type de 3x3 répétitions de 3 cultures indépendantes. 
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Figure 24 
400~------------------------------~ 

A Transfert 

300 ~""'' . + "r------+-----·-!-·---1 
\ 
\ 

200 

\ -~ - 100 -e 
-~ 
~ \ .Q 0 Ç!) t 

400 

~~B 
100 

0 ·-·····--········· ......... ·•··· ·······-··················· ··•·····•· ···-··--·····-···-······-··-·· 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Jours 

800 
A " Figure 25 + 

600 
A 

~ \ 
400 \ 

~ \ 0 e 
::t 

200 ;1/ - \ -e \ 
-~ \ ~ 1 
.Q 0 1 

1 

Ç!) 800 

B 
200 

0 ···~·-· ···-···· ........ .. ....•. ·•·················•······ ·············-·········-··--··------.······-·······--······-

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

Jours 

95 



Le métabolisme du glycérol et son implication au cours de l'embryogenèse somatique 

~500 -0 s 
[IJ 

0 400 

! 

o+-~r--,--,---.-~---,--.--.---,--.---.-~ 

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

Terrps (jour) 

Figure 26: Evolution de la pression osmotique des milieux de culture au cours de 

l'embryogenèse somatique de tissus foliaires de chicorée hybride "474". Les limbes sont incubés 4 jours 

dans le milieu Ml7S60 (0) ou dans le milieu Ml7S60Gly330 (Il) puis transférés 8 jours sur Ml7S60. 

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 müsmoles (Fig. 26). 

Elle diminue dès le premier jour de culture puis se stabilise jusqu'au quatrième jour (335 

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

müsmoles et passe à 147 müsmoles au huitième jour de culture. Puis, elle diminue très 

peu pour atteindre 126 müsmoles au douzième jour de culture. Le profil d'évolution 

obtenu après 4 jours dans le milieu Ml7S60 montre une augmentation lente de la pression 
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osmotique initiale (64 müsmoles) qui évolue vers un p1c au huitième jour à 160 

müsmoles. 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 douzième 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 (Helier et al. 1980) 

et chez les champignons (Visser et al. 1988). Une expérience complémentaire nous a 

permis de conclure que le glycérol pénètre 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 l'entrée du saccharose dans les tissus. 

L'embryogenèse somatique se trouve réduite en présence de cyanure: 6,4 ES mm·2 de 

limbe. 

Peu de glycérol est métabolisé au sein des tissus foliaires de chicorée. En effet, sur 

les 480 flL de glycérol, 106 flL disparaissent en 4 jours des 20 mL de milieu 

Ml7S60Gly330 où sont incubés les trois fragments de feuille (220 mg de MF au 4èrne jour) 

qui ne renferment que 7,8 flL de glycérol libre. Nous pouvons conclure que 20,4 % du 

glycérol ajouté au milieu de culture est métabolisé ou lié à d'autres molécules. 

C'est le glycérol qui provoque l'élévation importante de la pression osmotique dans 

les milieux de culture. Comme nous l'avons vu au cours de la première 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 après le transfert provoque le 

démarrage de la division des cellules embryogènes. Dans les deux conditions, l'expression 

des embryons somatiques s'accompagne d'une élévation de la pression osmotique. 
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II.Devenir du glycérol marqué : Glycérol.l4C 

L'utilisation de glycérol- 14C au cours d'une cinétique de l'embryogenèse somatique 

dans les feuilles de chicorée montre que le glycérol est métabolisé et entre dans la 

glycolyse (Fig. 27). La distribution des molécules-'4C alcoolo solubles des tissus foliaires 

est exprimée en pourcentage par rapport à la quantité de molécules marquées totales dosées 

par CLHP en dpm (Fig. 27 A et B). La figure 27C montre un profil type obtenu après 

extraction des sucres au troisième jour de culture. 

Après 24 heures d'incubation 55 % des molécules marquées sont représentées par 

le glycérol dans les tissus. Une part importante (16 %) du glycérol- 14C est convertie en 

molécules- 14C inconnues ayant un temps de rétention de 4 min (Fig. 27B etC). Un premier 

pic est visible sur le chromatogramme en présence et en absence de glycérol et correspond 

à toutes les molécules que la colonne est incapable de séparer même si elles sont solubles 

dans l'alcool. Il faut noter qu'une injection de glycérol 3- phosphate pur provoque 

l'apparition d'un pic à ce niveau. Le second pic enregistré sur le chromatogramme (11,5 

min ; Fig. 27C) pourrait correspondre à un produit de dégradation du fructose ou à 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 premières heures un quart du glycérol- 14C 

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-

14C diminue. Après le transfert dans un milieu M 17S60 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 douzième jour on retrouve donc essentiellement le pic correspondant au 

glycérol 3-phosphate, un sucre et très peu de saccharose. Le taux de radioactivité diminue 

au cours de la phase d'expression (Fig. 27 A). Il faut souligner qu'aucune molécule-14C 

autre que le glycérol- 14C n'est présente dans les milieux de culture au cours de la cinétique 

d'embryogenèse somatique. 

+-Figure 27: Devenir du glycérol.t4C au cours de l'embryogenèse somatique dans les tissus foliaires de 

chicorée. A : Radioactivité totale des extraits alcoolosolubles. Chaque valeur est la moyenne de trois 

observations. B : distribution en pourcentage du total des molécules- 14C (en dpm du glycérol-14C+ glucose-

14C+ fructose- 14C+ saccharose-14C+ sucre inconnu- 14C+autres molécules marquées) dpm, désintégrations par 

minute). C: Radio chromatogramme des molécules- 14C au 3ème jour de culture. 
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III. Les enzymes du métabolisme du glycérol 

Nous avons vu dans les données bibliographiques que le glycérol pouvait être 

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 

néoglucogenèse par sa conversion possible en dihydroxyacétone phosphate grâce à la 

glycérol 3-phosphate deshydrogénase. Le taux de protéines intracellulaires variant très 

faiblement, nous avons mesuré les activités spécifiques des enzymes. 

A. Mesure de l'activité 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 l'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 à 94 nmol/minlmg de protéines au jour 4. Le transfert 

provoque une chute de l'activité spécifique de la glycérol kinase (20 nmol/minlmg de 

protéines au cinquième jour) qui se maintient jusqu'au douzième jour (16 nmol/minlmg de 

protéines). En absence de glycérol, les valeurs sont faibles et de l'ordre de 15 nmol/min/mg 

de protéines tout au long du processus. 

B. Mesure de l'activité de la glycérol3-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 lipidogenèse 

étant étudiées au laboratoire par ailleurs (Axelle Blanckaert, thèse en cours). 

La figure 29 montre l'effet du glycérol sur l'activité de la glycérol 3-phosphate 

déshydrogénase (EC 1.1.1.8). Pendant les premiers stades de l'embryogenèse dans les 

tissus foliaires de la chicorée, l'activité spécifique de la glycérol 3-phosphate 

déshydrogénase reste constante, que les tissus soient cultivés en présence ou en absence de 

glycérol. Après le transfert dans un milieu d'expression dépourvu de glycérol l'activité 

spécifique augmente de manière similaire pour les deux conditions jusqu'à atteindre 

environ 7 nmol/minlmg de protéines. 
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Figure 28: Changements d'activité de la glycérol kinase au cours de l'embryogenèse 

somatique des fragments de limbes de chicorée. Les fragments foliaires ont été incubés 4 jours dans le 

M17S60Gly (11) 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 l'embryogenèse 

somatique dans des fragments de limbes de chicorée. Les fragments foliaires ont été incubés 4 jours dans 

le M17S60Gly (11) ou dans le Ml7S60 (•) 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 pénètre 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 

l'embryogenèse 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 à 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 Ml7S60 additionné ou non de glycérol. Des extraits perchloriques des 

feuilles (8 g) sont analysés grâce à la RMN du 13C. Les spectres obtenus sont visibles sur la 

figure 30. Pour une observation plus aisée, des agrandissements des zones d'intérêt 

(encadrement) sont consignés sur la figure 31. 

Le glycérol est repérable facilement par ses deux résonances à 63,4 ppm et à 72,9 

ppm correspondant respectivement aux C1+ C3 et au C2, la seconde raie représentant la 

moitié de la première (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 l'acide aminé le plus représenté et en 

quantité égale quelle que soit la condition étudiée. On peut souligner l'absence d'alanine 

lorsque les tissus sont cultivés en présence de glycérol. On peut facilement identifier le 

saccharose qui possède 12 carbones visibles sous la forme de 12 raies (Fig. 31A et B ) ainsi 

que les hexoses : glucose et fructose 

Figure 30 : Spectres de RMN du 13C obtenus à 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. Gin, glutamine ; GLY, glycérol ; ppm, partie par million. 

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

glucose ; Gin, glutamine ; GL Y, 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 31 P (figures 32 et 33). 

Les profils obtenus sont typiques des analyses au 31 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 (à 0 et 1 ppm; Fig. 32). Les différences remarquables se situent à 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 l'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 à la condition sans 

glycérol (Fig. 33A et B). 

Figure 32: Spectres de RMN du 31 P d'extraits perchloriques de tissus foliaires de chicorée 

"474". Les limbes sont cultivés 3 jours dans le milieu M 17S60 (A) ou le milieu M 17S60Gly330 (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'intérêt de la figure 32. F6-P, fructose 6-

phosphate ; G6-P, glucose 6-phosphate ; GL Y 3-P, glycérol 3-phosphate ; M, mannose ; P-choline, 

Phosphoryl choline. 
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C.Conclusion 

La chute du pool des hexoses phosphate pourrait s'expliquer chez la chicorée 

comme dans le cas des cellules d' érable où de fortes concentrations en glycérol 3-

phosphate inhibent la glucose 6-phosphate isomérase (Aubert et al. , 1994) ). Les auteurs 

démontrent alors une absence de néoglucogenèse en présence de glycérol comme seule 

source carbonée. On peut alors s' interroger sur l' inhibition de cette enzyme dans les 

feuilles de chicorée. Le fructose marqué décelé par CLHP ne peut provenir que de la 

néoglucogenèse. Le glucose marqué quant à 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 néoglucogenèse dans les feuilles de chicorée (Fig. 

34). 

r Saccharose r Saccharose 

Saccharose-P Saccharose-P K uoP 

uTP UDP:Gl~s UTP UDP-Glucose 
~ 

1 
Fructose 1 

Glulse l -P 

Glucose 6-P 

1 + 
Fructose6-P 

Glucose 

Fructose 1, 6 fp • 

Glucl e l P 

Glucose 6-P 

1 + 
Fructose 6-P 
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Fructose 

Glucose 

G1ycerol 11C -+ Glycerol 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. 

1 : glucose 6- phosphate isomérase 
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V. Un autre effet du glycérol: l'accumulation intratissulaire d'un oligosaccharide 

A.Détection par CLHP 

1. Mise en évidence. 

Les profils CLHP obtenus après injection d'extraits de feuilles de chicorée incubées 

dans un milieu enrichi en glycérol (M17S60Gly330) ou dépourvu de glycérol (M17S60) au 

cours de l'embryogenèse 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 8min15s. 

2.Quantification 

Nous avons quantifié ce composé à partir de l'inositol (témoin interne de l'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 l'embryogenèse somatique dans 

les tissus foliaires de chicorée "474". Les valeurs sont établies à partir d'un témoin interne le sorbitol 

à 1 mg.mr1 puis rapporté à la masse de matière fraîche. Les résultats sont les moyennes de trois 

répétitions indépendantes. 
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Figure 35 : Analyse par CPLH des molécules alcoolo solubles présents dans les fragments 

foliaires d'une chicorée embryogène cultivée in vitro. Les fragments ont été cultivés 3 jours sur milieu 

M17S60 (A) ou M17S60Gly 330 (B). Profil CLHP obtenu après injection de 20 JlL d'extrait. Flèche = 
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 

l'embryogenèse somatique est caractérisée par la présence du composé après le premier 

jour de culture (environ 1,5 mg g-1de MF) puis, par l'accroissement de sa teneur jusqu'au 

quatrième jour (9,1 mg g-1MF). Après transfert sur milieu neuf dépourvu de glycérol, la 

teneur reste élevée (6,5 ±1 mg g-1MF) jusqu'à 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 

analysée. Au 3ème jour de la culture, nous estimons qu'il y a 10 à 15 mM de ce composé 

inconnu. 

C.Conclusion 

Ces deux types de mise en évidence et de quantifications (4,93 g L-1 par CLHP et 

15 11mol g-1MF par RMN) nous permettent de donner une estimation de la masse molaire 

de ce composé établie au troisième jour de l'induction des embryons somatiques: 329 g 

mor 1
• D'après 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 hétérodimères de 

galactose et de glycérol comme osmorégulateur. Cette molécule est le 0-a­

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 

dimère (254) semble un peu faible par rapport à notre estimation. Ce résultat nous a amené 

à étudier la fonction alcool du glycérol. Nous avons incubé des fragments foliaires de 

chicorée en présence d'éthylène glycol et d'éthanol. Ces deux alcools pénètrent dans les 

tissus par diffusion facilitée et l'éthylène 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 synthèse 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'après un apport initial de saccharose ou d'une autre source carbonée 

glucidique. 

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

A.Evolution du glycérol 

Les fragments foliaires de chicorée non embryogène Flash, sont cultivées dans les 

mêmes conditions que l'hybride "474". La figure 37 présente l'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 quatrième jour 7% 

du glycérol initialement ajouté a disparu (Fig. 37 A). Au cours de la phase d'expression, le 

glycérol n'est plus détecté. 

Le glycérol pénètre dans les explants foliaires de la chicorée non embryogène. Au 

quatrième jour nous détectons une teneur en glycérol de 317 11mol g-1 MF. Après le 

transfert sur milieu dépourvu de glycérol, nous décelons le polyol: 24 11mol g-1 MF au 

huitième jour de culture. 

Ainsi au quatrième 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 embryogène après 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 embryogène Flash. 

Les tissus foliaires sont incubés 4 jours dans les milieux M17S60Gly (•) ou dans le M17S60 (e) puis 

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

B.Conclusion 

Le métabolisme du glycérol au sein des tissus embryogènes est six fois supérieur 

par rapport au explants non embryogènes. Les teneurs élevées enregistrées après le 

transfert traduisent une baisse du catabolisme du glycérol. L'absence de cellules 

embryogènes 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 l'énergie nécessaire à l'induction et au développement des cellules vers 

un processus embryogène. 

C.Le produit X chez Flash 

La figure 38 montre un profil CLHP obtenu au troisième jour de culture dans les 

tissus foliaires de chicorée Flash. Nous pouvons constater la présence du composé X 

précédemment étudié. Cette molécule ne peut donc pas être assimilée à un marqueur de 

l'embryogenèse somatique chez la chicorée. Sa présence pourrait toutefois expliquer 

l'inhibition partielle de l'embryogenèse somatique chez la chicorée "474", par exemple en 

se fixant aux tubulines ou encore en bloquant un système enzymatique nécessaire au 

déroulement de l'embryogenèse. 
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Figure 38 : Analyse par CPLH des molécules alcoolo solubles présentes dans les fragments 

foliaires d'une chicorée non embryogène cultivée in vitro. Les fragments ont été cultivés 3 jours sur milieu 

M17S60Gly 330. Profil. Flèche= 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 (Première partie, §VIB), bien qu'il puisse être converti en saccharose 

(Deuxième partie). Nous nous proposons maintenant d'analyser l'influence du glycérol sur 

le métabolisme carboné au cours de l'embryogenèse somatique. 
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!.Interaction 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 quatrième jour de la culture 

embryogène 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 quatrième jour. Après le 

transfert dans un milieu neuf M17S60, le saccharose est rapidement métabolisé et disparaît 

au neuvième jour de la culture embryogène (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 

régulièrement jusqu'à 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 à la condition témoin. Le glucose et le fructose 

augmentent de manière concomitante et d'abord très lentement au cours de la phase 

d'induction. Au quatrième jour de la phase embryogène, leurs teneurs sont voisines de 10 

mM, soit un quart de celles observées en absence de glycérol. Au-delà du sixième jour les 

teneurs en hexoses augmentent plus nettement et suivent un profil similaire à la condition 

sans glycérol. 
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Figure 39: Evolution du taux de saccharose (Ill), de glucose (e) et de fructose ( .) dans les 

milieux de culture des fragments foliaires de chicorée "474" au cours de l'embryogenèse somatique. 

