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Présentation du sujet

i

Cichorium intybus est le modeéle d’étude du laboratoire de Physiologie Végétales de
Lille pour deux raisons importantes: |'importance économique régionale et les
remarquables propriétés de morphogenese in vitro (Gautheret, 1953). Ainsi I’étude de la
rhizogenese a été abordée a partir de la culture in vitro d’explants de racines tubérisées de
Cichorium intybus (Bouazza, 1993 ; Vasseur et al., 1986). L’étude de I’embryogenese
somatique directe a été développée a partir d’une souche hybride C. intybus X C. endivia.
Des explants aussi divers que les styles, les antheres, les feuilles ou les racines permettent
I’obtention d’embryons somatiques (Dubois et al., 1988 ; Guédira ef al., 1989 ; Dubois et
al., 1990).

La chicorée est une plante bisannuelle, qui semée en avril - mai, développe une
rosette de feuilles et une racine tubérisée qui est récoltée en septembre - octobre. Mise a
I’obscurité et en conditions hydroponiques, elle produit un bourgeon étiolé aux feuilles
fortement imbriquées : le chicon ou I’endive. La chicorée de Bruxelles est cultivée dans le
Nord de la France (137 500 tonnes), la Belgique (100 000 tonnes) et les Pays-Bas (88 000

tonnes).

I’assimilation du nitrate commence par son transport dans la plante puis par sa
réduction en nitrite catalysée par la nitrate réductase (NR). Le nitrite est ensuite réduit en
ammonium grice a la nitrite réductase (NiR). La glutamine synthétase (GS) utilise
I’ammonium pour synthétiser la glutamine a partir du glutamate. Le nitrite comme
I’ammonium sont des composés toxiques pour la plante et ne doivent donc pas
s’accumuler. Aussi la plupart des régulations de 1’assimilation du nitrate s’exercent sur le
contrdle du pool de nitrate accessible (absorption et stockage vacuolaire) et sur I’activité de

la nitrate réductase (ANR).

Chez la chicorée, I’ANR mesurée in vivo est plus importante dans la racine que
dans les feuilles et ceci jusqu’a la tubérisation (Dorchies et Rambour, 1985). En dehors des
légumineuses et des ligneux, chez lesquels la localisation de la réduction du nitrate dans la
racine est une conséquence de la co-évolution avec la rhizosphere, les plantes d’intérét
agronomique habituellement étudiées, comme les céréales, réduisent principalement le

nitrate dans les feuilles. La chicorée constitue de ce fait un cas particulier de dépendance
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de la réduction du nitrate vis a vis de la racine au cours des premiers stades de
développement. Il faut attendre la tubérisation de la racine et I'apparition de la septieme
feuille pour observer le transfert des activités de réduction du nitrate vers les feuilles.

La NR est inductible par son substrat, le nitrate. On constate, chez la chicorée, que méme
avec des concentration élevées de nitrate, la transcription de la NR et ’ANR restent

principalement racinaires (Palms, 1995).

La chicorée est une plante qui exige des conditions de nutrition azotée controlées.
En effet, un apport de 3 mM de nitrate lors de la culture de la chicorée permet I’obtention
de racines tubérisées qui donneront des chicons de bonne qualité alors qu’un apport de 6
mM produit des racines tubérisées qui aboutiront a des chicons de mauvaise qualité, dont
les feuilles ne sont pas correctement imbriquées. De plus, les conditions de nutrition azotée
ont une trés grande influence sur les pathogénes pouvant attaquer la chicorée. En effet,
I’apport important de fumure azotées induit une susceptibilité accrue a diverses infections
fongiques et bactériennes (Erwinia chrysantemii, Pseudomonas pectynolytica).
II est donc important, d’un point de vue agronomique, de bien connaitre les besoins en

azote de la chicorée et donc d’étudier son assimilation au sein de la plante.

Au laboratoire, des études ont permis d’isoler le géne codant pour la NR chez la
chicorée (Palms et al., 1996). La séquence comporte 5387 nucléotides et code pour une

protéine de 920 aa. Cependant, la région régulatrice n’avaient pas pu étre isolée.

La base du travail de theése entrepris ici, fit d’isoler et de caractériser cette région
régulatrice du gene nia de la chicorée afin de pouvoir entreprendre I’étude des mécanismes
moléculaires de I’induction de la NR par son substrat. Dans un premier temps, nous
présenterons le clonage de cette région régulatrice. Puis des tests de fonctionnalité de cette
région seront entrepris par I'intermédiaire de plantes transformées avec une construction
contenant un geéne rapporteur UidA sous contrble du promoteur nia cloné. Cette
construction sera également introduite dans une culture cellulaire de chicorée, et I’activité
GUS mesurée par une technique mise au point au cours de cette thése. Enfin, dans un
dernier chapitre, nous tenterons de mettre en évidence des régions du promoteur
impliquées dans cette réponse au nitrate par liaison de protéines, éventuels facteurs de
transcription. Par des analyses de gels de polyacrylamide en 2D, nous tenterons de mettre
en évidence des protéines dont I’accumulation dépend de la source d’azote. Ces protéines

seront également candidates pour étre des facteurs de transcription.
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Premiere partie : Nitrate et nitrate réductase

I. L'assimilation du nitrate

L'azote est un élément essentiel du regne végétal. En effet, il entre dans la
composition des constituants cellulaires, en particulier des acides aminés, des protéines et
de la chlorophylle. Il est essentiellement puisé dans le sol par les plantes sous une forme
minérale. Dans un sol, le nitrate est la source d’azote minérale de loin la plus abondante,
sauf en cas d’apport massif et récent d’engrais ammoniaqué. Seules des associations
actinorhizales avec des bactéries (type Rhizobium) permettent une assimilation de I’azote
atmosphérique.