Incubation de 4 jours dans le milieu Ml7S60Gly330 (A) ou Ml7S60 (B) puis transfert (Flèche) pendant 8 

jours dans le milieu Ml7S60. Moyenne(± écart type) de 3 cultures de 3 répétitions indépendantes. 
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Figure 40: Evolution du taux de saccharose (11111), glucose (e) et fructose ( ) dans les fragments 

foliaires de chicorée "474" au cours de l'embryogenèse somatique. Incubation de 4 jours dans le milieu 

M17S60Gly330 (A) ou M17S60 (B) puis transfert (Flèche) 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 très faibles quantités, voisines de 1,5 11mol.g-1 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 quatrième jour où il atteint une concentration de 

89 11mol.g-1 MF (Fig. 40A). Au-delà du transfert, on observe un plateau à des 

concentrations de l'ordre de 30 f.lmol.g-1 MF. Dans la condition sans glycérol en revanche, 

la concentration en saccharose augmente très faiblement. Avant le transfert on ne mesure 

que 19 11mol.g-I MF (Fig. 40B), soit 5 fois moins que dans la condition avec glycérol. Le 

saccharose s'accumule jusqu'au sixième jour (42 Jlmol.g-1 MF) puis diminue nettement 

jusqu'au huitième jour pour se stabiliser jusqu'à la fin de la culture (20 f.!mol.g-1 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). Après le 

transfert, les hexoses augmentent encore faiblement dans les feuilles pré cultivées en 

présence de glycérol: 20 f.!mol.g-I MF à la fin de la culture embryogène (Fig. 40A). Dans 

la condition sans glycérol, les concentrations en fructose et en glucose restent plus faibles 

au cours de l'expression des embryons somatiques (environ 10 Jlmol.g-1 MF). 

II.Effet du glycérol sur les activités de l'invertase 

Les observations précédentes concernant les effets du glycérol sur les sucres, nous 

ont amenés à étudier l'enzyme impliquée dans le catabolisme du saccharose: l'invertase 

(EC 3.2.1.26). Il existe trois formes de l'invertase, définies par leur pH optimum et leur 

localisation au sein de la cellule ; les invertases acides sont pariétales ou vacuolaires et 

l'invertase neutre est cytoplasmique. Compte tenu des différentes propriétés des invertases, 

les activités ont été mesurées dans les fractions solubles et dans les fractions pariétales à 

différents pH. 

Les activités sont données en 11mol min-I mg-Ide protéines ou en nmol min-1 mg-1 de 

protéines. Le taux de protéines totales n'évoluant que très faiblement au cours de la 

cinétique de la culture embryogène. 
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Les activités des invertases acides sont mesurées à pH 4,5 et ceci quelle que soit la fraction 

donnent des valeurs inférieures à 1 nmol min-1 mg-1 de protéines. Des résultats similaires 

sont obtenus lorsque la mesure est effectuée à pH 7,5 pour l'enzyme neutre. 

A.Effet du glycérol sur l'activité de l'invertase neutre cytoplasmique 

La figure 41 présente l'activité de l'invertase neutre au cours de l'embryogenèse 

somatique dans les tissus foliaires de chicorée. Au moment du prélèvement des explantats, 

l'activité invertasique est faible : 5 !Jmol.min-1 .mg-1 de protéines. Après la mise en culture, 

on enregistre toujours une forte augmentation des activités. Au cours de la phase 

d'induction sur milieu sans glycérol, l'activité invertasique diminue pour atteindre 17,4 

!Jmol min-1 mg-1 de protéines au quatrième jour. Après le transfert des feuilles sur milieu 

neuf, on note un accroissement continu de l'activité jusqu'à la fin de la culture (27,5 !Jmol 

min-1 mg-1 de protéines au quatrième jour). En présence de glycérol, l'activité qui a 

augmenté brusquement au début de l'induction reste élevée jusqu'au troisième jour puis 

décline au moment du transfert pour augmenter à nouveau jusqu'à la fin de la culture. 
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Figure 41 : Activité invertasique neutre mesurée dans les fragments foliaires de chicorée 

"474". Les limbes sont incubés 4 jours dans le Ml7S60 (A) ou le M17S60Gly330 (Il) puis transférés 

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

l.Mesure de l'activité invertasique vacuolaire 

Les profils des activités obtenus dans les deux conditions sont semblables jusqu'au 

douzième jour de culture (Fig. 42). A partir du premier jour de culture, l'activité de 

l'invertase acide soluble augmente pour atteindre 22,5 11mol min-1 mg-1 de protéines au 

sixième jour de culture dans la condition sans glycérol, celle-ci décroît progressivement 

jusqu'à la fin de la culture. Lorsque les tissus foliaires sont incubés dans le milieu de base 

additionné de glycérol, l'activité spécifique augmente jusqu'à 20,4 11mol min-1 mg-1 de 

protéines le jour suivant le transfert sur milieu d'expression. Après le cinquième jour dans 

le milieu d'expression on note une diminution de l'activité de l'invertase acide soluble et 

ceci quelle que soit la condition. 
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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 Ml7S60Gly330 (8) puis 

transférés (Flèche) 8 jours sur milieu dépourvu de glycérol. 
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2.Mesure de l'activité invertasique pariétale 

La figure 43 montre l'activité de l'invertase acide insoluble. Dans les deux 

conditions, une très forte augmentation au premier jour de l'embryogenèse (environ 95 

11mol min-1 mg-1 de protéines ), traduit une réponse au stress de la mise en culture. Au­

delà de ce point les profils obtenus sont différents. En effet, en absence de glycérol au 

cours de l'induction des embryons somatiques, l'activité est élevée et supérieure à 90 11mol 

min-1 mg-1 de protéines. Après un jour de transfert sur milieu frais, l'activité invertasique 

diminue fortement et atteint 19,3 11mol min- 1 mg-1 de protéines au jour 12. La présence du 

glycérol au cours de la phase d'induction de l'embryogenèse provoque au contraire une 

chute de l'activité dès le second jour de la mise en culture (40 11mol min-1 mg-1 de 

protéines) voire une inhibition totale de l'activité de l'enzyme au troisième jour. L'activité 

de l'invertase reprend faiblement au quatrième jour puis plus nettement au-delà du transfert 

dans le milieu M17S60 (les valeurs sont supérieures à 45 11mol min-1 mg-1 de protéines) 

pour diminuer ensuite. 

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

Jours 

Figure 43 : Activité de l'invertase acide et pariétale mesurée dans les fragments foliaires de 

chicorée "474". Les limbes sont incubés 4 jours dans le M17S60 (Il) ou le M17S60Gly330 (11) puis 

transférés (Flèche) 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 après le transfert des feuilles sur un milieu 

dépourvu de glycérol. Ceci nous a amené à montrer que les invertases intracellulaires 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 

l'embryogenèse 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 très active et que 

les invertases acides ont une activité décroissante. Le blocage de l'activité de l'invertase 

acide pariétale ne semble pas définitif et le glycérol n'est plus limitant dès le quatrième 

jour. Nous allons dans la suite de ce chapitre nous intéresser plus spécifiquement à 

l'invertase acide pariétale. 

III.Etude de l'effet du glycérol sur l'invertase acide pariétale 

A.Purification et révélation par Western blot 

!.Purification de la protéine 

La protéine a été partiellement purifiée dans le but d'être séquencée, la digestion 

trypsique devant nous permettre d'obtenir des séquences peptidiques afm de déterminer 

des amorces dégénérées en vue d'une amplification par PCR. L'invertase pariétale acide a 

été extraite des feuilles entières de chicorée "474" cultivées en serre. Le matériel est broyé, 

homogénéisé et la fraction pariétale est purifiée par utilisation successive de précipitation à 

l'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-1 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 

(NH4hS04, 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 à une électrophorèse 

en SDS puis colorée à l'argent ou au bleu de Coomassie pour le séquençage (Fig. 44). Les 

fractions purifiées présentent plusieurs bandes polypeptidiques dont une très large à 68 kD. 

Le séquençage de la protéine n'a pas abouti en revanche la protéine qui présente une large 

bande est reconnue par un anticorps dirigé contre l'invertase acide pariétale de carotte 

(Sturm, 1990; Fig. 45). 
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Figure 44 : Analyse par électrophorèse sur gel de polyacrylamide des différentes fractions 

purifiées de l'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, (N~)2S04 , 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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Figure 45: Immunodection de l'invertase acide pariétale de chicorée (68 kD) après 

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 après électrotransfert sur membrane de 

nitrocellulose. Dépôt de 15 j.lg d'extrait purifié (FP, fraction purifiée). 

2.Etude du taux de l'invertase au cours de l'embryogenèse somatique 

Les tissus foliaires sont incubés quatre jours dans le M17S60 ou le Ml7S60Gly 

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 après le transfert aux 

jours 5, 8 et 12 après le transfert. La figure 46 montre les résultats obtenus après 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 (Bâle) et obtenus après 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 à 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. Après le transfert, nous pouvons noter une stabilisation du taux de 

protéine jusqu'à 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 deuxième jour la quantité est plus faible, nous constatons une 

augmentation de l'invertase au troisième jour (Fig. 46B). Au quatrième jour la quantité de 

protéine diminue à nouveau. Au delà du transfert sur milieu d'expression dépourvu de 

glycérolle profil est assez similaire à la condition précédente (Fig. 46A et B). 

Jours 

100 
80 

50,9 

34 

27,3 

16,9 

0 MM 1 

M17S60 M17S60 M17S60Giy330 M17S60 

2 3 4 4+ 1 4+4 4+8 MM 1 2 3 4 4+1 4+4 4+8 

Figure 46: Cinétique d'immunodétection de l'invertase pariétale acide dans les feuilles de 

chicorée embryogène. 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 après électrotransfert sur membrane de nitrocellulose. Chaque piste est chargée 

avec 15 flg de protéines. 
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EM_PL:PSZ83339 Z83339 P.sativum mRNA ( 485) [ f] 255 128 350 322.0 5. 8e-11 
EM_PL:AF050128 Af050128 Zea mays cell (4412) [ f] 253 145 340 299.8 1.1e-10 
EM_PL:AF091550 Af091550 Hamamelis vir ( 522) [ f] 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 3.1e-10 
EM_PL:LELIN6 X91390 L.esculentum mRNA ( 725) [ f] 317 174 335 305.8 3 .1e-10 
EM_PL:AT11033 U11033 Arabidopsis thal (2571) [f] 520 205 331 294.6 3. 6e-10 
EM_PL:LELIN5 X91389 L.esculentum mRNA ( 725) [f] 291 217 333 303.9 3.9e-10 
EM_PL:STBETFRUA Z21486 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) [f] 396 172 330 303.0 6.1e-10 
EM_PL:CIPINVERT Y11124 C.intybus mRNA (1796) [f] 401 169 326 292.1 7.2e-10 
EM_PL:AF091548 Af091548 Hamamelis vir ( 515) (f] 391 172 325 298.5 1.1e-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) [f] 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 BIN35 ( 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 règne végétal. 

EM_PL:DCBFRUCT X69321 D.carota (Queen Anne's Lace) Inv (6648 nt) 
initn: 707 init1: 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 

••••• 0 •• 0 0 0 0 ••••• 0. 0 0 ••• 0 •• 

0. 0 •• 0 •• ••••• 0 •••• 0 •• 0 0 •• 0. 

EM PL: TTTTATCAGTACAATCCCAAGGGTGCAGTGTGGGGTAATATTGTATGGGCCCATTCGGTG 
4480 4490 4500 4510 4520 4530 

40 50 60 70 80 
/net/n TCAAAAGATCTAATCAACTGGATACCGCTAGAACCAGCACTCTAACCATCGAAGCCATT-

•• 0 0 ••••••• 0 •• 0 0. 0 ... 0 • 0. 0 •• .. 0 ••• •• 

0 ••••• 0 0 0. 0 0 0 •••• 0 •• 0 •••••• 0. 0 ••• 0 0 0 ... 0 

EM PL: TCGACTGACTTGATCAACTGGACACCGCTCGAGCCTGCAATCTTTCCATCCAAACCATTT 
4540 4550 4560 4570 4580 4590 

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

... 0 ••••• 0 •••• 0 • ••• 0 0 0 •• 0 •• ••• 0 0 • •• 

• • • • • • • • • • • • • • 0 •••• • •• 0 0. 0 • • • • • • • • • • 

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 

..... 0 ........ •••• .. 0 ....... ................. .. . . . . . . .. . . .. . . . .. • .. 0 •••• 0 ......... 0 • ..... 0. 

EM_PL: TTAGTCGTTGCCAACAATGGGGAAAATGCCACAGCTTTCCGGGACCCGACCACAGCATGG 
4780 4790 4800 4810 4820 4830 

330 340 350 360 370 380 
/net/n ATGGACTAAAGTGGTCAATGGGAATTCACAATTGGTAGTAAGCAGGAGCGATTAGGAGTG 

••• 0 • ............ 0 • ........ 0 ....... 0 •. 0.. .. . 0... .. ...... . . .. . . . . . . .. .. .. . . .. . . .. . . . . .. . .. . . . . . . . .. . . . .. . .... .. 
EM_PL: TTGGACAAAAGTGGGCACTGGAAAATGTTGGTTGGTAGTAAGAGGAACCGAAGAGGAATT 

4840 4850 4860 4870 4880 4890 

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

.................... .. .. . . .. .. . .. .. .. . .. . . . . 0.......... .. . . . . .. . ............... .. . .. . . .. . . . . . .. .. .. . . . . . .............. . 
EM_PL: GCGTATTTGTACAGGAGTAAAGATTTTATTAAATGGACCAAGGCTAAACACCCGATCCAT 

4900 4910 4920 4930 4940 4950 

450 460 470 
/net/n --CCAG--AAAGA---&~TGTGGGAATGTT 

................. 
.. .. .. • • .. • 0 •• 0 •• 

EM_PL: TCCCAGGCTAACACTGGAATGTGGGAATGTCCTGATTTTTTCCCAGTATCACTGAAGGGA 
4960 4970 4980 4990 5000 5010 

Figure 49: Exemple d'homologie de séquence obtenues entre le clone Inv17 d'invertase de 

chicorée et l'invertase extracellulaire de carotte (85 % ; Sturm, 1990). 
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SWALL:INV3 DAUCA Q39693 BETA-FRUCTOFURAN ( 583) 323 198 325 455.6 4.7e-18 
SWALL:INV2 DAUCA Q39692 BETA-FRUCTOFURAN ( 592) 305 196 314 440.3 3.4e-17 
SWALL:P93201 P93201 INVERTASE (LIN7) (FR ( 244) 299 199 308 438.1 4.4e-17 
SWALL:P93200 P93200 INVERTASE (LIN6) (FR ( 241) 293 193 306 435.5 6.2e-17 
SWALL:Q43171 Q43171 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 582) 293 193 306 429.3 1. 4e-16 
SWALL:082119 082119 ACID INVERTASE (EC 3 ( 582) 293 193 306 429.3 1.4e-16 
SWALL:Q43855 Q43855 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 575) 294 188 303 425.3 2.3e-16 
SWALL:INV1 DAUCA P26792 BETA-FRUCTOFURAN ( 592) 281 196 301 422.3 3.4e-16 
SWALL:Q43799 Q43799 BETA-FRUCTOSIDASE (E ( 580) 285 186 294 412.8 1.1e-15 
SWALL:P93202 P93202 INVERTASE (LINS) (FR ( 245) 276 186 289 411.9 1. 3e-15 
SWALL:INV1 PEA Q43089 BETA-FRUCTOFURANOS ( 555) 272 167 285 400.7 5.4e-15 
SWALL:Q43079 Q43079 CELL WALL INVERTASE ( 582) 272 167 285 400.3 5.6e-15 
SWALL:P93199 P93199 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 241) 265 180 280 399.5 6.3e-15 
SWALL:Q43172 Q43172 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 587) 266 175 280 393.4 1.4e-14 
SWALL:AAC99429 Aac99429 BETA-FRUCTOFURAN ( 170) 271 178 271 3 89 0 5 2.3e-14 
SWALL:AAD02510 Aad02510 CELL WALL INVERT ( 593) 260 176 276 387.8 2.8e-14 
SWALL: 081189 081189 INVERTASE. 5/99 ( 593) 260 176 276 387 0 8 2.8e-14 
SWALL:Q9ZSW8 Q9zsw8 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 171) 268 174 268 385.4 3.9e-14 
SWALL:P93490 P93490 CELL WALL INVERTASE ( 161) 258 167 267 384.4 4.4e-14 
SWALL:Q43856 Q43856 CELL WALL INVERTASE ( 581) 263 174 272 382.4 5.6e-14 
SWALL: 081118 081118 CELL WALL INVERTASE ( 584) 271 180 271 381.0 6.8e-14 
SWALL:Q43866 Q43866 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 584) 268 166 268 376.8 1. 2e-13 
SWALL:INVA MAIZE P49174 BETA-FRUCTOFURAN ( 590) 250 172 263 369.9 2.8e-13 
SWALL:AAD26974 Aad26974 PUTATIVE INVERTA ( 588) 259 177 260 365.7 4. Be-13 
SWALL:AAD21446 Aad21446 PUTATIVE INVERTA ( 588) 259 177 260 365.7 4. 8e-13 
SWALL:CAB43403 Cab43403 BETA-FRUCTOFURAN ( 587) 254 173 257 361.6 8 .1e-13 
SWALL:Q38801 Q38801 INVERTASE. 5/99 ( 590) 254 173 257 361.6 8.2e-13 
SWALL:Q9ZTL2 Q9ztl2 CELL WALL INVERTASE ( 591) 239 161 252 354.6 2e-12 
SWALL:Q9ZTQ5 Q9ztq5 CELL WALL INVERTASE ( 586) 237 146 251 353 0 3 2.3e-12 
SWALL:AAC99431 Aac99431 BETA-FRUCTOFURAN ( 171) 225 128 241 348.1 4.6e-12 
SWALL:AAC99433 Aac99433 BETA-FRUCTOFURAN ( 173) 225 128 241 348.0 4.7e-·12 
SWALL:Q9ZSW6 Q9zsw6 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 173) 225 128 241 348.0 4.7e-12 
SWALL:Q42648 Q42648 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 250) 214 148 240 344.0 7.7e-12 
SWALL:Q9ZP42 Q9zp42 CELL WALL INVERTASE ( 577) 247 155 237 334.1 2.8e-ll 
SWALL:Q9ZTQ4 Q9ztq4 CELL WALL INVERTASE ( 597) 228 138 233 328.3 5.8e-11 
SWALL:Q43076 Q43076 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 170) 210 112 225 326.0 7. Be-ll 
SWALL:Q9ZR55 Q9zr55 INVERTASE (EC 3.2.1. ( 550) 209 127 223 315.1 3.2e-10 
SWALL:Q9ZR54 Q9zr54 FRUCTOSIDASE (EC 3.2 ( 581) 168 110 216 305.0 1.1e-09 
SWALL:Q42646 Q42646 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 250) 185 103 208 299.8 2.2e-09 
SWALL:Q9ZSW7 Q9zsw7 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 169) 184 105 200 291.5 6.5e-09 
SWALL: Q42720 Q42720 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 661) 166 113 202 284.8 1.5e-08 
SWALL:Q42719 Q42719 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 661) 165 113 201 283.4 1.8e-08 
SWALL:Q42721 Q42721 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 661) 165 113 201 283.4 1.8e-08 
SWALL:Q9ZSW5 Q9zsw5 BETA-FRUCTOFURANOSID ( 171) 119 71 192 280.4 2.7e-08 
SWALL:INV1 ~lAIZE P49175 BETA-FRUCTOFURAN ( 670) 149 87 194 273.7 6.4e-08 

Figure 50 : Homologies de séquences avec les invertases des banques de données du règne 

végétal. Quelques protéines sont vacuolaires ou cytoplasmiques. 
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tggggtaacattgtatgggcgcattcggtatcaaaagatctaatcaactggataccgcta 

W G N I V W A H S V S K D L I N W I P L 

gaaccagcactccaaccatcgaagccattccagtaccgttgctggtccggttccgccacg 

E P A L Q P S K P F Q Y R C W S G S A T 

gtccttcccggtgagaaaccggtcattttgtacacccgattaagggtgggggggggggaa 

V L P G E K P V I L Y T R L R V G G G E 

ggaggggaggaagttttttttttttcaatacccgaagactattcagatccaaacctaaca 

G G E E V F F F S I P E D Y S D P N L T 

aaatggatcaaacccgatgacaatcccatcttaaaaccaacccatggggagaatgtgttt 

K W I K P D D N P I L K P T H G E N V F 

gctttccgtgacccaacaaccgcgtggatggaccaaagtggtcaatgggaattcacaatt 

A F R D P T T A W M D Q S G Q W E F T I 

ggtagtaagcaggagcgattaggagtgtcgtatttgtacagaagcccggattttattaat 

G S K Q E R L G V S Y L Y R S P D F I N 

tggaccctggttgatcacccgttgcaccagaaagaaaatgtgggaatgtt 

W T L V D H P L H Q K E N V G M 

Figure 51 : Séquençage 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 à 2 kb. La figure 52 montre que dans les tissus foliaires de chicorée embryogène 

"474" non-induits, le taux d'expression des ARNm de l'invertase pariétale acide est très 

faible. Lorsque les tissus foliaires sont cultivés en absence de glycérol au cours de la phase 

d'induction le taux d' ARNm est très élevé au premier jour de culture. Cette élévation serait 

le reflet du stress causé par la mise en culture des limbes. L'expression du gène de 

l'invertase augmente ensuite jusqu'au quatrième jour. Après le transfert, l'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 très légèrement. Après le transfert sur un 

milieu frais dépourvu de glycérol, l'expression est légèrement inférieur. Au jour 0 et au 
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jour 8(4+4) la diminution observée sur la figure 52A est dû à la quantité d'ARN déposée, le 

taux d' ARNr à ce jour étant très inférieur aux autres jours (Fig. 52B); le rapport permet de 

confirmer que l'expression est constante au cours de la cinétique d'expression. 

A B 

M17S60 M17S60 M17S60Giy330 M17S60 

Jours 0 1 2 3 4 4+ 1 4+4 4+8 1 2 3 4 4+ 1 4+4 4+8 

A 

B 

Figure 52 : Analyse par Northern blot de l'expression de l'invertase acide pariétale au cours 

de l'embryogenèse dans les feuilles de chicorée (A). Dépôt de 20 flg d' ARN total par piste, hybridation par 

une sonde marquée ('2P) du clone INV17 d'invertase pariétale. Les pointes des flèches noires et blanches 

représentent les marqueurs de taille après coloration à l'encre de Chine (18 et 26 respectivement). (B) Les 

ARNr sont visibles sous UV en présence deBET. 

IV Chez la chicorée non embryogène 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 légèrement 
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supérieure en absence de glycéroL Au quatrième jour, la quantité de saccharose diminue 

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

de culture Ml760 (Fig. 53B) et Ml7S60Gly330 (Fig. 53A). Parallèlement les quantités 

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

maximum au douzième 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 (e ) et de fructose ( ) dans les 

milieux de culture des fragments foliaires de chicorée "474" au cours de l'embryogenèse somatique. 

Incubation de 4 jours dans le milieu Ml7S60Giy330 (A etC) ou Ml7S60 (B et D) puis transfert (Flèche) 

pendant 8 jours dans le milieu Ml7S60. Moyenne(± écart type) de 3 cultures de 3 répétitions indépendantes. 

132. 



Effets du glycérol sur le métabolisme carboné 

Dans les fragments foliaires de la chicorée non-embryogène Flash incubés dans le 

M17S60Gly330, le saccharose pénètre et s'accumule. Au quatrième jour on trouve 28,5 

11mol g· 1MF, ce qui représente un tiers de la teneur mesurée chez la chicorée embryogène 

"474" au même stade de culture. Dans les fragments de limbes de Flash induits en absence 

de glycérol, les teneurs en saccharose sont semblables à 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 à 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 embryogène. Les activités sont plus 

faibles que pour la "474" et de l'ordre de 6,5 11mol min-1 mg·1 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 M17S60Gly330. Les valeurs 

sont voisines de 6,5 11mol min-1 mg·1 de protéines. Après le transfert les activités sont 

toujours stables et évoluent de la même manière (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 très légèrement dans les 

explants incubés dans le M17S60 alors qu'elle chute fortement dès le deuxième jour de 

culture pour la condition avec glycérol. Après le transfert des fragments sur milieu 

M17S60, les activités se stabilisent et sont similaires pour les deux conditions (13,5 11mol 

min-1 mg·1 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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Figu•·e 54 : Activité de l' invertase aciùc ci pariétale mesurée dans ies fragments foliaires de 

chicorée Flash. Les limbes sont incubés 4 jours dans le Ml7S60 (.1 ) ou le Ml7S60Gly330 <•) puis 

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

Ces résultats montrent que le glycérol provoque une accumulation de l'invertase 

pariétale acide dans les tissus foliaires de chicorée au cours de la phase d'induction des 

embryons (Fig. 46 et 47). Parallèlement l'activité enzymatique est partiellement inhibée au 

cours des phases précoces du processus embryogène (Fig. 43). L'étude de la synthèse des 

ARNm de l'invertase pariétale acide nous permet de conclure que le glycérol est sans effet 

sur le gène de l'invertase (Fig. 52). Nous avons par ailleurs isolé un fragment d'ADNe de 

cette invertase de la chicorée qui fera l'objet d'une soumission aux banques de données 

pour recevoir un numéro d'accès. 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 système invertasique et leurs conséquences sur la 

cellule embryogène sont résumés sur la figure 55. 

Ml7S60 M17S60Gly330 

Saccharose 

Saccharose 

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

cours de l'embryogenèse somatique. V: vacuole; C: Cytoplasme; P: paroi pecto-cellulosique. 
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QUATRIEME PARTIE 

Contribution du glycérol à la recherche de marqueurs précoces de 

l'embryogenèse somatique chez la chicorée 

Ce chapitre concerne la recherche de marqueurs précoces de l'embryogenèse 

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 gènes impliqués. 

Nous avons utilisé la technique de l'électrophorèse bidimensionnelle pour notre 

recherche. Ce procédé nous permet d'observer des modifications de l'expression des gènes 

survenues au cours du phénomène étudié. Au cours de notre étude nous avons été amenés à 

observer des phénomènes impliqués dans le processus embryogène mais directement liés à 

la présence du glycérol. Dans ce chapitre le glycérol va être un outil pour la recherche de 

marqueurs précoces. En effet, le glycérol permettant de bloquer la première division lors 

du processus d'embryogenèse somatique dans les tissus foliaires de la chicorée, les 

différences observées en présence ou en absence de glycérol devraient être accentuées. 

Ceci implique également de rechercher des différences entre le Cichorium hybride 474 et 

un témoin non embryogène (variété Flash) afin de corréler les caractères embryogènes des 

protéines tissulaires ou extracellulaires détectées. 
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!.Analyse des protéines extracellulaires après révélation argentique 

Des protéines extracellulaires détectées au cours de l'embryogenèse 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 maïs (Coutos-Thévenot et al., 1992a et b, 1993), le pin (Domon et al., 

1994) et chez la chicorée (Helleboid et al., 1995, 1998) sont susceptibles d'être des 

marqueurs du phénomène. Par conséquent nous avons dans un premier temps, étudié les 

protéines excrétées dans les milieux de culture. 

A.Chez l'hybride "474" 

Au cours de la cinétique d'embryogenèse 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 électrophorégrarnmes de 

protéines extraites des milieux de culture ayant contenu des explants incubés 3 jours dans 

le M17S60 (Fig. 56A) et dans le M17S60Gly330 (Fig. 56B). L'analyse des gels révèle la 

présence d'une centaine de polypeptides. Le nombre total de protéines augmente au cours 

de la cinétique, les masses moléculaires vont de 8 à 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'intérêt a été délimitée sur les gel. Les 

protéines identifiées précédemment et reliées au processus d'embryogenèse ont été 

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

L'annexe IV présente un gel d'électrophorèse 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'intérêt. 
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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 leM l7S60Gly (B). Coloration argentique. Rectangle= zone d'étude délimitée. 
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Milieu d'induction 
M17S60 

~ ..... * 

~
, ___ E14c.A.P 

14d 
!Ob 

B 

_p.E14a 
• -~14b 
.A.Q, E!Oa 

M17S60Giy330 

F 

Figure 57 : Agrandissement de la zone 1 de la figure 56. Les électrophorégrammes 

bidimensionnels des protéines extraites des milieux de culture de tissus foliaires de Cichorium hybride 

"474" induits 2, 3 ct 4 jours dans un milieu M17S60 (A, B, C) ou dans un milieu Ml7S60Gly330 (E, F, G) 

puis transférés sur milieu d'expression Ml7S60 pendant 4 jours (D et H). Coloration argentique. Les 

dirférents symboles indiquent la présence des polypeptides (.A.), l'apparition de nouveaux polypeptides est 

indiquée par une tl èche (:-) et son absence par un cercle (0). 
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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 à 

2, 3, 4, et 8 (4+4) jours pour chaque condition (3 répétitions par extrait). Afin de pouvoir 

comparer tous les échantillons la même quantité de protéines est déposée au cours de 1 'IEF 

(120 1-lg de protéines extracellulaires totales par tube). 

Dans la zone étudiée, des protéines sont visibles dès 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. 57 A à H). Dans les milieux de 

culture additionnés ou non de glycérol un groupe de protéines de poids moléculaire 

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

Dans la région 1 sélectionnée, deux polypeptides acides de 14 kDa (14a et 14b; Fig. 

57 A à H) sont présents dans les milieux d'induction M17S60 et M17S60Gly330 (Fig. 57 A 

à C et E à G). Après le transfert dans les milieux dépourvus de glycérol, ces protéines sont 

toujours visibles (Fig. 57D etH). Elles ont un point isoélectrique proche de 4,5. Dans cette 

zone de pH un petit polypeptide de 10 kDa (lOa) est présent dès le deuxième jour de 

culture dans les milieux d'induction dépourvus de glycérol (Fig. 57 A à D). Cette protéine 

E10a n'est détectée qu'au huitième 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 lOb. Ce triplet protéique est visible sur 

les électrophorégrammes des milieux Ml7S60 dès le second jour de l'induction et leur 

accumulation se poursuit tout au long de la culture embryogène (Fig. 57 A à D). 

L'excrétion des protéines de 14 kDa est retardée au quatrième jour en présence de glycérol 

(Fig. 57G etH) et la protéine ElOb n'est détectée que dans un milieu dépourvu de glycérol 

(Fig. 57H). 

141 



Contribution à la recherche de marqueurs précoces 

Afin de vérifier si les polypeptides détectés peuvent être reliés au processus 

d'embryogenèse somatique chez la chicorée, des fragments foliaires de la variété non 

embryogène ont été cultivés dans les mêmes conditions que l'hybride "474". 

B.Chez la variété Flash 

La figure 58 présente les électrophorégrammes des protéines extracellulaires après 

3 jours d'incubation des fragments foliaires de chicorée Flash dans le milieu 

M17S60Gly330, puis au jour 8 (4+4) dans le milieu 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 être 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 l'étude des protéines 

extracellulaires sur la chicorées non embryogène Flash nous permet quelques remarques. 

On peut souligner l'absence de ~-1,3 glucanases à 38 kDa, ces protéines ayant été reliées à 

l'embryogenèse somatique chez la chicorée "474" par Helleboid et al. (1998). L' 

apparition des polypeptides de E14c, E14d et Elüb dès le début de la culture dans les 

milieux d'incubation des fragments foliaires embryogènes de "474" en absence de glycérol 

et leur détection plus tardive en présence de glycérol tend à prouver que ceux-ci seraient en 

relation avec l'embryogenèse somatique chez la chicorée. Ils ne sont jamais détectés chez 

la variété non embryogène. 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 embryogène. Coloration argentique. 
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III.Caractérisation des protéines lOa et lOb et 14a, b, c et d excrétées par les 

fragments foliaires de chicorée "474" 

Les protéines 1 Oa et b ainsi que les protéines 14a, b, c et d pouvant être reliées au 

processus embryogène, des électrophorèses bidimensionnelles préparatives d'extraits 

protéiques des milieux de culture correspondant au huitième jour de culture ont été 

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

Pour l'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 séquençage de la protéine de 10 kDa n'a pas abouti. D'après la littérature, cette 

protéine (ou ces protéines) pourrait(ent) correspondre à des LTP (lipid transfer protein). Un 

séquençage à partir de gel monodimensionnel a été réalisé au laboratoire et des homologies 

de séquences avec ces protéines ont pu être observées (Axelle Blanckaert, thèse en cours). 

Nous nous sommes intéressés à l'évolution de la quantité de ces protéines au cours 

d'une cinétique embryogène par utilisation d'anticorps dirigés contre des LTP de carotte 

fournis par le Professeur De Vries (Wageningen). 

1. Electrophorèse monodimensionnelle et coloration argentique 

Les protéines des milieux de culture après dialyse et lyophilisation sont extraites 

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

séparées par électrophorèse monodimensionnelle (Fig. 59). 
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M17S60Giy330 
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Figure 59 : Electrophorèse monodimensionnelle des protéines du milieu de culture de feuilles 

de chicorée "474". Après induction des fragments dans les milieux M17S60Gly330 (A) ou le M17S60 (B) 

pendant 2, 3, 4 jours puis transférés pendant 4 jours sur M 17S60. 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. Dépôt de 20 11g 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 à l'argent qu'au 

quatrième jour de culture en présence de glycérol et dès 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 après avoir été révélées au bleu de Coomassie. L'anticorps anti LTP de 

carotte reconnaît spécifiquement la bande de 10 kDa 

2 .. Révélation immunologique 

- pour la condition avec glycérol 

Après transfert sur membrane de nitrocellulose, la bande protéique de 10 kDa est 

détectée au troisième jour de la phase d'induction de l'embryogenèse celle-ci est observée 

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

protéines à l'argent et de pouvoir noter une reconnaissance par l'anticorps au troisième 
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JOUr (Fig. 60). Il s'agit là vraisemblablement d'une sensibilité plus importante à la 

révélation argentique. 
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Figure 60 : Immunoblot des protéines extracellulaires des feuilles de chicorée "474"au cours 

de l'embryogenèse somatique. Les tissus sont incubés 1, 2, 3 et 4 jours dans le milieu M 17S60Gly330 puis 

transtërés pendant 4 jours dans le milieu M 17S60. MM = Marqueur moléculaire (kDa ), Phosphorylase B, 

101 ; BSA, 83 ; Ovalbumine, 50,6; Anhydrase carbonique,35,5 ; Lysozyme, 20,9. Hybridation après 

électrotransfert sur membrane de nitrocellulose avec un anticorps anti LTP. Dépôt de 15 11g de protéines 

totales. 