La réduction du nitrate en ammonium est trés cofiteuse pour la plante consommant
jusqu’a 20 % de 1'énergie photosynthétique (De La Torre et al., 1991). De plus,
I’absorption du nitrate consomme de 1’ATP comme toute absorption d’anion. La réaction

de réduction du nitrate en ammonium nécessite un apport de huit électrons :

La conversion du nitrate en ammonium provoque par conséquent une alcalinisation du
contenu cellulaire (Dijkshoorn, 1962) induisant la mise en ceuvre d'un mécanisme de

régulation du pH intracellulaire (Raven et Smith, 1976).

La réduction du nitrate se fait en deux étapes dont la premie¢re est la réduction du

nitrate en nitrite, catalysée par la nitrate réductase (NR), enzyme cytosolique:

> NO, + NAD®H' + HO

Les deux électrons nécessaires a cette réaction proviennent des nucléotides pyridiniques :

NADH ou NADPH. Ainsi il existe trois types de nitrate réductase, deux chez les végétaux
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supérieurs et une chez les champignons. La premiére utilise le NADH comme donneur
d'électrons (NR : NADH, EC 1.6.6.1), une autre utilise le NADPH (NR : NADPH, EC
1.6.6.3), enfin la derniere est une nitrate réductase bi-spécifique qui utilise soit le NADH
soit le NADPH (NR : NAD(P)H, EC 1.6.6.2). La NR : NADH est la forme la plus
commune chez la plupart des végétaux supérieurs et les algues. On trouve la NR : NADH
dans les feuilles et la nitrate réductase bi-spécifique dans les racines. La NR : NADPH,
présente chez les champignons, n'a pas encore €té mise en évidence chez les plantes
supérieures. Chez la chicorée de Bruxelles, la seule forme mise en évidence est une NADH

: NR (Chraibi, 1988).

La seconde étape est la réduction du nitrite en ammonium,; cette réaction est catalysée par
la nitrite réductase (NiR, EC 1.7.7.1), enzyme plastidique. Elle requiert 6 électrons

apportés par la ferrédoxine réduite (Fdred) :

- 2+ + + 3+
NO2 + 6Fd(Fe ) + 8H > NH4 + 6Fd(Fe ) + ZHEO

Le pouvoir réducteur (Fdred) nécessaire au fonctionnement de la nitrite réductase est
généré par la photosyntheése, soit directement si la réduction a lieu dans les feuilles, soit
indirectement si elle a lieu dans les racines. La réduction du nitrate en nitrite a lieu dans le
cytosol, puis le nitrite passe dans les plastes ou il est réduit en ammonium. L.’ ammonium
est alors assimilé en glutamine par le biais de la glutamine synthétase, enzyme plastidique
(figure 1).

Cest sans doute pour des raisons de toxicit€ qu'il existe une co-régulation
transcriptionnelle de la NR et de la NiR (Faure et al., 1991). En effet le nitrite est toxique
pour la plante. Le produit final de la réaction, ’ammonium, I’est également, bien qu’a un
degré moindre, il sera alors directement incorporé sous forme d’acide aminé. Ainsi,
l'assimilation du nitrate doit alors avoir lieu lorsque la plante a besoin d'ammonium pour la

synthese des acides aminés.
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II. Structure physico-chimique de la nitrate réductase

Bien que la caractérisation biochimique de la nitrate réductase chez les plantes
supérieures soit réalisée depuis le début des années 50, la purification de I’enzyme n’a été
possible qu’a partir des années 70 (Campbell et Smarelli, 1978). Ceci s’explique par la treés
grande instabilit¢é de I’enzyme imposant des conditions particulieres d’extraction et de
purification. Les expériences in vivo montrent que la demi-vie de I’enzyme n’exceéde pas 3
a 5 heures (Li et Oaks, 1993). La protéine NR a été purifiée (par chromatographie
d’affinité et électrophorese) chez de nombreuses especes comme le mais, le soja, I’épinard,
le tabac, 'orge.... Grace a ces purifications, des anticorps monoclonaux ont été obtenus
(Hyde er al., 1989; Sueyoshi et al., 1988).

La nitrate réductase des plantes supérieures est un homodimére dont chaque unité a une
masse moléculaire de 100 a 120 kD (figure 2). Chaque unité contient entre 881 (chez le
pois) a 926 (chez I'épinard) acides aminés (Srivastava, 1995). Chez Cichorium intybus,
elle compte 920 acides aminés (Palms et al., 1996). La figure 3 représente des alignements
de différentes séquences en acides aminés de NR de quelques végétaux supérieurs. Dans
chaque sous-unité, les acides aminés acides sont plus abondants que les basiques: le point
isoélectrique de la NR de I'orge a été estimé a 5,7 (Redinbaugh et Campbell, 1985). 1
existe entre 9 et 19 résidus cystéine dans chaque sous-unité et ces deux sous-unités sont
reli€es entre elles par au moins trois ponts disulfure de résidus cystéine (Hoff et al., 1992).
Chaque sous unité est composée de trois groupes prosthétiques: FAD, hémique
(cytochrome b357) et molybdoptérique (Mo-Co). La région liante NADH/NADPH et le
domaine FAD sont situés dans la partie C-terminale du polypeptide tandis que le domaine
Mo-Co est localisé dans la partie N-terminale. Le domaine hémique occupe une partie
centrale dans le polypeptide. Le domaine molybdoptérique est un complexe composé d’un
atome Mo associ€ a une molécule ptérique par I’intermédiaire d’un groupement thiol. Les
trois domaines du polypeptide sont apparemment liés par deux charniéres: la premiere
entre les groupes Mo-Co et le cytochrome, et la seconde entre le cytochrome et le FAD. La
premicre charniere joue un role important dans la modulation de 1'activité de I’enzyme par
phosphorylation-déphosphorylation (Bachmann et al., 1996). Les trois régions du
polypeptide peuvent €tre séparées par des traitements de ’enzyme par des protéases
appropriées. Les trois domaines indépendants montrent des activités partielles de