- Pour la condition sans glycérol 

L'anticorps reconnaît les protéines de transfert de lipide dès le deuxième jour de la 

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

tout au long de l'embryogenèse somatique (Fig. 61). 
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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 après électrotransfert sur membrane de 

nitrocellulose avec un anticorps anti LTP de carotte. Dépôt de 15 f..lg de protéines totales. 

3. Chez la chicorée Flash 

Une expérimentation témoin à partir de la chicorée non embryogène Flash a été 

mise en place. Les immunoblots réalisés à 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 après transfert 4 jours sur milieu d'expression M17S60. La 

figure 62 montre la révélation de la membrane après hybridation par l'anticorps anti-LTP. 

Aucune bande protéique n'apparaît au cours de la cinétique. 
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MM 1 2 3 4 4+4 jours 

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 M17S60Gly330 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 après 

électrotransfert sur membrane de nitrocellulose et hybridation à l'aide d'un anticorps anti LTP de carotte. 

Dépôt de 15 jlg de protéines totales. 

B.Les protéines de 14 kDa 

!.Séquençage partiel 

Le séquençage 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 a et b et 14 cet dont été séquencées et présentent des similitudes. 

Les séquences polypeptidiques obtenues (DYGSNVAAL) ont été soumises à 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 règne végétal. 

Le séquençage a été réalisé à partir de spot révélé en électrophorèse 

bidimensionnelle. Un second séquençage a été réalisé après coloration à l'argent. Le 

spectre obtenu est présenté en annexe. Les polypeptides pourraient correspondre à une PR 

protéine d'après leur masse mais ne présentent pas d'homologie avec les PR protéines 

séquencées chez Arabidopsis thaliana (ce séquençage ne permet que la comparaison de 

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

2. Conclusion 

Le pourcentage d'homologie (85 %) permet d'affirmer que les protéines E 14a et b et 

E 14c et d sont des PR protéines de classe 1. Ce sont les mêmes protéines ou peut être des 

isoformes qui se distinguent probablement par des modifications post traductionnelles 

(glycosylation, phosphorylation, ... ). 

IV. Analyse des protéines tissulaires 

A. Après 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 l'induction (Fig. 63A), et au huitième jour de culture après incubation quatre jours 

dans le Ml7S60Gly330 (Fig. 63B) ou dans le M17S60 (Fig. 63C). L'analyse des gels 
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révèle la présence de plus 1000 polypeptides. Les polypeptides sont séparés selon une 

gamme de pH allant de 3,5 à 8 et selon leurs masses moléculaires allant de 10 à 150 kDa. 

La plupart des protéines détectées au jour 0 sont également présentes au jour 8. 

Cependant, les profils protéiques révèlent des différences quantitatives et 

qualitatives selon la condition de culture. Notre étude a tout d'abord consisté à répertorier 

l'effet du glycérol sur des protéines ayant déjà été identifiées et associées à 

l'embryogenèse somatique de la chicorée. Ces protéines sont nommées par la lettre E 

suivie d'un nombre correspondant à leur masse moléculaire. Il s'agit des polypeptides, 

E17a et E17b, E22, E27, E28, E36a, E36b E38a et E38b. Au cours de notre étude nous 

avons été amenés à identifier de nouveaux polypeptides qui pourraient être reliés au 

processus embryogène. 

B.Analyse de la zone 1 

Cette zone délimitée sur la figure 63 se situe dans une gamme de masses 

moléculaires allant de 30 à 70 kDa et les pH s'échelonnent de 3,5 à 5 unités. Cette zone a 

été particulièrement étudiée au laboratoire par Boyer et al. ( 1994) et Helleboid et al. 

(1995). Cette région comporte les polypeptides reliés à l'embryogenèse somatique: E27, 

E28, E36a, E36b, E38a et E38b. La figure 64 montre l'agrandissement de la région I au 

troisième jour de culture en présence (64A) ou en absence (64B) de glycérol. Ces protéines 

n'apparaissent qu'à partir du troisième 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 

l'induction (A) , au huitième jour de culture après une induction préalable de 4 jours dans le M17S60Gly330 

(B) ou le Ml7S60 (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 lettres a à g. 
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A B 

Figure 64 : Agrandissement de la région 1 de la figure 63. Les protéines sont extraites des tissus 

foliaires après 3 jours d'incubation dans le milieu M l7S60Giy330 (A) ou le milieu Ml7S60 (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 - - - +++ ++ + 

M17S60Gly330 - - - ++++ + + 

E38b M17S60 - - - ++ + + 

M17S60Giy330 - - - +++ + + 

E36a M17S60 - - ± + + + 

M17S60Giy330 - - ± + + + 

E36b M17S60 - - ± + + + 

M17S60Giy330 - - ± + + + 

E28 M17S60 - - - ++ + + 

M17S60Giy330 - - - + + + 

E27 M17S60 - - - ++ + + 

M17S60Gly330 - - - + + + 

Tableau 18: Influence du glycérol sur l'évolution quantitative des protéines d'intérêt et 

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

E38b ont été identifiées comme des ~-1,3 glucanases (Helleboid et al., 1998). 

C.Analyse des autres parties du gel 

Dans la zone de points isoélectriques s'échelonnant de 5 à 8, pour les protéines de 

hautes masses moléculaires, aucun polypeptide n'a jusqu'alors été identifié au laboratoire 

comme étant lié au processus d'embryogenèse 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 après 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 à partir du troisième jour dans la condition sans glycérol (Fig. 65H, I 

et J) le polypeptide 1 diminue mais ne disparaît 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 à J). La majeure partie des 

polypeptides montre des profils constants ( 4, 6, 7, 9 à 14) et le glycérol est sans effet sur 

leur présence (Fig. 65A à J). 

D.Les polypeptides d'intérêt 

Dès le troisième jour de la culture en absence de glycérol, on détecte un 

polypeptide de 22 kDa précédemment caractérisé comme protéine de stress thermique 

(HSP, beat shock protein) et reliée au processus d'embryogenèse somatique (Fig. 65D et 

E). Lorsque les tissus sont induits en présence de glycérol, cette protéine n'est détectable 

qu'à partir du quatrième jour de culture. 
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Figure 65 : Electrophorégrammes bidimensionnels des protéines extraites des tissus foliaires 

de Ciclwrium hybride "474" induits 1,2,3 et4 jours dans un milieu Ml7S60Gly330 (A, B, Cet D) ou dans 

un milieu Ml7S60 (F, G, H et 1) puis transférés 4 jours sur milieu d'expression Ml7S60 (E et J). Les 

différents symboles indiquent la présence des polypeptides ; l'apparition de nouveaux polypeptides est 

indiquée par une 11èche ~ et son absence par un cercle (0). Les polypeptides 1 à 15 sont repérés sur la 

ligure 63A puis uniquement par une pointe de flèche afin d'alléger la figure. L'orientation indique si 

l'expression est constante~. augmente (l), diminue(') ou s'annule CV). 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 E 17 a et E 17b, apparaissent au quatrième jour (Fig. 

651 et J). En présence de glycérol dans le milieu, ces protéines ne sont repérables qu'après 

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

E. De nouveaux polypeptides marqueurs ? 

l.Mise en évidence chez la chicorée "474" 

Sur la figure 65, on constate l'apparition de deux nouveaux polypeptides au cours 

de l'embryogenèse 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 dès le début de la culture dans les limbes induits en absence de glycérol (Fig. 

65F à J). La présence de glycérol dans le milieu d'induction, retarde l'apparition de la 

protéine E13 au troisième jour de la culture (Fig. 65C). Elle présente ensuite un profil 

d'accumulation croissant (Fig. 65D etE). Le polypeptide de 15 kDa quant à lui, apparaît au 

deuxième jour de la culture, que les tissus soient cultivés dans le M17S60Gly330 (Fig. 65A 

à D) ou le M17S60 (Fig. 65H à I) et reste présent pendant l'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'intérêt précédemment décrite. On peut repérer les polypeptides 3, 7 et d (Fig. 

63A et 65). Les prélèvements sont effectués aux jours 4 et 8 (4+4) pour être 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 huitième 

jour de culture (Fig. 67) permet de conclure que les polypeptides E13 et E15 sont 

spécifiques de l'hybride "474" et qu'ils semblent pouvoir être reliés au processus 

embryogène 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 Ml7S60Gly330 (A) et transférés dans un milieu Ml7S60 pendant 

4 jours (B). Coloration argentique. 
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Figure 67: Elcch·ophorégramme bidimensionnel des tissus foliaires de chicorées "474" et 

Flash. Les limbes des deux variétés sont induits 4 jours dans le milieu Ml7S60Gly330 et transférés dans un 

milieu M17S60 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 E 13 ct E 15 soieint de bons candidats au titre de marqueurs de 

l'embryogenèse somatique chez la chicorée. 
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Discussion, conclusions et perspectives 

Nous avons au cours de nos travaux explorer divers aspects de l'embryogenèse chez la 

chicorée. Cette étude, loin de résoudre le problème du déterminisme de l'embryogenèse 

somatique et du développement des embryons, nous permet d'obtenir un certain nombre 

d'éléments utiles à la compréhension du phénomène et ouvre des perspectives pour poursuivre 

les investigations chez la chicorée. 

L'optimisation de la culture embryogène 

L'augmentation du rendement en embryons somatiques, à la suite du doublement de la 

concentration en saccharose, est la conséquence de l'accentuation du phénomène et constitue 

ainsi un outil capital aux travaux sur l'embryogenèse somatique. L'observation des coupes 

histologiques nous a permis de vérifier, ainsi que l'ont observé Dubois et al. (1991), la nature 

directe et unicellulaire de l'embryogenèse somatique chez le Cichorium hybride. De même que 

la réactivation primaire de nombreuses cellules avoisinant les tissus conducteurs. Ces cellules, 

qualifiées d'embryogènes, possèdent 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 dépôt de callose pariétal (Dubois et al.,1990). Cet isolement va provoquer l'expression de 

la totipotence cellulaire (Décout, 1998) et une série de mitoses qui vont aboutir à la formation 

de proembryons sans protoderme (de taille inférieure à 250 f.!m) présentant des cellules de plus 

en plus petites. Chez Cichorium comme chez Pennisetum americanum (Vasil et Vasil, 1982) 

les divisions des cellules embryogènes correspondent à un recloisonnement de la cellule 

initiale avant de montrer une augmentation du volume du proembryon. Nous avons montré 

que le passage de 30 à 60 mM de saccharose dans le milieu de culture provoque une vague de 

divisions cellulaires plus précoce. Ainsi le blocage de la première mitose des cellules 

embryogènes décrit par Robatche-Claive et al. (1992) n'est plus obtenu jusqu'au cinquième 

jour d'induction dans un milieu M17S60Gly330. Toutefois nous montrons que la première 

division cellulaire a lieu quelques heures après le quatrième jour en présence de glycérol alors 

que des fragments de limbe incubés dans un milieu dépourvu de glycérol présentent déjà des 
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divisions des cellules embryogènes et des embryons somatiques à ce stade la culture. De plus 

au douzième jour de culture toutes les classes de taille sont représentées sur les tissus dans un 

milieu M 17S60 traduisant une absence totale de synchronisation. L'augmentation de la 

concentration en glycérol s'avérant inefficace pour bloquer les cellules embryogènes, la 

réduction de la durée de la phase d'induction à 4 jours dans un milieu M17S60 enrichi en 

glycérol 330 mM est à ce jour adoptée au laboratoire. 

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

embryogènes 

D'un point de vue cytologique la première phase de culture des feuilles en présence de 

glycérol, montre une migration du noyau vers le centre de la cellule et donc une préparation à 

l'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 à 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 mammifères (Jennett et al., 1980; Smith et al., 1987; Yoon et al., 

1998). D'autres part, Yeung (1995) souligne que les microtubules pourraient avoir un rôle de 

marqueur dans le processus d'embryogenèse somatique chez le riz. L'orientation et la 

distribution des microtubules jouent un rôle 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 

l'organisation de la structure spatiale des micro tubules 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 synthèse du dimère de tubulines a et pou s'il engendre une structure 

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

déroulement du programme embryogène 

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 rôle d'osmoticum. En effet, l'induction embryonnaire est possible lorsque le glycérol 

est utilisé comme seule source carbonée mais celui ci 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 où 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 embryogène (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) ajouté au milieu d'expression n'empêche plus la 

division des cellules embryogènes, mais retarde le développement des embryons somatiques. 

Le glycérol peut constituer une source d'énergie suffisante pour induire les cellules 

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

Le métabolisme du glycérol et ses conséquences sur l'embryogenèse somatique 

La possibilité d'utiliser du glycérol comme source carbonée nous a conduit à étudier 

son métabolisme au cours de l'embryogenèse somatique. Le glycérol est transporté de manière 

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 l'ont montré Wang et al. (1995) avec un 

autre polyol, le sorbitol, qui permet l'ajustement osmotique dans les feuilles de pommier 

(Wang et Stutte, 1992). La présence du glycérol entraîne une élévation de la pression 

osmotique. De fortes augmentations sont parfois favorables à l'embryogenèse comme chez 

Helianthus annuus (Jeannin et al., 1993) et selon Wetherell (1984) un stress osmotique 

provoque la plasmolyse des cellules embryogènes 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, où une osmolarité élevée au cours de l'induction ou lors des stades 

précoces de l'embryogenèse somatique inhibe la différenciation des cellules embryogènes, 

voire même perturbe le développement normal des embryons somatiques. 

L'incubation de jeunes plantes de Cucurbita maxima en présence de glycérol- 14C 

entraîne une production très importante de saccharose- 14C indiquant que le glycérol peut 

s'orienter vers la voie de la gluconéogenèse (Beevers 1956, 1961). Cette voie est confirmée en 

1983 par MacDonald et ap Rees qui ajoutent de faible quantité de glycérol marqué à leurs 

suspensions cellulaires de Glycine max. Chez les bactéries et les mammifères, 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 première fois la présence de cette enzyme dans 

des extraits de feuilles de Pisum sativum. En 1987, Sada va et Moore mesurent l'activité de la 

glycérol kinase et caractérisent l'enzyme à partir de tissus de Cucumis sativa. Chez le 

Cichorium, la glycérol kinase est très active dans les feuilles en condition embryogène et 

l'enzyme semble directement activée par son substrat. Il n'existe que des traces de glycérol 

libre dans les tissus foliaires cultivés en absence de glycérol, l'activité mesurée tend à prouver 

que le glycérol n'est qu'un état transitoire et qu'il est très 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. Après 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 l'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 lipidogenèse (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 très rapide en 

glycérol 3-phosphate. Le spectre en RMN 31 P montre l'activité intense de la glycérol kinase 

qui serait localisée dans le cytoplasme (Aubert et al., 1994). En utilisant du glycérol-3H sur 

des plantules de Brassica napus, Perry et Harwood (1993), démontrent l'orientation 

préférentielle du glycérol 3-phosphate pour la synthèses des lipides. Nos résultats dans les 
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feuilles de Cichorium confirmeraient cette hypothèse. 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 synthèse 

des phospholipides. On pense en particulier dans le cas des cellules de chicorée, à la 

phosphatidylcholine puisque nous détectons une teneur relativement importante en 

phosphoryl-choline. La phosphatidylcholine est le phospholipide membranaire majeur pour la 

synthèse de membrane. Dans la condition sans glycérol, les cellules embryogènes se divisent, 

la croissance ést relancée, les cellules alimenteraient en choline les synthèses membranaires. 

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 libère le glycérol 3-phosphate et de l'éthanolamine qui se 

phosphoryle rapidement (Bligny et al., 1989). Ce catabolisme des phospholipides permettrait 

l'alimentation de la chaîne respiratoire par le métabolisme des acides gras. De tels résultats 

suggèrent un blocage en amont de la glycolyse que nous démontrons dans la troisième partie 

des résultats. 

Par ailleurs, nous avons montré que la présence du glycérol, de part sa fonction alcool, 

conduisait à la synthèse d'un nouveau composé de type glucidique dans la constitution duquel 

intervient le glycérol ou un produit de son métabolisme. Ce composé pourrait correspondre à 

un hétérodimère de glycérol et d'un sucre comme c'est le cas chez les algues (Hellebust, 1976). 