’enzyme. Ces activités partielles sont de deux types (figure 4). Le premier regroupe les
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Figure 3: Alignements des séquences en acides aminés de différentes nitrate réductases de végétaux
supérieurs. Les alignements ont été effectués a l'aide du programme CLUSTALW sur
Internet. En rouge : la région N-terminale, en noir la charniére 1, en gris la charniére 2, en
bleu la région molybdique, en jaune la région hémique et en vert la région flavinique.
* acides aminés parfaitement conservés — : acides aminés bien conserves.
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activités diaphorase ou NADH déshydrogénase qui transférent les électrons du NADH a
des récepteurs artificiels tels que le cytochrome c ou le ferricyanure. Le second type
regroupe les activités partielles terminales qui catalysent la réduction du nitrate grice a des
donneurs artificiels d’électrons comme le méthylviologene, le bleu de bromophénol et la
flavine nucléotide (FMNH2). La détection des activités partielles combinée a
I’'immunodétection de la protéine NR ont servi de base pour classer en quatre groupes les
mutants nia, affectés dans le gene de structure de la NR (Chérel et al., 1990). L’ensemble
des caractéristiques des différentes classes de mutants NR est regroupé dans la figure 5. Le
premier groupe comprend les mutants n’ayant pas de protéine NR immunologiquement
détectable. Le second et le troisitme groupes sont affectés respectivement dans les
domaines FAD et a Mo-Co. Le second groupe posséde une protéine détectable et une
activitt NR terminale alors que le troisiéme se caractérise par une activité NADH
déshydrogénase. Le quatrieme groupe est affecté dans le domaine & héme mais conserve
I’activité partielle utilisant le bleu de bromophénol comme substrat, la protéine NR est

immunologiquement indétectable.

Présence de
protéine NR | Test - Test + Test + Test -
(test ELISA)
Activités NADH:CR - NADH:CR - NADH:CR + | NADH:CR -
partielles |MY:NR - | MV:INR  + |MV.NR - | MV:INR .
associes FMN:NR - FMN:NR + | FMN:NR - FMN:NR -
BP:NR . BE:NR + BP:NR - BP:NR +
Localisation
prédite des = FAD
domaines mutés =
en hachuré
(en gris:protéine MoCo
absente)
Classe de Classe 1 Classe 3 Classe 4
mutant
Complémente Aucune des
avec P autres classes Classes3et 4 Classes 2 et 4 Classe 2 et 3
Figure 5: Tableau de classification des mutants nia chez Nicotiana pblumbaginifolia
ainsi que les activités partielles associées (d’aprés Rouzé et Caboche,
1992).

De récentes études en trois dimensions sur la structure de la NR viennent de montrer qu’on

peut parler de cing domaines: molybdoptérique, I’interphase du dimere, le cytochrome b
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(Cb), le FAD et le NADDH. Quand les domaines FAD et NADH sont combinés, le
fragment cytochrome b5 réductase (CbR) est formé; et quand le domaine Cb est joint au
domaine CbR, on parle de fragment cytochrome ¢ réductase (CcR) comme le montre la

figure 6.

CcR

l Cb CbR

Charniére 1 Charniére 2

\ \

Nitrate réductase

Figure 6: Représentation des domaines catalytiques de la nitrate réductase des
végétaux supérieurs, selon Campbell, 1999.

Le donneur d'électrons impliqué dans la réduction du nitrate en nitrite est le NADH.
L’enzyme bispécifique NAD(P)H utilise aussi bien le NADH que le NADPH, avec
cependant une préférence pour le NADPH. L’accepteur initial d’électrons du
NADH/NADPH est le groupement FAD de I'enzyme. Ensuite, les électrons circulent a
travers le cytochrome b557 jusqu’au site molybdoptérique de I'enzyme pour arriver en

dernier licu au nitrate qui sera réduit en nitrite (figure 4).

La cartographie des sites actifs de I'enzyme a été effectuée en utilisant des
inhibiteurs enzymatiques appropri¢s. Une histidine (Baijal et Sane, 1988), une arginine et
une lysine (Sato er al., 1992) sont impliquées dans la liaison de I'enzyme avec le NADH.
Des différences dans les séquences d’acides aminés entre la forme bispécifique
NAD(P)H:NR de bouleau (Betnula pendula) et celles de la forme mono-spécifique
NADH:NR de nombreuses especes ont €t€¢ mises en évidences au niveau du domaine FAD
de I'enzyme (Schondorf et Hachtel, 1995). Des résidus arginine sont impliqués dans les
fonctions catalytiques des domaines FAD et Mo-Co (Baijal et Sane, 1988). La cystéine

semble également participer de fagon active au transfert d’électrons. Dwivedi et al. (1994)

] ¢)



Espece et type d’organe Clone Caractéristiques Références
NADH : NR
Arabidopsis thaliana 3829 pb, 2 introns Wilkinson et Crawford, 1991
feuilles Génomique 917 aa
Cichorium intybus ADNCc 5387 pb, 3 introns Palms et al., 1996
racines 920 aa
Cucurbita maxima 2754 pb Hyde et al., 1991
cotylédons ADNCc 918 aa
Glycine max NR1: 2661 pb, 886 aa Wu et al., 1995
feuilles ADNc NR2: 2673 pb, 891 aa
Hordeum vulgare 7300 pb, un intron de Schnorr et al., 1991
feuilles Génomique 2700 pb
Licopersicom esculentum 5309 pb, 911 aa Daniel-Vedele et al., 1989
feuilles Génomique
Lotus japonica ADNc Waterhouse et al., 1994
Nicotiana tabaccum 6000 pb, 3 introns Vaucheret ¢t al., 1989
feuilles Génomique 904 aa
Oryza sativa 5400 pb, 3 introns Choit et al., 1989
feuilles Génomique 916 aa
Phaseolus vulgaris
racines Génomique 4600 pb, 3 introns Hoff et al., 1991
Spinacea olacarea 3284 pb, 2 introns Prosser et Lazarus, 1990
feuilles ADNCc 926 aa
NAD(P)H : NR
Betula pendula 3031 bp Friemann et al., 1991
feuilles ADNCc 898 aa
Hordeum vulgare 3538 bp Miyazaki et al., 1991
feuilles Génomique 891 aa

Tableau 1:

Tableau récapitulatif des différents génes nia isolés selon 'espéce et le type

d’organe. Les principales caractéristiques de ces génes sont reportées: taille
de la séquence nucléotidique, nombre d’introns et taille de la protéine en
acides aminés.
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ont remplacé chacun des cinq résidus cystéine du domaine cytochrome réductase d’une NR
de feuille de mais par d’autres acides aminés par mutagenese dirigée et ont conclu que la
cystéine est essentielle au transfert efficace des électrons des nucléotides pyrimidiques aux

flaviniques.

III. Structure primaire de la nitrate réductase

Les méthodes utilisées pour I’isolement du géne codant pour la nitrate réductase

sont souvent basées sur I’isolement de messagers polyadénylés de plantes mises en
conditions d’induction de I'enzyme. Aprés transcription inverse des ARNm, des banques
d’ ADNCc ont été construites dans des phages A.
Le premier ADNc de nitrate réductase a été isolé chez 1’orge (Cheng et al., 1986),
cependant sa taille n'était que de 1,1 kb. Le premier ADNc complet a été isolé chez la
courgette (Crawford et al., 1986). Le tableau 1 récapitule quelques geénes nia de végétaux
supérieurs isolés ainsi que les caractéristiques des séquences nucléotidiques et protéiques.

Chez les plantes supérieures, le nombre de genes varie de une copie chez les
Solanaceae (Pelsy et Caboche, 1992) a huit copies, selon le cultivar, chez le riz (Kleinhofs
et al., 1988). On ne connait pas la raison pour laquelle certaines plantes possedent
plusieurs génes codant pour une nitrate réductase (sauf pour les plantes diploides qui ont le
nombre de copies de gene égale au nombre de génome haploide); d'apres Hoff er al.
(1992), cela peut étre li€ a une optimisation de la réduction du nitrate dans différentes
conditions physiologiques.

La position des introns est généralement bien conservée (figure 7). Chez les plantes
supérieures, seule la région molybdique en contient. Ces introns ne séparent pas les unités
fonctionnelles et leurs tailles varient d’une espéce a I’autre (Daniel-Vedele et al., 1989).
La conservation de I’emplacement ne signifie toutefois pas conservation du nombre
d’introns. En effet, alors que la plupart des génes codant pour des nitrate réductases de
plantes supérieures en contiennent trois, le géne nia2 d’Arabidopsis thaliana en contient
deux (Wilkinson et Crawford, 1991 et 1993) et le haricot en contient quatre dans le géne
nia2 (Jensen et al., 1994).

Chez les champignons ou les algues, il n’y a pas conservation de 1’emplacement des
introns. Ceux-ci sont localisés plus aléatoirement dans le géne nia. Une méme variabilité

est observée quand au nombre d’introns par géne; par exemple chez Volvox carteri il y en
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Figure 7: Structure des genes nia de quelques plantes supérieures (d’apres Caboche et
Rouzé, 1990). Pour chaque gene, les tailles de la séquence 5’ non traduite de
I’ARNm, des exons et des introns sont données en nombre de nucléotides.
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a 10 par gene (Gruber et al., 1992), quatre chez Letosphaera maculans dont un dans la
région hémique (Williams et al., 1994) et chez Neurospora crassa un seul dans la région

hémique (Okamoto et al., 1991).

Cependant "analyse des séquences codantes des geénes nia indique que la structure
des protéines nitrate réductase est conservée et un seul modele a été proposé pour décrire

toutes les nitrate réductases eucaryotiques (Figure 2 selon Caboche et Rouzé, 1990).

Les séquences primaires des domaines catalytiques des nitrate réductases ont été comparées
a celles des protéines a pouvoir oxydo-réducteur (pour revue: Caboche et Rouzé, 1990): la
partie flavinique présente une homologie avec la cytochrome b5 réductase (Yubiushi ef al.,
1987) et la partie hémique avec le cytochrome b5 (Le et Lederer, 1983 ; Calza et al., 1987).
En ce qui concerne la partie molybdique, trés peu d’homologies sont retrouvées avec les
autres molybdoprotéines sauf pour les 80 premiers acides aminés qui présentent des régions

d’homologie avec la sulfite oxydase (Crawford et al., 1988)(Figure 8).

(a) (b)

v \

Nitrate réductase

7 Sulfite oxydase
N' Molybdine [~ C 0%
Cytochrome b5 NI
48 % C

Cytochrome b5 réductase
7 o~

Figure 8: Représentation schéematique des régions d’homologies de la protéine nitrate
réductase avec d'autres protéines oxydo-réductrices et des régions sensibles
a la protéolyse par la trypsine (a) et la protéase V8 (b). Les chiffres
indiquent les pourcentages d’homologies entre la nitrate réductase et les
différentes protéines oxvdo-réductrices indiquées.



Etude Bibliographique

IV. Régulation de l'assimilation du nitrate

Contrairement au métabolisme carboné, les régulations s’exercant sur 1’assimilation
du nitrate sont encore mal connues.
Les végétaux supérieurs peuvent assimiler le nitrate soit dans les feuilles, comme les
herbacées, soit dans les racines comme les ligneux ou les plantes a croissance lente (Gojon
et al., 1994). Lors de la germination de la graine, cette assimilation se fait toujours dans les
jeunes racines.
Les études menées ces dernieres années sur les mécanismes de régulation de la réduction
du nitrate ont abouti a deux conceptions. Selon certains auteurs c’est la disponibilité en
énergie et en squelettes carbonés qui régule la nitrate réductase (Pace et al., 1990; Glaab et
Kaiser, 1993). Pour d’autres, le flux de nitrate constitue le facteur primordial de la

régulation de la réduction du nitrate (Ismande et Tourraine, 1994; Gojon et al., 1994).