Ce composé pourrait être synthétisé en réponse au choc osmotique ou encore pour entrer dans 

la composition pariétale. Il a été 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 suggèrent que le glycérol doit être considéré comme un monomère de subérine 

chez tous les végétaux supérieurs (Moire et al., 1999). La caractérisation de cet 

oligosaccharide serait intéressante. Nous avons tenté de l'isoler 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 l'embryogenèse somatique 

-Les sucres 

Les analyses des sucres alcoolosolubles dans les milieux de culture montrent que le 

saccharose disparaît et parallèlement nous observons un transport de ce saccharose dans les 

explants foliaires. La présence du glycérol modifie fortement l'hydrolyse du saccharose en 

particulier au cours de la phase d'induction. Il est souvent rapporté que des teneurs élevées en 

saccharose favorisent l'embryogenèse somatique. Ce n'est pas le cas chez la chicorée cultivée 
g 

en présence du glycérol qui favorise l'accumulation de saccharose et tend à inhiber le 

phénomène d'embryogenèse. D'autre part, la présence élevée de glucose et de fructose est peut 

être responsable de la diminution du nombre d'embryons somatiques différenciés, ces deux 

sources carbonées n'étant pas favorables à l'embryogenèse 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 embryogènes de Daucus carota (Dijkema et al., 

1990) le glucose et le fructose, formes privilégiés d'entrée des glucides dans les tissus doivent 

même régénérer du saccharose avant d'être ultérieurement métabolisés. 

-Les invertases 

Les différences enregistrées au cours de la phase d'induction laissent supposer que les 

invertases jouent un rôle important dans les phénomènes de différenciation cellulaire. 

L'embryogenèse somatique chez la chicorée serait caractérisée par une diminution de 

l'activité de l'invertase acide au cours du développement des embryons somatiques et une 

augmentation de l'invertase basique. Ces résultats ont déjà été observés chez la carotte et 

d'autres espèces d'Apiacées au cours de l'embryogenèse somatique (Ricardo et Ap Rees, 

1970 ; Silva et al., 1988). Halperin et Jansen (1967) obtiennent des résultats similaires en 

comparant l'embryogenèse somatique et zygotique toujours chez la carotte. 

Une activité élevée de l'invertase pariétale, en relation avec le taux d'auxines, induirait le 

processus de différenciation de cellules somatiques en cellules embryogènes 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 à la 

présence du glycérol. 
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L'analyse du Northern blot permet de conclure que le glycérol est sans effet sur l'activité du 

gène de l'invertase pariétale. Par conséquent, la présence du glycérol pourrait intervenir au 

niveau de la protéine elle même, par exemple en bloquant le site actif de celle-ci en tant 

qu'inhibiteur compétitif. Le besoin en hexoses nécessiterait alors une synthèse massive de 

l'enzyme et après le transfert sur milieu frais l'inhibition serait levée. Nous pouvons 

également penser que le glycérol induit la synthèse d'un (ou plusieurs composés) qui 

agirait(ent) sur l'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 deuxième partie des résultats. Il est intéressant d'observer que dans des conditions de 

stress réduit (en absence de glycérol), le taux de protéines de même que la synthèse d' ARNm 

de l'invertase pariétale, augmentent nettement au cours des stades précoces de l'embryogenèse 

somatique. 

L'invertase marqueur de l'embryogenèse 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 l'induction de l'embryogenèse somatique (Chibbar et al., 1988 ; Coppens et Dewitte, 

1990; Rao et al., 1990; ... ). Un marqueur doit être identifiable dès la phase d'induction ou 

mieux de pré-induction, c'est à dire avant que le phénomène physiologique soit apparent. La 

notion d'invertase comme marqueur de l'embryogenèse somatique est évoquée chez la carotte 

par Sadava et Ricardo (1992). Les auteurs se basent sur l'aspect quantitatif de l'activité de 

l'invertase sur des lignées embryogènes et non embryogènes. 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 l'invertase soit un marqueur d'une phase d'acquisition ou de développement 

de l'embryogenèse somatique chez la chicorée. L'activité de l'enzyme serait plutôt le résultat 

d'une cascade d'événements consécutifs au stress de la mise en culture et liés de près ou de 

loin à la différenciation cellulaire vers un programme embryogène. Toutefois, les différences 

enregistrées au cours de notre étude en particulier entre les chicorées embryogènes et non 

embryogènes, prouvent que le métabolisme du saccharose est nécessaire au bon déroulement 
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du processus d'embryogenèse 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 à une étude chez la chicorée Flash non embryogène 

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 séquençage des protéines de 10 kDa sur gel monodimensionnel (Axelle Blanckaert, 

thèse en cours) a permis d'identifier ces protéines comme des protéines de transfert de lipide. 

Le rôle de ces LTP chez les plantes supérieures cultivées in vitro n'a pu être corrélé aux 

fonctions in vivo à ce jour. Chez la carotte, Sterck et al. (1991 ), supposent que ces L TP 

seraient impliquées dans le transport de monomères de cutine. La cuticule entourerait les 

embryons somatiques après 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 à l'extérieur des tissus. Ceci 

implique donc que les LTP interviendraient dans des stades plus tardifs de l'embryogenèse 

somatique. Chez la chicorée la présence du protoderme à la surface des embryons n'est notée 

qu'au dixième jour de culture (Dubois et al., 1991); la présence des LTP au cours des stades 

précoces laissent supposer que ces protéines ne possèdent pas les mêmes fonctions que chez la 

carotte. Leur excrétion dans les milieux de culture pourrait être due à un phénomènes de stress 

environnemental et non à l'embryogenèse somatique elle même. En effet, il a été démontré 

que certains gènes sont spécifiquement induits par un choc thermique, des concentrations 

élevées en sels ou encore un traitement hormonal chez l'orge et la tomate (Plant et al., 1991 ; 

Hugues et al., 1992; Torres-Schumann et al., 1992). Chez la chicorée une température élevée 

est indispensable à l'induction des embryons somatiques et pourrait expliquer la présence de 

ces protéines (Décout et al., 1992). 
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Le groupe de protéines de 14 kDa a été identifiée comme appartenant à la classe 1 des 

Pathogenesis Responsive proteins. Des suspensions cellulaires de tabac ou de potiron 

expriment de manière 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 déjà été mis en évidence. Ils appartiennent à la classe 2 et 4 des 

PR-protéines: il s'agit des P-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'embryogenèse somatique; toutefois, ils ne signalent aucune 

différence au niveau des chitinases entre des lignées embryogènes ou non-embryogènes. 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 embryogènes. Les PR protéines de la classe 1, n'ont pas de fonction particulière 

définie. Certains auteurs les associent cependant aux phénomènes 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 être directement impliquées dans l'induction et le développement 

des structures embryogènes. 

Protéines tissulaires 

Au niveau tissulaire, trois classes de polypeptides peuvent être distinguées : les 

protéines constitutives, les protéines dont l'expression décroît ou augmente et enfin les 

polypeptides nouvellement synthétisés au cours du processus embryogène. La majorité des 

protéines révélées appartient aux deux premières 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 l'embryogenèse somatique, les 

variations quantitatives peuvent s'expliquer par la présence du glycérol. En effet, la protéine 

E22 apparaît plus tardivement en sa présence, mais elle est également détectée chez la variété 

Flash non embryogène. Nous pouvons supposer que ce polypeptide est riche en certains acides 

aminés et que le glycérol intervient au niveau des voies de synthèse de ceux-ci. Dans les 
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cellules d'érable, le glycérol et plus particulièrement le glycérol 3-phosphate inhibent la 

synthèse des acides aminés branchés dérivés de l'aspartate (Aubert et al., 1994). La synthèse 

de E22 se trouve alors retardée. 

La protéine E22 est une protéine liée au choc thermique (Décout, 1998); la culture 

étant réalisée à 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 embryogène. Des protéines de stress thermique sont rarement 

associées au processus de morphogenèse, cependant, Gyorgyey et al. (1991) montrent que des 

protéines de stress thermique de faibles masses moléculaires joueraient un rôle spécifique, 

mais non précisé, au cours de l'induction des embryons somatiques chez la luzerne. Dans le 

cas de culture androgénétique, Bouchard et 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'embryogenèse haploïde peut être 

établie (Cordewener et al., 1995). 

Les protéines E17a et E17b n'ont pu être identifiées par séquençage. Leur présence a 

déjà été notée lorsque les tissus foliaires sont cultivés en milieu statique sans glycérol à partir 

du cinquième jour de culture (Décout, 1998). Leur présence au quatrième jour en milieu agité 

et leur retard d'apparition en présence de glycérol confirme que ces protéines sont en rapport 

avec le processus d'embryogenèse somatique chez la chicorée. 

Les polypeptides tissulaires E13 et E15 sont synthétisés de novo ou peut-être 

apparaissent-elles comme de nouvelles isoformes suite à des modifications post­

traductionnelles. Cependant leur absence chez la variété Flash fait de ces polypetides des 

marqueurs de l'embryogenèse somatique chez la chicorée. Les polypeptides E13 et E15 ne 

sont pas détectés chez la variété Flash et ils sont à ce titre, comme les polypeptides E17a et b à 

associer au processus d'embryogenèse somatique. 
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En conclusion, nous avons abordé nos travaux de l'embryogenèse somatique de manière 

originale par l'étude du glycérol. Si notre travail ne répond pas de façon nette aux questions 

posées sur le déterminisme de l'embryogenèse somatique chez la chicorée, il contribue à 

fournir de nombreuses informations utiles à la compréhension du phénomène. Enfin , 

l' 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 

modèle chicorée. 
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Annexe 1 

On considère une cellule comme une sphère et on calcule le volume d'une cellule 

embryogène, d'un embryon somatique et des cellules qui le composent (Fig. 9). Ces 

calculs ont pour but de déterminer à quel moment est survenue la première division de la 

cellule embryogène. 

Volume d'une cellule embryogène: 4
/ 3 x 1t x r3 = 4i)x 1t x 603 = 904 320 11m3

. 

Volume d'un embryon somatique: 4
/ 3 x 1t x 703 = 1 436 02111m3

• 

Volume d'une cellule embryonnaire : 4/ 3 x 1t x 203 = 65 416 11m3 c::> 1 436 027 1 

65 416 = 20 cellules. 

La cellule embryogène initiale aurait donc subit 4 divisions successives. Si on considère 

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

personnelle), la division a lieu entre le 4ème et le sème jour. 

Ml7S60Gly330 

Cellule embryogène 

104 h 
Jour 4 + 8 h 

____.(.) 
4h \!) 

G 
108 h 

---+ 
4h 

---+@ 
4h 

Jour4 l· Jl h 

G 
112 h 

Jour 4 + 16 h 

Embryon somatique 

Jour 5= 120 h 

---+ ti37 ~ 4h 

Jour 5= 120 h 

---+@ 
4h ~ti3 

Jour 5= 120 h 
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Annexe IV 

6 

7 

:;:;.-> 

Marqueurs protéiques standards de deuxième dimension après révélation 

argentique (Bio-Rad®). 

Protéines standards Point isoélectrique Masses moléculaire 

1 Hen egg white conalbumin 6; 6,3; 6,6 76 

2 Bovine serum albumin 5,4 ; 5,5 ; 5,6 66.2 

3 Bovine muscle actin 5; 5,1 43 

4 GAPDH rabbit muscle 8,3; 8,5 36 

5 Bovine carboilic anhydrase 5,9; 6 31 

6 Soybean trypsine inhibitor 4,5 21,5 

7 Equine myoglobin 7 17,5 

192 



Annexes 

Annexe V 

Détermination des points isoélectriques et des masses moléculaires des protéines 

d'intérêt E13 et E15 par informatique. 
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bstrad Direct somatic embryogenesis was induced in Abbreviations SE Soma tic embryo 
af cells of a Cichprium hybrid (Cichorium intybus L 
1r. satlvum x Cichorium endivia L. var. /atifolia) 
.rough a two-step procedure. Leaf tissue explants Introduction 
ere cultured for 5 days in M17 liquid medium supple-
ented with 30 mM sucrose and 330 mftf glycerol The most commonly used carbohydrate in plant tissue 
d17S30Giy330 medium). Synchronised divisions of or cell culture is sucrose. In somatic embryo (SE)­
nbryogenic cells occurred after transfer for 7 days forming cultures of different species, a variety of 
11to glycerol free-rnedium (M17S30). By doubling the carbon sources have been tested and studies have 
acrose concentration (60 mh\) in the presence of glyc- revealed sucrose to be generally the best source of 
~ol (M17S60Gly330) during the induction step, carbon for embryogenesis (Verma and Dougall 1977; 
nbryogenesis increased and the length of the indue- Gleddie et al1983; Eapen and George 1993), including 
on step was reduced from 5 to 4 days. Compared to embryogenesis in Cichorium (Couillerot et al. 1993). It 
1crose, glycerol as carbon source during the induction bas also bèen found that glycerol-pretreated cultures of 
11d the expression steps bad an inhibitory effect on the selected species of Citrus will undergo prolific embryo­
mbryogenic response. During culture, glycerol was not genesis (Vardi et al. 1982) and in a few cases, glycerol 
etected in M17S60 medium and was at a low level in has been reported as the preferred carbon source for 
:af fragments incubated in this medium. Initially this species (Ben-Hayyim and Neumann 1983). 
lpplied as an osmoticum, glycerol disappeared from Leaf tissues of the Cichorium hybrid "474" offer a 
Il 7S60Gly330 medium during the 4-day induction new attractive model of somatic embryogenesis which 
eriod and penetrated into the tissues where most oU is direct, rapid (Jess than 12 days), abondant (more than 
ras ( metabolised. Furtherrnore, glycerol modified ten embryos per mm 2 of leaf), with embryos of unicel­
arbohydrate metabolism, p~ularly during the lular origin (Vasseur et al. 1995). Several factors have 
1duction period of embryogenesis. Sucrose hydrolysis been identified that can influence or are directly corre­
ras affected in the medium and sucrose and hexose lated with this regeneration pathway, including callose 
ontents in tissues were higher than in glycerol-free deposition in cell walls of embryogenie cells (Dubois et 
1edium. The effects of glycerol as a osmoticum and as al. 1990), specifie proteins (Hilbert et al. 1992; Helle­
lolecule itself are discussed. boid et al. 1995), polyamin~s (Couillerot et al. 1993) 

and temperature (Decout et 'aL 1994). What makes this 
system attractive is that by the addition of 330 mtrl glyc- K 

erol as osmoticum to the synthetic culture medium 'lC 

containing 30 mh\ sucrose (induction medium), the frrst 
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division of embryogeaic cells is synchronised .after the 
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of glycerol for embryo expression (Robatche-Claive et 
al. 1992). · 

Herelve describe improved embryogenesis in the x 
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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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) 

..ymedium containing 30 mid suer ose, 2.25 mtl inositol and vitamins 
(Morel and Wetmore 1951), with a proton flux rate of 50 J.LillOI s-1 

and 12112 h photoperiod (24 "C during ·the light period, 20 oc in 
darkness). Leaf fragments of 6-weekooJd plantlets were cultured 
for 5 da ys at 35 oc in darkness in 20 ml of an agitated basal Ml? 
medium for embryo induction (Qubois et al. 1991), supplemented 

M with 60 mM sucrose and 330 m1d glycerol (M17S60Giy330). This 
pretreatment prevented the frrst division of embryogenie cells 
which was only observed after transfer of leaf tissues to glycerol­
free medium (Ml7S60). The cultures were stopped after 7 days in 
the expression medium. ln further experiments, sterilised glycerol 
was added only during the first step or throughout the. culture. 

Estimation of embryogenesis 

Leaf fragments were f!Xed 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% 12 and 6% KI wt/vol). SEs were counted 
under a light microscope and the frequency (%) was distributed 
in four s~e classes (class 1:SEs100 11-m; class 
2:100<SEsl501J.m; class 3:150<SEs2001Lm; class 
4:SE>200 11-m). 

Paraffin sections 

Leaves were eut into 5-10 x 5 mm pieces. Samples were dehy­
drated in an ethanol series and embedded in paraffin 52-54 oc 
(Merck). Sections 7 J.LIIl 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 ànd glycerol were extracted with 
95% ethanol (1 ml/100 mg fresh weight} at 20 oc for 5 min. After 
centrifugation (30000g, 10 min, 20 oq, 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 sorbitol ( used as the internai standard) and 
passed through a 0.45-ILm Millipore filter. 

l9Ei 

Soluble carbohydrates and glycerol were analysed in 100-ILI 
aliquots of filtered extract by HPLC. The chromatographie 
system consisted of a solvent degasser Spectra SYSTEM SCM400 
(Spectra Physics, San Jose, Calif.), a Spectra SYSTEM P4000 
pump, a column (300x6.5 mm) Waters Sugar-PAK 1 (Waters 
Millipore, Milfort, Mass.) maintained at 85 oc and a differentiai 
refractometer. Distilled water containing 50 mg 1-1 calcium~ 
EDTA was used as the solvent at a flow rate of 0.5 ml min-1• 

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. 

t 

Data collection and statistical analysis 

SEs induced per square millimetre of each expiant 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 

lmprovement 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 Ml? medium 
containing 330 mfil glycerol and then transferred tox 
Ml? medium for 7 days. By doubling the initial sucrose 
concentration from 30 to 60 m1d, the yield of SEs at day x 
12 was significantly (P=0.05) and considerably 
improved (14.71 ±0.28 against 9.58±0.54 SEs mm-2). 