IV. 1. Absorption du nitrate et activité nitrate réductase

L’absorption du nitrate est un processus qui demande de 1’énergie puisque,
pour un équivalent nitrate absorbé, la plante dépense une mole d’ATP (Glass, 1988).
L’absorption semble se faire selon deux mécanismes présentant des cinétiques
Michaelienne différentes. Il existe un systeme de transport actif, sensible aux inhibiteurs
métaboliques, inductible par le nitrate mais présentant une faible affinité pour ce dernier
(Glass, 1988). Le second systéme, moins sensible aux inhibiteurs métaboliques, est un
systeme de transport passif (Hedrich et Schroeder, 1989; Siddiqi et al., 1990).
De nombreux génes codant pour des transporteurs de nitrate ont ét€ isolés chez les
végétaux supérieurs (pour revue: Daniel-Vedele et al., 1998). Les travaux effectués sur les
transporteurs de nitrate chez de levures et de champignons ont largement contribué aux
avancées concernant la connaissance des transporteurs chez les plantes supérieures. Ainsi,
par homologie avec les transporteurs crnA chez Aspergillus nidullans (Unkles et al., 1991)
et nar-3 et nar-4 chez Clamydomonas reinhardtii (Quesada et al., 1994) il a ét€ suggéré
que les ADNc pBCHI1 et pBCH2 isolés chez 1'orge par RT-PCR (Trueman et al., 1996)
étaient des transporteurs de nitrate. Une méme approche de RT-PCR a été utilisée pour
isoler un ADNc d'un géne codant pour un transporteur de nitrate chez Nicotiana

plumbaginifolia (Quesada et al., 1997).
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Le géne Chll a ét€ cloné chez Arabidopsis thaliana. Ce géne coderait pour un transporteur
a faible affinité chez le nitrate. L’expression de ce gene dans des oocytes de Xenopus
induit la production d’une protéine CHL1 en présence de nitrate et par des pH faibles. Elle
permet le transport du nitrate et du chlorate (analogue du nitrate) (Tsay et al., 1993). Plus
récemment, deux transporteurs de nitrate ont été isolés chez Arabidopsis thaliana en
utilisant la technique de differential display ou de RT-PCR & I’aide d'amorces dégénérées
(Filleur et Daniel-Vedele, 1999; Zhuo et al., 1999). Ces deux genes, Nrtl; 1At et Nrt2;1At,
présentent des homologies de 86% au niveau des acides aminés et 89% au niveau des

acides nucléiques avec les autres transporteurs eucaryotiques a forte affinité.

Tous les génes codant pour un transporteur de nitrate, codent pour une protéine
d'environ 55 kDa chez les levures et les champignons et pour une protéine de 65 kDa chez
les plantes supérieures. Elles comportent toutes 12 domaines trans-membranaires. Cette
structure avec 12 domaines trans-membranaires est retrouvée chez tous les transporteurs

(acides aminés, sucres ou ions) des végétaux supérieurs (pour revue: Logan et al., 1997).

L’absorption de I’ion nitrate est couplée soit a un symport des protons dans la

cellule végétale (McClure et al., 1990; Glass et al., 1992), soit & un antiport d’un ion

HCO3" (Tourraine et al., 1988). Elle entraine une alcalinisation du milieu (Dijkshoorn,

1962) et la mise en ceuvre d’une régulation du pH intracellulaire (Raven et Smith, 1976).

La présence d’ions ammonium dans le milieu réduit le probléme d’alcalinisation

cytosolique, car 1’absorption d’un ion NH4 7 est couplée a I'antiport d’un proton.

Les plantes réduisant le nitrate dans les feuilles produisent des acides carboxyliques et des
acides aminés qui constitueraient des signaux capables de contrdler 1’absorption du nitrate
par le systtme NO,/HCO,. Ainsi I’addition de glutamine, voir d’arginine, inhibe
I’absorption de NO, (Tourraine et al., 1994). La capacité d’absorber le nitrate controlerait
alors la distribution de I’activité nitrate réductase dans les feuilles et les racines (Ismande
et Tourraine, 1994). Selon une étude de Gojon er al. (1994), c’est la disponibilité du
nitrate qui contrdlerait la taille des pools racinaires du nitrate qui, soit s’accumule dans les
vacuoles, soit entre dans le processus de réduction, soit est transporté dans la stele vers les
feuilles. La distribution de I’ANR au sein d’une plante serait déterminée par la distribution

du nitrate et les besoins locaux en azote réduit.
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L’ion nitrate absorbé du sol n’est pas uniformément distribué dans les cellules d’un
tissu particulier. Chez des racines de mais, lors d’un apport de 200 uM de nitrate dans le
milieu, I’accumulation du nitrate et la présence de la protéine nitrate réductase ne sont
détectées que dans les cellules de I'épiderme. A plus forte concentration (20 mM), la
protéine NR est aussi retrouvée dans les cellules corticales (Rufty et al., 1986). Par
immunolocalisation sur des coupes de racines de mais, Federova et al. (1994) ont observé
la présence de NR dans les cellules de I'épiderme, du cortex, mais également dans le
péricycle et le parenchyme vasculaire.

Dans les racines de chicorée, selon la concentration en nitrate fournie par la solution
nutritive, une accumulation importante d’ ARN est observée soit dans le cortex, soit dans la
stele pour des concentrations respectives de 0,2 a 5 mM (Palms et al., 1996).

Tous ces résultats semblent indiquer que la distribution du nitrate est un paramctre

déterminant de 1’expression tissulaire du géne la NR.

IV. 2. Activité NR, métabolisme carboné et pouvoir réducteur
La réduction du nitrate en ammonium, puis !’incorporation de celui-ci en
acides aminés consomment du pouvoir réducteur, des squelettes carbonés et de 'ATP. 1l
n'est donc pas surprenant que les réactions de réduction du nitrate se déroulent
principalement dans les cellules du mésophylle, 1a ou a lieu la photosynthése. En effet, on
considére que 55 % du carbone assimilé peut étre consommé par le métabolisme azoté

(Huppe et Turpin, 1994).

Les feuilles recoivent le nitrate provenant de 1’absorption racinaire et distribuent les acides
aminés glutamine et asparagine, issus de leur activité d’assimilation, a4 I’ensemble de la
plante (Cooper et al., 1986).

Comme la nitrate réductase est une enzyme cytosolique et que la source de pouvoir
réducteur est produite dans le chloroplaste, il doit exister un systéme de transfert du
NADH du chloroplaste vers le cytosol. Un tel systeme a déja été suggéré par Klepper et al.
(1971) dans lequel le dihydroxy-acétone-phosphate (DHAP), produit par le chloroplaste,
est transporté dans le cytosol et converti en 3-phosphoglycéraldéhyde (PGA). Cette
conversion permet la production de NADH et d'ATP. Le PGA est alors transporté vers le
chloroplaste, et le NADH du cytosol peut étre utilisé pour la réduction du nitrate (figure 9

a). Un autre systeme a ét€ proposé par House et Anderson (1980), basé sur une navette
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malate/oxaloacétate (OAA). La synthése du malate dans la mitochondrie nécessite du
NADPH, et, aprés son transport dans le cytosol, il est oxydé en oxaloacétate. Le NADH

alors produit est utilisé par la nitrate réductase (figure 9 b).

En plus de I'ATP et du pouvoir réducteur, l'assimilation du nitrate exige des
squelettes carbonés. En effet, I'accumulation d'ammonium étant toxique, la plante est
obligée de l'incorporer dans la fraction organique sous forme de glutamine. Cette derniére
peut étre soit une forme de stockage d'azote, soit une forme de transport, soit le point de
départ du métabolisme de 1'azote organique.

Les métabolites carbonés et azotés circulent dans la plante, et leur distribution est soumise
a la compétition qui s’exerce entre les différents tissus non producteurs (appelés puits).
Ces tissus sont de jeunes feuilles, le systtme racinaire et encore des fruits en voie de
développement. Ces rapports de force entre ces différents tissus changeant au fur et a
mesure que la plante se développe, le transport des métabolites azotés et carbonés est aussi
soumis a ces changements.

I1 est donc important d'étudier les interactions entre ces deux métabolismes afin de mieux
comprendre leur régulation. Les premicres études démontrant ces relations ont été réalisées
sur des algues unicellulaires (Syrett, 1953, 1956 et 1988). Il existe, dune part, une
compétition entre les deux voies pour les électrons produits par la photosynthese. Et
d'autre part, la réduction du nitrate dépend de la quantité¢ de pouvoir réducteur et d'énergie
produite par la fixation du gaz carbonique. Les enzymes de la voie de réduction du nitrate
sont stimulées par le pouvoir réducteur provenant de la photosynthése pour les tissus
foliaires ou par le métabolisme des sucres pour les tissus racinaires.

Les relations entre l'assimilation du carbone par la photosynthése et l'assimilation azotée
dans les feuilles ont fait I’objet de nombreuses recherches (Bloom et al., 1989; De La
Torre et al., 1991; Vincentz et al., 1993; Foyer et al., 1994). 1l existe une synchronisation
de I'assimilation azotée et de la fixation du carbone ainsi que sa répartition au sein de la

plante (Huber et al., 1992a; Manh et al., 1993).
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Figure 9: Représentation schématique des navettes produisant du NADH dans le

cytosol.
V. Régulation de la nitrate réductase

V.1. Le nitrate

Le nitrate est le substrat de la nitrate réductase, mais aussi un inducteur
spécifique de la production de cette enzyme. Cette derni¢re propriété a été démontrée dans
la plupart des études réalisées depuis Tang et Wu en 1957 (pour revue: Srivastava, 1980).
A de rares exceptions pres (Streit et al., 1985), les génes de NR des bactéries,
champignons et des plantes supérieures répondent a I'induction par le nitrate (Kleinhofs et
Warner, 1990 pour revue). Des concentrations variables de nitrate sont cependant
nécessaires pour une induction optimale de la NR selon les différentes especes, ce qui est
probablement lié au taux d’incorporation et/ou de mobilisation différents suivant les
génotypes (Srivastava, 1980). Quand une plante entiere ou des organes excisés sont
incubés dans un milieu contenant du nitrate, aprés un temps de latence de 15 a 45 minutes
I’ANR augmente linéairement pendant 180 & 400 minutes. Par la suite, un niveau moyen
est maintenu. Cependant, si on Ote le nitrate du milieu, ’activité nitrate réductase décline.
L’ augmentation linéaire d’activité NR est réduite par des inhibiteurs de la transcription et

de la traduction. Chez un grand nombre d’especes, I’apport de nitrate stimule la syntheése
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d’ARNm NR. Par exemple, chez Cucurbita maxima (courge) une augmentation de la
synthése d’apoprotéine en réponse au nitrate est liée a une augmentation des quantités
d’ARNm NR (Crawford et al., 1986). Vincentz et Caboche (1991) ont montré, par
I’analyse de plantes transgéniques, que ’induction de la NR par le nitrate €tait due a un
mécanisme transcriptionnel de régulation. Cette hausse de la transcription nécessite des
plastes intacts dans les cotylédons (Oelmuller et Briggs, 1990). Chez I’orge, quand des
germinations, poussé sur un milieu dépourvu de nitrate, sont transférées sur un milieu en
contenant, les ARNm NR passent d’un taux treés faible a un taux €levé en quelques heures
a la fois dans les racines ou les bourgeons (Melzer et al., 1989). Dans des plantules de
tabac ou de tomate cultivées sur nitrate, de nouvelles applications de nitrate augmentent le
taux d’ARNm NR (Galangau et al., 1988). Dans des racines de mais, I’augmentation
d’ANR en réponse au nitrate est corrélée au taux d’ARNm NR (Long et al., 1992; Li et
Oaks, 1995). Dans des racines de chicorée, le taux d’ARNm augmente aprés un quart
d’heure d’induction par SmM de nitrate, pour €tre stable au bout de quatre heures. Cette
induction n’est pas observée dans les feuilles (Palms et al., 1996).