The absence of first division of the embryogenie cells 
described by Robatche-Claive et al. (1992) until the 5th 
day was only maintained until the 4th day in 
Ml7S60Gly330 (Fig. lB) because embryogenie cells 
coexisted at day 5 with pluricellular SEs (Fig. lA). 
Furthermore, higher concentrations of glycerol [495 
(Fig. 2A) and 660 mM (Fig. 2B)] did not block the x 
initial mitosis of the embryogenie cells; above 660 mtd,"»C 
tissues were necrosed. However, an increase in glycerol 
concentration delayed the first division of the reacti­
vated cell. Moreover, the embryogenie cell and SEs 
were observed closer to the vascular bundle. Our 
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 
synchroillsation of the fust division of the embryogenie 
cells was obtained. Following these data, the embryo­
genesis induction step was henceforth reduced to 4 
da ys. 

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
~enesis. Tissues were incu­
)ated for 4 days in M17 
.nedium supplemented with 

Tranafer 

: Induction t iress~n : a SE:S~m 
100 : 100 :S15Qinn , M,17, 1 ];,,7 1 1 1 

10 • 1 SO<SE:S20Qflm 
12 d;oys SE>200pm 

ID 

A " 14.69 ±0.32a o40 

suc ..... &OmM 20 
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ID 

50 mm sucrose and 330 mm 
~lycerol (M17S60Gly330) and 
then cultivated for 8 days in 
various media: Ml7S60 (A), 
M17S60Gly330 (B), 
M17S60Giy330 without 
transfer (C}, Ml7Gly60 (D), 
Ml7Giy330+60 (E), or incu­
bated for 4 days in M17 
medium supplemented with 
330 + 60 mm glycerol 
(M17Giy330+60) and then 
cultivated for 8 days in 

a ~~;!~!~m! mt~=~~~;J.:rii:II 7.21 ±0.3sb 
Suclase 60 ml su. ..... 60 mM 

c =lRfl1it~~m:;~~M~l~l~!M~:j~i:j~:: 3.s
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d 

various media: M17S60 (F}, 
M17S60Gly330 (G), 
Ml7Giy330+60 (H), without 
transfer, M17Gly60 (1), 
Ml7Gly330+60 (J). The 
number of somatic embryos 
(SE) mm-2 of leaf was 
counted at day 12 (flleàn±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 

SucrDM60mM 

G ~~~mF~~~~~9 4.71±0.J8C 

H 

Moreover, embryo sizes suggested induction of 
embryogenie 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 mtA 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 
embryogenie 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, white 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 
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were both important in the induction phase. Used to 
synchronise embryogenie cell division, glycerol atone 
did not stimulate embryçgenesis. We investigated if 
glycerol effects on somatiê 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 
M17S60Gly330 or in M17S60 media and transferring 



Fig. 1 Effect of glycerol on embryogenie cell first division. Trans­
versal 7-j.Llll-thick sections of Cichorium leaf fragments showing 
early stages of embryogenesis in M17S60 medium supplemented 
with 330 mm glycerol at day 5 (A), and at day 4 (8). Sections 
were stained with safranin-fast green (EC embryogenie cell, SE, 
somatic embryo, bar 20 !Lm) 

embryogenesis. Through the ·induction period, glycerol 
'l(l( was tested at 330 mil supplemented with 60 mlrt 

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 

)(on embryo number. Results show that 60 mlf\ sucrose 
X supplemented with 330 rnl'd glycerol during 4 days 

induction and transfer to an expression medium 
.X containing 60 m1Jt sucrose gave the highest embryo 

yields (Fig. 3A). Most embryos had a diameter 
x > 100 f.Lm {size classes 2-4). When 330 ml!\ 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;--
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Fig. 2 Stimulation by glycerol of somatic embryogenesis of 
Cichorium Ieaf. Transversal 7-j.Lm-thick sections of Cichorium 
leaf fragments incubated for 5 days in M17S60 medium supple­
mented with 495 (A) and 660 mm (8) glycerol. Sections were 
stained with safranin-fast green (EC embryogenie cell, SE somatic 
embryo, bar 20 j.Lffi) 

ably because the carbon source and the inorganic 
nutrients were limiting (Fig. 3C). Furthermore, under 
those conditions, about 70% of the embryos bad a 
diameter <100 f.Lm (size class 1). Embryos were rare in 
leaf tissues incubated in tr~;tnsfer medium in which 60 or 
330 + 60 mJ\ glycerol wàs the only carbon source J<. 
(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 produc- . 
tion from Datura metel microspores cultured on glyc­
erol-containing medium. 

Glycerol (60 mM) tested as a replacement for )1\ 

sucrose in the induction medium supplemented by 
330 mtd glycerol as osmoticum had a drastic inhibitory x. 
influence on embryogenie response despite transfer to 
the sucrose-cüntaining expression medium (Fig. 3F, G). 
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F'~g. 4 Levels of sucrose (0), glucose (•). fructose (L:.) and glyc­
erol <•> in the media fot.~ Cichorium leaf tissues incubated for 4 
days in Mt7S60Gly330 (A) or in M17S60 (B) and transferred for 
8 days to M17S60. Mean (±SE) of three cultures of three 
explants for each culmre with three replications 

them at day 4 into M17S60 medium devoid of glycerol 
for 8 days. Addition of glycerol to the medium induced 
a not)Cable rîse 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 257 mm during the induction step 
(Fig. 4A), white it was never detected in glycerol-free 
medium (Fig. 48). After transfer to M17S60 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 3S% in medium containing glycerol. 
Glucose and fructose levels increased slowly and 
concurrently to reach about 10 mM at day 4 in 
Ml7S60Giy330 whereas they reached about 35 mm in 
M17S60. The importance of hexose levels in the 
medium without glycerol resulted from sucrose hydro­
lysis through a hîgher invertase activity in leaf tissues 
(data not shawn). After transfer, sirnilar sucrose and 
hexose profiles were observed. Sucrose content 
decreased steadily in the media from day 5 to disappear 
by day 9, white glucose and fructose levels rose grad­
ually to reach about 45 mbl at day 12. 
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F~g. S Levels of sucrose (0), glucose (e). fruçtose (t:.) and glyc­
erol (•) in Cichorium leaf tissues încubated for 4 days in 
Ml7S60Gly330 (A) or M17S60 (B) and transferred for 8 days to 
M l7S60. Mean (±SE) of thrce cultures of three explants for each 
culture with three replications (FW fresh weight) 

Cubohydrate 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 1-Lmol g-1 fresh weight) 
were recovered from Cichorium leaves before incuba­
tion. ln leaf fragments cultured for 4 days in M17S60 
induction medium, glyœrol remained slightly detect­
able (about 2 p.mol g-1 fresh weight) while the sucrose 
content rose gradually (22 p.mol g-' fresh weight at day 
5, Fig. SB). Elevated levels of glycerol and sucrose were 
recovered from leaf fragments incubated in 
M17S60Giy330 medium, especially between days 2 and 
4 (539 and 88 ...,mol g-1 fresb weight, respectively; 
Fig. SA). During the initial 4 days, glucose and fructose 
levels were twofold highêr in M17S60Gly330 than in 
the glyœrol-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 activîty 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 mediwn and in the explants through the culture 

x period"'}it can be conc~uded that. most of the impo~ed 
glyceroT was metabohsed by tissues. In suspens10n 
cultures of Glycine max, added I14C]glycerol was not 
only absorbed for lipid synthesis. MacDonald and 
ApRees (1983) reported the labelling of free sugars, 
starch, structural polysaccharides, organic adds and 
proteins, and sorne of the [ 14C] entered the respira tory 
pathways. These aspects are now under investigation in 
Cichorium leaf tissues. 

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

~ (330 mtA) were unable to block the first mitosis of 
embryogenie tells. Even if osmotic stress may 
encourage embryogenesis, as described for Daucus 
carola by Wetherell (1984) and for Heliamhus annuus 
by Jeannin et aL (1993), the Jack of first division shawn 
in Cichorium 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. 
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Abstract 

Young chicory plants transferred to abscisic acid 
(ABA)-containing media displayed changes in nitrate 
and carbohydrate metabolism. The hormone {10 7 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 
(1 0 8 to 10 4 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 NR protein accumulated in ABA-treated roots. 
Northern blot analysis of NR mRNA 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 cytosolîc glutamine synthe­
tase (GS1) overexpression. 

Since NRA can be controlled by sucrose and the 
availability of the reducing power, the carbohydrate 
metabolism was analysed simultaneously in the chic­
ory roots. HPLC analysis and invertase assays showed 
that exogenous ABA modified the neutra! invertase 
activity and the carbohydrate levels as weil. Sucrose 
hydrolysis was increased and the levels of both glu­
cose and fructose dramatically decreased in the pres­
ence of ABA suggesting a relationship between both 
nitrate and sucrose metabotism. 

Key words: Abscisic acid, carbohydratcs, Cichonum 

intybus L., glutamine synlhetase, neutral invertase, nitrate 
reductase. 

Introduction 

Plants assimilate nitrogen as a source for growth and 
mctabolism. Nitrogcn is mainly absorbcd as nitrate \\hich 
is reduced to ammonium by nitrate redu..::tase ( NR) in 
the cytosol and nitrite reduL~tase in the plastids. The 
nitrate assimilation pathway consumes as much as 25''c, 
of the em:rgy of photosynthesis 1 Solomonson and Barher. 
1990). Comequently. most fast-growing plants reduce 
nitrah: in their ka\ ;:s \\ here thê main part tJf the redw:ing 
power arises directly from light via rerredoxin t Beewrs 
and Hageman. 1980 L When nitra tl:' assimilation o('curs 
in the roots. high amounts of photosynthatcs must be 
imported and nxidized to provide the requircd reductant:-.. 
encrgy and carbon skdetons. NR is a substratc induciblc 
-:nzyme but it'> a..:.·tivity ean be altered by sc\cral environ­
mental. hormonal or metabolic factors. 1 he enzyme is 
suhject to severai lewis of regulation induding contrç;] of 
gene cxpresswn and pust-translation;ll modification ( Hotr 
d aL 1994: Ka1ser and Il uber. 1994 L 

Ciciwrit1m imrhus L var. Witln(lf is a bicnnütl plant 
\\ lm:h de\ clops a ro<>cttc or lean.·s and a tuberous root 
during the tîrst gmwing period. '\Jitrogen metabolism in 
young plants has bccn '>lmlicd at both physiological and 
molecular len:ls. ;-.;RA \\as '>lwwn to he prcd(1111inant m 
roots and !C~w in le aYes ( Dorchic> and Rambour. 1 9:-;~ l. 
N,,rth.:rn analy~iê'> "hü\\l'd thaL hcsidcs the nitrate 

3 To \~Jt:om corre:spondt=nce should be addressea. Fax: ~ 33 3 20 33 60 4.:1_ E~rnar!: PaS-caie.Gouo~î~~:·pop.univ~l~!ïp1 .fr 

ADbrev1at!ons ABA. absc~SlC acitJ: GS. glu1~mlmc synthetase: NR. nitr~ne rf":(ülf_:_~ra~~e~ NRA" n1tr2te rtductase actPJlty. 
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inJucibiiity üf tiK ;-... R gene IIIÙIJ. ét higher transcriptwn 
actiYity occurrcd in the roob. In 'iru hybridization local­
iz.:d nia mRNA in the corll:x at low nitrate concentration 
( 0.2 m!\t 1 \\ hcrcas it was mainly localited \\ ithin the 
\. ascubr l i"sucs at high nitrate L\lm:entration ! 5 m \1 ) 
î Palms cr aL 1996 ). Chicory püssesses a ~ADH·spccitic 
~RA which ha~ been shown to b.: enhanccd by 10- ~ M 
ABA in chicory suspension cclls IChraibi et aL 1995 L 

The recent molceular cloning oî NR cDNAs ( Palms et <il .. 
1996) from chicory has pwvidcd a molecular probe for 
studying the int1ucncc or mcchanical stress and growth 
fa..:tors on the nprcssion of nia in the plant modcl used 
in this study { Vu:,.bteker er al.. 1997 l. 

ln r.::cent )<"ars, numerous Jmestigators have rcported 
on changes in gene expression induccd by A RA and/Of 
water deficit in vegetative tissues or a range of species 
(rcviewed by Skrivcr and Mundy. 1990; Bray, 1993). 
IIO\\'C\Tf. rew studics have reportcd on a change in nitrate 
assimilation and ABA SCI!rningly elicits a variety or 
rcsplmses on NRA in plant S)stems. At rdatiYely high 
concentrations, it reduced NRA in etiolatcd !caves of 
barley f Lu et al., 1992 1. in potato plants (Palmer. 1985) 
and in Agrosœmma gillwgo 1 Kcndc et al., 1971 ). 
Conversely. it was shown to stimulate NRA in potato 
tuber sliccs (Palmer. 1981). Water stress which reduœd 
NRA in corn { Morilla et al.. J9n ). is a Iso known to 
bring about dramatic increases in the ABA levet The 
ABA regulation of NR has been poorly studicd at the 
molecular level. One paper describes a transcriptional 
regulation of !'R mRNA lcvds by cytokinin-abscisic acid 
interaction in ctiolatcd bar ley leaves (Lu et al., 1 99::! ). 
The present paper dissects the molecular mechanism in 
roots. ABA increases radial growth of roots undcr stress 
conditions i.e. droughL eompacted soi! ( Harwng and 
Da vies. 1991; Vartanian et aL 1994). The etTect of 
externall;.' applicd ABA on the nitrogcn and carbon 
mctabolîsm in young chicory roots is examined here. 

The mechanisms by which plant cells transduce ABA 
signais is far from being completely elucidated although 
the use of molecular and genetic approaches gained new 
insights into the molecular basis of the hornwne action. 
Recent progress in our understanding of the ABA 
response pathway werc dcscribed (for re\ iew see Giraudat 
et al.. 1994: Quatrano t'! al.. 1997 ). Au thors produccd 
evidence that phosphorylation dephosphor_;,clation cas­
cades were invohed in ABA signal transduction ( Leung: 
ct al.. 1997 l. Since :--J R îs a phosphorylation·regula ted 
enzyme (Glaab and Kaiser. 1996). an at!empt \Vas made 
in this work to tînd out whether ABA influences NRA at 
the post-translational leve!. 

Materials and methods 

Plant mater-ia/ 

Chil'<'fj planh (Ciduwium inn/m; L Htc \\ïlloüf I.:Y. Flash! 
\\ ere gf<J\\ n in gnnHh ,_.iJambcr> un da a ! 6 h light 

1 1~ !"1,1 m :' '1 1> h dark pc·ri,;d ,tt :::o :<- l C <>n Hdkr·:-. soiid 
medium c:r>ntaming 7 m\1 K"O, tlldkr. i L)jJ L Tlm:·.:~\\c.::k· 
(_\ld plants rrc>;:nting tinee ka\ es \\(;fe \ranskned dbout 3 h 
a!Ü'r the on set c>f th.: ph''h'P•:nod_ to new 1 l~!l.:'r·, sohd n1cdia l 
suppkrm.:nkd or no! \\llh ABA Unem!'vl::::.;;-us-ABA !SJgma. 
Ch<'mk~!l Co.) \la~ div-,uh.èd in a sç,Jutinn of D\ISO.\\ater 
1_ 10:90. v \ l and addèd to cro\\ th m;:dia al tinal..:unœntrations' 
ranging frc'l11 1 i 1 -' 1" l 0 "~ :\.1_ 

Nitrate reductase assays 

The 111 •in.1 \;RA w~~;, a~~a;.cd according to Jaworski !1971). 
Rl'Ol'i 1 100 100 mg frcsh-\\cight 1 FW )) \\Cfc han6tcd at 
Yarit>u~ lime point' aftcr the phmts \\ere transt--.:rrcd 10 the 
ABA-containim.> mt'\ha and im:ubated in 2 ml of a mixture 
containing tU Yv1 K·phosphate hutier 1 pH 7.5). 0.1 M K:'\0, 
and 1.2',,, l·pmpanol 1\.>r 30 min at 18 C in the dark. The, 
colorimetri..: tktermination of thc rcm:tion was achicvcd b\ 
mixing 05 ml nf th.: in..:ubation solution with 05 ml of aqueou"s 
10 mM _V-1-naphthyl-ethylenc-Jiaminc·dihyùrochloride and · 
lU ml sulphanilamidc ( Il m!vt in J 'vi HCI L Absorbancc \\-as 
mcasured at 540 nm. A\."tl\ities \\en: .:xpressed as nmol NO; 
rekased g -l F\\/ min 1

. 