L’effet du nitrate sur des enzymes NAD(P)H:NR a également été examiné. Chez 1’orge,
par exemple, des génes codant a la fois pour une NADH:NR et une NAD(P)H:NR ont été
isolés et séquencés (Schnorr et al., 1991; Miyazaki et al., 1991). Ils montrent un grand
degré de similitude, mais divergent pour la partie 5°. Cette divergence indique aussi qu’il
pourrait exister une différence de régulation dans 1’expression de ces deux genes. Chez le
soja, I’apport de nitrate n’a pas d’effet sur I’activité NR de la forme NAD(P)H:NR mais
seulement sur celle de la forme NADH:NR (Streit et al., 1985, 1987). Toutefois, chez
I’orge, les ARNm NADH:NR et NAD(P)H:NR ont des niveaux détectables dans les
feuilles et les racines 15 a 30 minutes apres que les racines des plantules ont été mises en
contact avec le nitrate (Sueyoshi et al., 1995). La privation en nitrate déclenche une chute
rapide a la fois dans des quantités d’ARNm et de I’ ANR des deux iso-formes de la nitrate
réductase. Cela indique que, chez l'orge, les deux geénes Narl et Nar7, codant
respectivement pour NADH:NR et NAD(P)H:NR, sont sous le contréle d’une méme
régulation par le nitrate.

Toutes ces études montrent que les genes de nitrate réductase des végétaux supérieurs
sont inductibles par le nitrate. Cependant, il existe des exemples de génes nia qui sont
exprimés de facon constitutive. Chez Clematis vitalba, Bungard et al. (1999) montrent que

I'ammonium peut activer les nitrate et nitrite réductases en absence de nitrate. L'activité
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NR peut augmenter jusqu'a 3 fois en absence de NO,. Des analyses par Western blot
montrent que l'ammonium induit la synthese de protéine NR et NiR, mais pas de la
glutamine synthase. Il est de plus montré que des plantes de tabac et de bouleau placées
dans les mémes conditions ne montrent pas une telle réponse a l'ammonium. Clest la
premiére publication montrant une telle réponse a l'ammonium. En effet, d'autres
publications ont montré que I'ammonium pouvait stimuler ' ANR mais en synergie avec le
nitrate, jamais en son absence (Rajasekhar et Mohr, 1986; Takacs et Técsi, 1992). Chez le
colza, il a été récemment montré au laboratoire que 1'ammonium avait aussi un effet

inducteur sur la nitrate réductase (Leleu et al., 2000).

V.2. La glutamine

On a pu remarquer chez de nombreuses espcces végétales I’inhibition de
I’ANR par un ajout de glutamine. Cette inhibition intervient au niveau transcriptionnel
comme chez le soja (Callaci et Smarelli, 1991; Wu et al., 1995), le tabac (Deng et al.,
1991; Vincentz et al., 1993), le mais (Li et Oaks, 1993) ou encore chez des cultures
cellulaires d’épinard (Shiraishi et al., 1992). L’inhibition causée par la glutamine peut étre
partiellement levée par une addition de glucose dans des feuilles de tabac (Vincentz et al.,
1993). Le niveau endogene de glutamine semble aussi contrdler 1’expression de la nitrate
réductase. En effet, chez le tabac, I’inactivation de la glutamine synthétase, qui aboutit a
une chute dans la concentration de glutamine endogéne, provoque une hausse du taux
d’ARNm NR (Deng et al., 1991). Dans des plantules de mais, la nitrate réductase des
racines est plus sensible aux apports de glutamine que celle des feuilles. Ceci est
apparemment du au fait que la NAD(P)H:NR (enzyme principalement racinaire) est plus
sensible que la NADH:NR (Long et al., 1992). Cependant, les taux d’ ARNm des racines et
des feuilles sont sensibles de la méme maniére aux fluctuations de la glutamine. Ainsi, il
doit exister un régulateur post-tanscriptionnel supplémentaire dans les racines en présence
de glutamine.
Dans des cultures cellulaires d'épinard, il a récemment été montré que les génes de NR et

de NiR ne seraient pas co-régulées par la glutamine alors qu'ils le sont par le nitrate

(Ogawa et al., 1999).
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V.3. Les cytokinines et Pacide abscissique

Des ajouts exogenes de cytokinines influencent positivement I’ANR,
cependant, 1’amplitude de la réponse dépend de I’espéce étudiée, de la concentration et la
nature de la cytokinine utilisée. De plus, il semblerait que le taux de cytokinines endogénes
soit un facteur important dans la sensibilité aux cytokinines exogenes. En effet, il est a
noter que les tissus qui ne répondent pas aux cytokinines sont déja riches en cytokinines
(Banowetz, 1992). Comme pour le nitrate, les cytokinines semblent agir au niveau
transcriptionnel sur I'induction de I’ANR (Lu et al., 1992; Samuelsson et al., 1995).
Cependant, il faut noter que Lu er al. (1992) réalisent I'induction par le nitrate et la
lumiére puis par les cytokinines. L’ induction par les cytokinines est plus forte en présence
de nitrate qu’en son absence (Banowetz, 1992), bien que ces deux inducteurs ne semblent
pas agir en synergie (Samuelsson et al., 1995). Samuelsson et al. (1995) ont également
montré que 1’apport de nitrate augmentait le niveau de zéatine riboside dans les racines et
les pousses de I’orge. Ceci pourrait déterminer I’influence d’apport exogene de cytokinines
sur I’ANR en présence de nitrate. Le mécanisme exact de I’induction de la transcription
par les cytokinines n’est pas encore connu. Cependant, Suty et al. (1993) ont montré que
les ARNm transcrits en présence de cytokinines ont une polyadénylation différente qui

pourrait affecteur leur durée de vie.