For in litru assays. 1 g ~;f fresh roots wa~ hanested and 
frozt:n in liquid nitrogcn. The crude cxtract was collected \\'ith 
ground rocH tissues suspended in the t:xtractîon buller ..:ontaining 
50 mM HEPES-KOH pH 7.5. 5 m~·f ~1gCI!. 0.5 mM EDTA 
14 rnM 8-mercaptoethanol, O.l"'i· Triton X-100. Hl'!·:, glycerol. 
50 l'l'vi kupeptin. 0.5 m!l.l PMSF. and !()':;, (w VI Polydar AT 
with the 1:2 ratio. The standard reaction mixture eontaim:d 
400 1,! of 50 mM HEPES·KOH pH 7.5 buflèr eontaming 10 mM 
KN01, 0.2 mM NADH. Hl pl\t FAD. and 100 1,1 crude extrac!. 
Modulation of the activation ~tatus of .:\IR in dtro \\as 
performcd by adding either 1 mM EDTA or 5 m'vi MgCI:! tt> 
the standard reaction mixture. Incubations wcrc carried üut at 
30 C for 5 min and were stopJ-x:d by addîng 50 rd ,_,r 0.5 M 
Zn-acetate. Ten 1,\-1 nf mdhosulphate phcnazint' was addcd to 
eliminatc any cxccss of NADH. Nitrile was measured as above 
and NRA \~a> expressed as nmol :'\0;· rclcascd min 1 mg l 

protein_ Pwteins werc measured according to Bradford 1 1976 Î 
wi!h bmine serum albumin ;1s a standard, 

lmmunological quantification of the NR protein 

NR pmtein le\'c!s w.:re cstimated by the Iwo-site EUSA 
proœdure aecording to Chére! et al. ( I!Jl-\61 using montldonal 
anti· NR Z\·1961 9 )::!5 and S6 polydonal anti·L\;R maize anti­
bodies. The cross-reaction of these antibodies with the chicon· 
'\R was first \crifkd hy \Vest.:rn blot analysis and lmmun~­
predtation <t~says. 

Nitrate determination 

Lyophilized ti;.suc~ \HTC gwund in mi.:wfugc tubes and 
-,w;p.:ndcd in 1 ml boiling Jistillcd water. Af!er a short 
~oxntrifug<J.Ü<_m al JO()I)H g, nitrate extracted in the ;,upernatant 
\las nu:asurcd according lo Cataldo ct al. 119741. 

Extraction of RNA and Northem blot analysts 

Total RNA was e\lntcled from 1 g F\V wob lhven in liquid 
nitmg.:n as de~cribcd by \/<'n•oerd u al. (!989). Denatured 
samples were t:!e..:!n_>phore~.:d ,_1!1 15"" aga rose ft_>rma klehyJe 
gels <md transfc•rred by ..:apiliary adion to If) bond-'\­
membranes 1 .-\mcr'iham) u~ing 211 ·' SSPE bu!li:r ( 1 > SSPE· 
ISO m1\î ~aCL IH nùi NaHêPO,~ pH 7.5, l mM EDT-\ 
i Sam brook el al.. 191''}1. The probe \\as lal>dkd hjc tlSing thç 
P-Quick prim.: kit ÎPromegal The blot was hyhridized at 



ohcn.n) (:;S 1 GS l J according tP Chun.·h <Hld Giiben 
l <!~4 L \len11:1ran..:·, \1 çrç th,;n t:\rosêù to Kc>dak '\-Onut AR 
ihn~ ( .'\nh:r~h~ttn} ~tt -- ~n C using int~:n;:;.if~ ;-o,~n;ètb_ 

nvertase assays 

{,,_)ot":; \\~rl' pround in n1ü.:rofug~ tuht:s \\'ilh lü4uiJ nitrog\.:'n and 
;uspcnJ.::d 1-n 15 ml'vf :\a-:.~cctatc bullet pli 45 fl{>r a.:idic 
n\erta><: ;1s;,:1y_1 or pH 75 !for nemral imenase ;n,say L lnsolubl.: 
natcriJ.l \\ ~h discar<.kd after a 5 mm c<Cntrifugalion a! 1 0 000 g. 
fhe sup.:rnaLtnt was a>savcd m presence of ::'25 ,.,:\'1 SlKTosc 
uxording to G<Jupil cr a/_ ( 19XX)_ Th<:' gluco~c rekased in the 
·eaction \la:'. mè.tsurçd by the colorimetrie mdhod of gluco~e 

A. 
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---o- Control 

T • ARA Ht·7 l\1 

20 

w~ 
:Jxidase and per~n.ida'<! a-. th:'>L'rihcd by Jorgcn,cn and Ander'><!iî ~ 
, 1 Y73 L lnwrtasc actîvîtîes wçre exprcsscèd as nmol ,ucrosc " 

" 1 h:- drc>lysed min 1 mg- 1 pr<>t<:irL Pn>t.:;in e<>nt-:'nt was mcasured 
J~ mention<Cd abo\C~ B. 

1 Carbohydrate analysis 

Appro\imatdy 200 mg of frozcn rOt.>b \\cre mixed \lith 2 ml 
95'" ,:thanoL Tht: insolubl.o mah.>rÜll \\as rem<)\ cd by centrifu­
gation 10 min at :~0000 g and ethanol was cvaporatt:d in a 
Spccd\ ac~ The rcsidue \\as suspended in 1 ml ,,f Ill" . sorbitol 
uscd a-; intt'rnal standard and fi!tratcd for HPLC analysis. 

Carbohydrates were separated and quantitativcly analysed 
bv îsouati..: HPLC on a 0.65 x 30 cm Smnu-Pak l column 
1 \Vatcrs, ;\tilliporc) at 85 C with watcr as dÙant i 0.5 ml min- 1

) 

çquipp~::d \\Üh a Jitlèrential refractomctcr 1 Knauer. typ-e 198 '· 

Results 

ABA inffuences NRA. NR protein and S 0;: levels 

ln vitro NRA was measured in chicory roots after trans!èr­
ring the plants to media with or without. 10 - M ABA 
! Fig. 1 A). The tîme-course of NRA was made during the 
lighl period from about 3 h after the onset of the photo­
period. NRA dedincd during the experiment in the con­
trois. The most probable explanation of this decline is 
thal plant transplantation to the new solid media with or 
without A BA produced a mechanical stress giving ri se to 
a restrained nitrate metabolism. lndeed. !\RA kepi hîgher 
levds in untransplanted plants \>ith fluctuations as the 
photopcriod progressed (Fig. 2 ). Signifkant ditTerence in 
:'\RA could be detectcd in roots bctween ABA-treated 
and -untreated plants. Exogenous ABA stimulatcd :\RA 
to a maximum at 4 h after the transfer. with the ABA 
cllèct being lower at the end of the time-coun,e. i.e. 8 h 
artcr the transfer of th.: plants to the ABA-containing 
medium. Specifie activity was cnhanccd by about 156' , 
in the presence of ABA. The time-coursc of NRA in 
untransplanted chicory plants also showed a high lc\d nr 
acti\ity 4 h after the bqânning of the experiment. ln 
transplantcd plants. the rolc of ARA could be t<l restore 
the !\RA under stress conditions. 

Thè ABA rcsponse was also obsencd at the NR protein 
leve! (Table 1 L The amount of ex tractable NR protcin 
from nl<Hs treated i"l·1r 4 h with ABA mcreased about 
2-fnld comparcd l>l the contwl. 

T 
80 

... --c :t ., 
!l ë tt e .§ 70 

ill .... 
' !: .... 

::: 0 
z l': 

tt 
::::. 

60 

so~------~------~-----,------~-------

0 2 4 6 8 
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Fig. 1. Timt·...:ou:rsc <>f ~RA measured m ritr" \>ith EDTA ! Al and 
!\iO;- ],:\d ( H) in wnts of chicory plan!;; !ransfcrred Il' mc:di<i cnntcdning 
"' nM Ill - \1 :'\BA. \kans_: SE arcpr.;>e!llcdtn~J for A. n~4forBI. 

Fi;i!;~ 2* I'itn~-•. :\_Hln.(' ui \: R ,\ n1t:a'::'-Urkd in rn"f! in rn·ut:-,. of untL.Ht~pbnted 
\.J:~;..\··n planl~-. Th~ ~RA nh.:;J.~urernent;.. s[an~ù 3 h aft('f th~ i.lli~~t iJf 

the !TOI. \lean,::tSE <n=Ji 
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Table 1. !: 

T\1'd-~-~lh:-" ELIS.\ è\.r}r.::TÜ~1~nt-.: \\t.T'l.:' ...:~!rhJu.-.I .... ·d 1)n ~!l.~,,"'~t ..._·nl.J't· t"\tr~t ... h 

tr.._tn~f.:rrl'J fur 4 h tt1 rn;.:di.~ \~îth~>ut .\B.-\ j(-,nll!'{ll J 

e1r ln ,. \1 ·\B·\, 'iR rr,•lc'lll êt'nt.:nb \\<èrè ~\prc"-'"1 
~!"r- n_g Dl~ 1 t~_-q~d ,_..;.uiublc Jîft•t.:-lr·~ J);i(.,_t p~~";f...'"nt-l.:d ,Jfl;.' lhc- r~·~uh n( 1\\~' 
!nJLfX"11d~;1t >:\J:V.:rnn~,.'nt~ 

\BA !1.1 \1 

14114 
15S.~ 

]<f7 

2.61 

ln order to find out a possihk rçgulatory l"!fect of .-\BA 
by a rc\,:-rsible phosphorylation-Jcphosphorylatilm mech­
anism ofNRA. in ritro NRA was assaycd in the presence 
of eithcr l\fg2

- ions or EDTA. ln the presence of Mg:+ 
Î\JDS, the activity of phosphorylated !\R iSe inhibîted by a 
protcin protein imeraetion with an inhibitory protein 
ll'vlackintosh t'l al., 1995; Bachmann cl al.. 1996). 
Therefore. the ratio bctwccn NRA mcasured with ~vfg:~ 
ions and NRA measured with EDTA corresponds to the 
ratio betwccn active NR and total extractable NRA 
Î.activatîon rate). ln control roots, NRA was about 
6 nmol NO; min 1 mg ·· 1 protein with EDTA in the 
reaction mixture and the activation rate duc to dcphos~ 
phorylation was about 54''·;, (Table 2 ). ln root:> of ABA~ 
trcatcd plants. NRA reached 31 nmol :\0:: min 1 mg 1 

protein '>Vith EDTA and the activation rate was about 
48':·:,. These data show that ARA did not signiîk­
antly modil) the NR activation rate gcneratcd by 
a post-translational phosphorylation-dephosphorylation 
mcchanism, 

l\,1oreovcr, no correlation could be established hetween 
the N03 leve! within the çhicory roots and thcir NRA. 
The nitrate kwl v.ithin the roots incrcascd Juring the 
first hours after the transfer of the plants to a new nilratc­
containing medium and then decreased more or Jess until 
the end of the time-course (Fig. 1 8). ln the presence of 
10-- M ABA, levels of nitrate in root tissues were lo\H~r. 
suggesting either a higher consumptîon or a lowcr absorp­
tion of NO, in ABA-trcated roots of chicory . 

.. -\ dose rcsponsc cxperiment was conducted at the time 
intcrval displaying higher ABA-induœd NR activation. 
i.e. 4 h after the transtèr or the plants to the ABA­
containing medium (Fig. J ). NRA in roots did not 

Table 2. Etfect ut AR.t on in \itro \RA modufaled \fg;c~ ions 

!11 1·irrn '\.RA ""' 3'SCt)eJ \\ith <:ith.:r FDL\ ''f :vtg> ;,,1" ..1 h ,<lin 
th1.: tran..,f~r tJf 1.:hit:or;.- pbnt:i iii_) the ABA-('~,_IfHaHlmg n1edlun-L Actn.U.i~s 

in rc"'h \\ere c:xpr.:".:d as nmol NOè rd.cas.:d mm :mg 1 tot.Il '"\uhk 
rn)tt..•ins, The actnattf'lrt rate C"1.l-tn.:~r~1nd.., 10 Ih~ rdtlo t~f "\R,·\ \\ith 
\1!!> :\R,\ wilh EDTA •·• WH. \·1,can:=SD for thre,c determHLHJO<h 

( 'nntro1 
------·----------

ln >llto 'iRA w:!h EDlA 
ln,.;/,., 'iR:\ \\Üh \lg"' 
A("tiV~!h-t . .-<n r~-1te Î ' .. J 

l'dl ·0.61 
<.4!,=115-t 

)4 

AllA lO \1 

11 l <' ~-
14.'1=44' 
-lS: 

7 --.. Ill ;... .. 
< :z: 
7', c 

~ 
ë 

Ti' .!'iii 

...,..... 
1 1 
1 l 

.:: 'i 

~ ::. 

t1g. 3~ ,\BA-Jns~ r-e~ponsr.: ~,_Jf in rilt~ ~R.A in ft10L<;. of !..'"hicor) plaJ1l,;,:. 1 

lnm,fcrrcd !{•r 4 h to m,•dicl nmlaininl! dillèren! concentrations of 
AlJA. D,u;, rl:'prc~enl nl<:;nh ,,flbrec rc~;H' :':SL 

respond to increasing ABA concentrations in a lincar 
fashion si nee high conœmrations ( JO-.~ and 10- 5 M ) of 
the growth factor scemcd to slightly dccrcase t\RA. 
llowcvcL lowcr A BA concentra lions ( lO- ~ and 10- 6 M 1 
were requîred to promote hormonal activation. 

ABA overexpresses nia and GS1 in chicory roots 

ln order to approach the molecular mechanism underlying 
:\RA regulation by ABA, the influence of ABA at the 
transcriptional levd \\ilS inn~stigatcd. Northcrn blot ana­
lysis was pcrformed on total root RNA hy!lridized >vith 
chicor:y NR eDNA probe 1 hg. 4). 

The steady-state lewl of ;..;R mR ;\lA ~;hangt:d du ring 
the course of the light pt:riod in controls. Expression of 
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nia \\<!'> h1gh at the bt:ginning of the photoperind and 
rapîdly decn::ased thereafter to kmer levek As rcportcd 
by Lillo 1 1991 ), the initial peak in l\R mRNA kvels can 
he in n:sponse to an endogenous rhythm. tvloreovcr, the 
mechanical strc:>s gencratcd by plant transplantation 
should an:ount f(lr the drop in l\R mRNA \cvcls in 
controls. 

A BA signilkantly enham:cd the amount of NR trun­
scripts in roots at the time interval displaying hîgh :-.iRA 
\hat \vas 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 conditi,ms. 

ln order to find out if ABA aftècted the assimilation 
of ammonium produced within the roots, the expression 
of cytosolic GS IGS 1) •vas analysed. This enzyme cata­
lyses the amination of glmamate and constitutes the 
major point of entry of ammonium into an organically 
combined form in plant tissue. Total mRNA was hybrid­
îzed with a tobacco GSI probe (Fig. 4). ln the presence 
of exogenous A BA. the a mount of GS 1 mR NA >vas a Iso 
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 etlèct of ABA on sucrose metabolism was analysed 
in chicory roots transferred for 2 h and 4 h to media with 
or without 10~ ~ iv1 ABA. Figure 5 represents endogenous 
soluble sugar levels in roots quantitatively measurcd by 
HPLC Sucrose ••as metabolîzed during the experiment 
regardless of the presence of ABA. Sugar patterns 
changed in presence of ABA (Fig. 58) compared to the 
con trois ( Fig. SA). First, A BA increased the conversion 
of sucrosc into glucose and fructose ;.vithin the flrst 4 h 
of the transtèr. lndeed, the sucrose kvel was deereased 
by about 20'1.. in the presence of w-" M ABA. Second. 
ARA drastically increased the consumption of reduced 
sugars. ln roots not submitted to exogenous ABA. the 
glucose and fructose levcls rcachcd 4.4 ttmol and 5.8 ,,mol 
FW g 1• respectively. ln roots treated with 10 ~" M ABA. 
the kvels of monosaccharides bccamc undctcctable. 

In subsequent experiments. a correlation between the 
carbohvdralc lcvels and suc rose hvdroh·sim!. cnzvmcs such 

~· .. ... ..... ... 

as invertases >vas investigated. Addic and neutra! 
invertase activîties \Vere assaycd in the same experimental 
conditions. Acidic invertase activity. displayed the same 
pattern regardless of the presence of ABA (Fig. 6A ). 
Convcrscl.y. the neutra! invertase activit) scemed to be 
regulated by 10 " M ABA. The leve! of neutra! invertase 
a~.:tivity incrcased within the first 2 h aftcr plants were 
transferred onto the ABA-containing medium: it reached 
a maximum aftcr 4 h and subscquently slowly dccrcased 
(Fig. 6B ). Neutra) imertase acti\ity in mots was approxi­
matdy 4-fold highcr in ABA-treated plants. 
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Fig. 5. Changes in soluble carbohydnlle k\d> bUCro;c. glucose. 
lructosd of ruob from o.:hi.:or;. plants translèrred for various time> (O. 
2 h. 4 hl tn media without ABA (A) or containing 10 " .\1 ABA ( B) 
mea,;ured bj HPLC analys1s. l'.·f.:;ms of No signifk<ml o:\pt:rimcnl~ arc 
shown _:SE. 

Discussion 

The presence of ABA in media containing nitrate caused 
a stimulation of nitrate mctabolism in chicory plant roots 
\.,ith higher level of NRA accompanicd by a parallel 
accumulation of the NR protein. NRA peaked 4 h aftcr 
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 synthcsis of GSI mRNA 
was also activated in the presence of ABA. The ABA 
cffcct on NRA could be related to the photoperiod since 
ABA stimulation peaked at the same time interval dis­
playing a high lC\d of activity in untransplankd plants. 

Since the kvcl of nitrate \Vas lmver in ABA-treated 
plants than in controls. nitrate availability secmcd not 
interfere \\Îth the regulation of ~RA at !east in the course 
of the cxperiment. As l\RA was higher in plants grown 
with ABA than in controls, thcir lmver level of nitrate 
could readily be cxplaincd by a highcr consumption of 
the substrate. Nevertheless. ABA might impair NO\ 
uptake as already shown by Chraïbi et al. i 1995) in 
chicon suspension cell cultures. Using 15NO, , these 
autho~s observed that 10 4 :\1 ABA increased- both in 
riro and in l'ilro NRA and cxcrtcd an inbitory c!Tect on 
nitrate uptake. 

In these experiments. the expression of the nia gene in 
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chicory roots was enhanced by ABA. ln barley. ABA 
suppreso.ed in ritro NRA and reduced transcription of nia 
in etiolated leaves exposed for at least 3 h to light. but 
no diftèrence could be dctcctcd bchvccn water-treated 
and ABA-Ircatcd !caves in the dark. Moreovcr. the A BA 
etfect on transcription of the niu gene in barley was dosc­
responsivc (Lu et al.. 1992 L ln chicory, the dose--response 
experiments for NRA revealed that concentrations of 
ARA in a ph)siological range were n.:cessary to inùuce 
stimulation of NRA. These results suggest that in chîcor) 
roots, NR regulation by ABA does not just interfere in 
the expression of nia. lncreaseù NRA in the presence of 
A BA could he due at !east in part. to an inneasing 
availability of rcductants at the site of nitrate assimilation, 
Indccd. thcre was a good cürrelation between the sucrose 
metabolism and the nitrate reduction process in the 
presence of ABA. 

ln AR-\-treated plants, '>IÎmulaLion of ~R \>.as conçom­
it a nt \vith a highcr consumption or suc rose and a dramatic 
loss of the reducîng sugar len:is. Exogenous application 
of /\BA to soybean leu\t:s \\a;, shown to înhibit 
fructose-! ,6-bîsphosphatase which is one of the key points 

r.:gulating sucrosc synth.:sis t Cheikh and Brcnn.:r. 1992 ). 
If such an inhibition might operate in -\BA-Ireatcd chic­
t)ry piants. the carbt)ll ftux might be di\erted tt> catabolic 
pathways supplying the !rio-;c-phosphatc pool '>vhich 

,might providc NADH and ATP. the formt"r u:;eù by NR. 
th.: !auer by GSL ln plant tissues. suerosc can be subject 
to clca\ age b~ neutra! invertase :.~nd sucrnsc s~ ntha-.c in 
the cytopla;,m. and acidic invertase in the vacuole, the 
tonoplast or the cd! \\aiL ln thcsc experimental condî­
tit1llS, acidic invertase activity wa-.. not moditled in ABA­
treated plants. Sucrose hydrolysis was, rather. directed 
by neutra! invertase since its activity incn:ascd at 
the same rime intenal dîsplaying sucrose depktîon. 
lntcrestingly. NRA was enhanced al the samc time. These 
data are in agrt:emcnt with data ohtained on chicory cel1s 
in which ABA müdified the intracellular carbohydrate 
mctabolism and inhibitcd a.:idic invertase (Chraibi er aL 
1992 )" Neutra! invertase is a cytosolic enzyme v;hich has 
becn isolated in severa! specics including chicory 1 Van 
den Fnde and Van Laere. 1995 L The enzyme seems to 
be confined to mature storage tissues of sucrose­
accumulating plants and w.:tive in slow gn_J\Ving tissues 
such as tuherous roots, ABA which is known as a grmvth 
retardant should prefercntially rcgulatc neutra) instead of 
acidic invertases which are mainly active in fast gr<J\Ving 
tissues. 

Strong evidence has been prcsented 1 hal protcîn 
ldt:)phosphorylation plays an important role 111 ABA 
action" The ABA-insensitiYe locus ABI-1 from 
Arahidopsis has bœn found to be a PP2C-typc phosphat­
ast: ( Leung ct al.. 1 997). A iso, evidence shows that the 
phosphorylation dephosphorylation reaction may regu­
la te 0:RA in cclls. Recent data demonstrated that PPl 
and PP2A protein phollphatases are involved in this NR 
met abolie control ( l\1ackintosh. 1992; H uber el al., 1992; 
Glaab and Kaiser. 1996 ). Morcovcr, key enzymes of the 
carbohydrate pathway are controlled by protcin phos­
phorylation ( Huber and Huber. 1992) and this may be 
critical to the carbon !luxes between sucrose and amino 
acids. In this report. it ha:> been shown that. based nn 
the sensitivity of NR to Mgl · inhibition ( Huber et aL 
1994). changes in chicory SRA in the presence of ABA 
were not inlluenccd by a prott:'in phosphorylation.dcphos­
phorylation mechanism. As ABA enhanced both the NR 
protein and lhe ;\JR mR;\l:\ lc\cls. one can assume that 
ARA induceù a de ll<ll'o synthesis of NR and not a post­
translational modification of the NR protein. Since the 
ABA-mcdiatcd cllcct on mR~A stability has alrcady 
been n:ported on the l:.!n wheat ABA-indw:ihle gene 
1 Williamson and Quatrano. 1988 L post-transcriptional 
regulation can nol be rulcd out 

The molecular basis of the modulation of nia gent: by 
ABA will be betr;;r understood by anaiys.ing the nia 
promotcr and charaderil'ing the cis-acting clements 



imphçated m the regulation nf :.IR b) ABA. Such anal) ,js 
is prcs.:ntly undcrway. 

ln conclusion, in chicot)" roo!s. 10-: 1\l ARA promotcd 
enh~mœd :\RA. :\R protein and :\R~mRl\A kvds. Ir 
tbus uprcgulates NR at a transcriptïmml levcl and \\ork 
is presemly underwa) hl analyse cis-dements \\hich 1111ght 
be involved. Nevcrthckss. ARA modilkd sucrose meta­
bolism as weiL so that besicles transcriptional regulation 
of nù1. a metabolic control may operate. Changes in the 
sucrosc mctabolism may pw\ide reùuctants and cncrgy 
as weil. whereas rewrsible covalent moùifications secm­
ingly do not operate. 

Acknowledgements 

The authors wish to !hank Dr G Conejo i INRA. fvlontpellier) 
for the gift of the anti-NR maizc polydonal antibody; Dr 
\1 Caboche 1 I~RA. Ver~ailks) for the gift or the anti~."R 
mai7e monodonal antihndy and Dr B Hirel Î INRA, Versailles) 
I"L>r th.: gencrous gift of tobacco GS! ..:D;..;A. 

References 

Bachmann !\1, Huber JL. liao P-C Gage DA, Huber SC. 199n. 
The inhibiwr protein of phm.phorylated nitrate reductas.: 
from spinach (Spinad<J oler<lœaj ]caves is a 14<1-3 protein. 
FERS l.etters 387, 117 3L 

Been•rs L. Hageman RH. 1980. Nitatc and nitrite reduction. 
ln: Stumpf PK. Conn F.F.. eds. Th<' hioclwmisfn ·~f plulll.\ 
:-lcw York: Academic Press, 115-68. 

Bradford '\1\1. 1 ll7n, A rapid method for the quantification of 
microgram quantities of protein utilizing the principle or 
protein~dye bimling. Analrtical Bioclwmistn· 72. 24S 54. 

Bray EA. 1993. \lolecular responses to wat..:r ddiciL Plant 
Ph1·sio/ogy 103, 1!135·40. 

Cataldo DA. Schrader LE. \'oungs V L. 1974. Analy-;is by 
dig~:stion and colorimetrie assa:-. of total nitrogen m plant 
tissues high in nitrate. Crop Science 14, 854 6. 

Chêrcl 1, \larion-Poll A. \feyer C. Rouze P. 1986. 
Immunt>logical comparisons of nitrate reductascs of dilfen.:nt 
plant speci~:s using monoclonal antibodies. Plant Phniulogy 
81 376 8. 

Cheikh '· Brenner ML lll'l2. Regulalltln üf ke) enzymes of 
sucrose hiosynthesis in SO]ibean leaves. Plant Plrysiolugr 
100. 1230 7. 

Chraïbi A, Palms B, Oruart N. Goupil P, Gojon A. Rambour S. 
1995. lnfluem:e of absisic acid on nitrogl!n partitioning. 
sucrose m..:tabolism and nitrate rcductasc activit)· of chicon· 
~u~pçn~inn c.:lls Journal •:( E\perimcmal Boltmy -Ùl. 1525 :ti". 

Church G. Gilbert W. 1984. Genomic scquencing. Proccedings 
nt' th,· Yatùmal .·kademr u/Sâmcn. CS..f 81, 1991 5. 

f>orcbies V, Rambour S. 1985. ActiYité nitrate réductase che/ 
Cidmrium intrhus L \ar \Vi!loof ù dilfüent> stades de 
développement ..:t dans ks tissu> cuhiYés in rirro. Phr.>ioluf',ie 
1 (;.!!ilafe 23, 25 35. 

Giraudat J, Parc~ F. Bertaucbe ~. Gosti F, leun~ J. '\lorri-; 
P-C Bou,icr-llurand \1, Vartanian :". 1994. Curr.:nt ad\an.:es 
111 ~1bscisic acid action ~tnd ,;ignalling. Plant Jfolccu/ar BiuÏ<Jgr 
26" 1557 77. 

Glaab J, Kaiser \\ I\1, 1996. The pwtein kmasc. protein 
phü~phata~<' am! inhihitor protcin nf nitrat.: r<."cludasc arc 

Nitrate reductase ABA regulatiOn 1861 

ubiquihHb 1n pbnb and indcpenJcnt of nitrate 
n.:ducL . .t.~c cxprc~;.KH1 and 1urnnYc-r Plt.JnUl 199't 57 61 

(:;oupil P. Croi'lillc Y. Croiosille F. h'lloigt G. 19t(!'. Jcrusalcm 
artidmke imé'rUbes lmmunoduracwrization ,,r a s<•luhk 
ft>rm and its put;Hive pre.:ur-;ur. Pfam SànKt' 54. 54.- 64. 

Hartung W. l>a\ies W.l. 1991. Drüught-induœd changes m 
"ph'\,siulog) and ,\BA. ln: D<lli.:s WJ. cd. Ahscisw acid: 
t>hn'iulogr and hiodœnwfiT Bios Scientifk Publishers Ltd, 
l)3- 75. 

Helier R. l95J. Recherche sur la nutrition minérale des tissus 
végétaux culti\es in vina. Amwln dt· Sciences .Vmurelle.s. 
Botanique n;g,;lule 14. 1 ~2.t 

Hoff T. Truong H-~. Cabf_lChc :\1. lll94. The use or mutants 
and transgenic plants to stud} nitrate assimilation. Plant. 
Cel! ,md Enl'ironmem 17, 41\':l-5Uil. 

Hubcr SC, Hubcr .IL ! 99~. Role of suc rose-phosphate synthasc 
in sucrose m..:tabolism in !caves. Plant Phrsiulogr 99. 1275-8. 

Huber .JL Huber SC. Campbell Wll. Redînbaugh \1(;. 1992. 
Reversible light Jark modulation of spînach leaf nitrate 
reductase acthity imol\'C~ protcin phüsphürylatio;L Archil•vs 

'!J(Biuchemùrn· and BiophrsÎL\ 296, 58-65. 
Huber JL. Rcdinbaugh :\IG. Huber SC, Campbell WH. 1994. 

Regulation üf maize leaf nitrate reductase activity învo!ves 
both gen.: e\pression and protein ph<>:sphorylation. Plant 
Physio/ogy 106, 1667·-74. 

Jaworski EG. 197L Nitrate reductase assay in intact plant 
tissues. BiocheminJ! mul Bù't;hy.;iml Research Cummunicalion.s 
43. 1274-9 . 

. Jorgensen OS, Andersen B. 197 J. An improved glucose oxidase­
peroxydase couplcd assay for ri-fructosidase activity. 
Analytical Bimhtmisln'. 53, 141 5. 

Kaiser \\':\1. Huber SC. 1994. l'ost-translatiunal regulation of 
nitrate reductase in higher plants. Plam Ph1~1iology 106, 
817-21. 

Kende H, Hahn H. Ka~s SE. 197L Enhanœment of nitrate 
reductase acti\ ity by bcnzyladcnine in AgrosU'IntiW githago. 
Plant Phrsialogr. 48, 70~ 6. 

Leung J. :\lerlot S. Giraudat J. 1997. The Arahidopsis abscisic 
acid-in~cnsitivc 1. ABI~) and AB! 1 genes encode homologous 
protein phosphatas;: ~C invoh.:d in abscisic acid c;Îgnal 
tran~duction. The Plam Cd/ 9, 759 7 L 

Lillo C. 1991. Diurnal \ariation of corn leaf nitra!e rcductase: 
an .:vpcrimcntal distinction between transcriptional and post· 
transcriptional controL Plant Sâmce 73. 149-54. 

tu .J-t. Ertl .JR. Chen C-\1. 199~. Transcriptional regulation 
of nitrate reductase mR ~A len:ls by cytokinin-abscisic acid 
interactions in .;tiülated barley leaves. P!unr Phrsiolog.1· 
98, 1:'.55-60. 

\hckintosh C 199~. Regulation of spinach nitrate r,•ductao;e 
by reversible plwsphorylation, Biodwmica er Bïophr,ira Aoa 
1137, 1:'.1 6. 

\lackintosh C. Douglas P. Lillo C. 1995. ldentilication of a 
pwtcin that inhibih the phnsphorylatcd form üf nitrate 
rcductasc from -;pinad1 (5ipilwl'ia oferan'al k;nes. Planr 
Physio/ogy 1 117, -151 7. 

Morilla CA, Boyer JS. Hagenan RH. i 973. ~itrate reductase 
activity and pnly>omal content of corn (Zca muys L) having 
lower waler potenlial. Plant l'hniolugv 51, 817-:'.-1. 

Palmer CE. 1981. [nfluencc of abscisic acid on nitrate 
accumulation and nitrate r.:ductase activity in po!ato tuber 
sliccs. Plan/ Ce/l PhniolugL 22, 15-11 51. 

Palmer CE. \985. The rdationship of abscisic acid to nitrate 
rl.'duct3SC actiùty in the pütatn plant. Piani Ccl! Phr.,ùdogy 
26, 1167-74. 

Palms B. Goupil P, de Almeida .1. Van Der Straetcn D, Yan 
\lontagu \1, Rambour S. 1996. EYidenœ for the nitrate-



1862 Goupil et aL 

dep~ndt.:nt rcgulat~t.)n of ib~ llilratt: relhH..-·ta(!.c :!C'fh.: iu 

èhiè,•r;, rol>h. Planh1 200, 20 ·r 
Quatrano RS, Bartels D. Ho Tlll>. Pagès :\1. 1997. '\Jn\ msiglH> 

ilH<l A R\-nKdiato:d prt><:l.'sscs. The Phm1 Cd! 9, .. no- 5. 
Sambrook J, Fritsch EF. Manîatis T. 1%\1. Mulecular cloning. 

a lahora/orr mww<il. 2nd <;'dn. 1\ew '{c>rk: Ct>kl Sprmg 
Harbor Laboratory Press. 

Skrin:r K. :\lund~ .L J!Jt)O_ Gt>Jw npn:ssion in r~·sponse to 
abscisic acid and os mo lie stress. The l'fant Cd! 2, 50~- 11. 

Solomonson LP. Barber .\I.J. 1990. A-,similawry nitrate rcduc· 
tas.::: functional propcrti.::s and n:gulation. Anmw! RcrieH 
Plant Phrxioloy.r and Plant Jlolccular Riolu'tr ..fl, 225 53. 

Van den Ende W. Van laere A. 1995. Purification and properties 

of d n~utra1 ~n\·crl;.bc fron1 lhç t!l. 1Uls of Cithf_trÙ.HH 
Pin J~lantannn 9J~ 241 S. 

\"artanian '\", \larcotte L. (;iraudat .L l'!Y-t Druughl rhizog.:n· 
,;,i, in Arahidup&is ilwliun,;. Plwll Phniulogy 1~. 7f> l ' 

\'erwoerd TC. Dekker 8\1\1, Hoekcma A. l\1~9. A -;nui! sc·a!c 
proccdurç for the rapid JsnlatJon of plant R ~A;,. "Vudeù· 
Acid> R,·warch 6, 136~" 

Vu!·lsteker C. Lelcu 0, Rambour S. 1997 . lntlucncc of BAP and 
:>.iAA on tiH' .:xpressiL>n ,,r nitratç r.:du..:tasc acti\ ity m e;.cisçd 
chicory roots. Jou ma! u( Exprrimnuul B01<111_r 4&, 1079 1':5. 

Willîamson .JI>. Quatrano RS. 198!1, :-\B.-\ -regulation of two 
classes oft'mbr} ,_,_sp;;clfk sequence~ in mature wheat embr:.os 
Plum Phr.,wlorJ 86. ~08--15. 