Yu et al (1998) ont montré qu’il existe une différence d’expression des geénes nial et nia2
d’Arabidopsis thaliana en réponse a un traitement par la benzyl-adénine. L’ANR est
inductible par un traitement avec cette hormone. Cependant, le géne nia2, responsable de
90% de I’ ANR (Wilkinson et Crawford, 1991), n’est pas activé alors que le géne nial voit

son niveau de transcription augmenter fortement.

L’acide abscissique réprime l’expression du geéne NR chez 'orge. Cependant, cette
répression peut étre contrebalancée par une concentration égale de benzyladénine (Lu et
al., 1992). Ainsi, ’acide abscissique semble agir, comme les cytokinines, au niveau
transcriptionnel. Par contre, les travaux réalisés sur la chicorée ont montré, contrairement
au modele général, une augmentation de I’ANR dans les racines en présence d’ABA
(Chraibi, 1988). L’accroissement d’activité NR en présence d’acide abscissique a été
confirmée dans des plantules de chicorée 4gées de trois semaines. Cependant, une

surexpression du gene nia, ainsi qu’une augmentation du taux de protéine NR, sont

22



Etude Bibliographique

observables, impliquant une régulation transcriptionnelle (Goupil et al., 1998).

Bueno et al. (1994) suggerent quant a eux, que I’augmentation d’ANR due a la kinétine
dans des cotylédons de Cicer areitenim, est due a la fois a la synthése et a la

déphosphorylation de I’enzyme.

V.4. Les auxines
Les résultats sont trés contradictoires, ainsi, il est impossible de dégager un
schéma d’action généralisable. Par exemple, I’apport exogene d’auxine entraine une
répression de I’ANR chez le mais (Rao ef al., 1984), une activation chez le blé (Klepper,
1979) et une activation enzymatique et transcriptionnelle de la NR chez la chicorée.
Cependant, dans le dernier cas, il semblerait que cela soit dii a un effet indirect li€ a la

rhizogenése (Vuylsteker et al., 1997).

V.5. La lumieére
V.5.1. Nature du signal

La lumiére augmente ’activité nitrate réductase (ANR) chez la plus
grande partie des plantes supérieures, cette augmentation d’ANR dépend de Ia
transcription des génes NR (Melzer et al., 1989; Mohr et al., 1992). Dans les feuilles
étiolées, le signal est pergu par le systeme du phytochrome qui, cependant, semble jouer un
role mineur dans la réponse de la NR a la lumiere dans les feuilles vertes (Thompson et
White, 1991).
Dans les feuilles vertes de Perilla, Kannangara et Woolhouse (1967) ont montré que
I’induction de la NR est possible seulement en présence de CO,. La fixation du CO, par la
photosyntheése est souvent nécessaire pour une ANR maximale (Klepper et al., 1971;
Kaiser et Brendel-Behnisch, 1991). Ceci laisse suggérer une action indirecte de la lumiere

sur la transcription de la NR via les photoassimilats.

V.5.2. Régulation du taux d’ARNm et synthése de novo de l’enzyme.
Les taux d’ARNm et de protéine NR ainsi que I’ANR suivent un
rythme circadien pour ce qui est de I’effet lumicre (Lillo, 1984; Lillo et Ruoff, 1989). La
lumiere régule le taux d’ARNm, par contre il existe également un rétrocontrdle sur ce taux

d’ARNm NR. On pense que certains métabolites issus de l’assimilation du nitrate
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atteignant une certaine concentration dans la cellule, entrainant une baisse de la synthese
d’ARNm NR. En effet, des mutants de Nicotiana plumbaginifolia défectueux dans le
cofacteur molybdique ne présentent pas d’ANR (Pouteau et al., 1989). L’assimilation du
nitrate n’est pas possible dans de tels mutants et les fluctuations circadiennes de quantités
d’ARNm NR sont abolies. L’existence d’un rétrocontrdle négatif par des métabolites issus
de ’assimilation du nitrate a été démontrée par des expériences au cours desquelles on
fournit du tungstene a des feuilles de tabac, donnant de ce fait une enzyme NR non
fonctionnelle. Dans ces feuilles, la production d’ ARNm NR est toujours constante (Deng
et al., 1989).

La glutamine semble €tre le composé qui exerce un contrdle négatif sur I’expression de la
NR (Callaci et Smarrelli, 1991; Deng et al., 1991; Shiraishi et al., 1992).

L’induction positive par la lumiere et le feed-back négatif causé par la glutamine
empéchent une surexpression des génes NR.

Généralement, chez les végétaux supérieurs, I’ANR, le taux de protéine et le taux
d’ARNm NR sont élevés au début de la photopériode et diminuent 5 & 6 heures plus tard
méme quand les plantes sont exposées a de fortes intensités lumineuses (Lillo, 1984;
Galangau et al., 1988; Deng et al., 1989; Lillo et Ruoff, 1989). Une augmentation de la
quantit¢ d’ARNm NR ou de ’ANR est aussi observée pendant la nuit (Lillo, 1984;
Galangau et al., 1988; Deng et al., 1989). La dégradation de I’amidon et sa remobilisation
dans les chloroplastes pendant une période d’obscurité (Gordon et al., 1980) peut causer
ces augmentations.

L’influence des changements de température ou des conditions d’éclairement dans les
piéces de cultures peuvent parfois compliquer I'interprétation des effets de la lumiere. Des
plants de blé ont été soumis a des températures constantes le jour comme la nuit, des
échantillons sont prélevées toutes les heures ou demi-heures et permettent d’observer une
subite augmentation des ARNm NR. Le taux d’ARNm atteint son maximum a peu prés
une heure apres que la lumiere soit allumée puis chute, bien que les plantes soient toujours
maintenues a la lumiere (Lillo, 1991). Des expériences de run-off montrent que
I’augmentation d’ARNm est due a une augmentation d’activité transcriptionnelle (Lillo,
1991).

L’induction par la lumiere nécessite des intermédiaires qui proviennent des produits de la
fixation du CO, : le saccharose ou le glucose peuvent remplacer I’induction d’ ARNm NR

par la lumiere des feuilles d’Arabidopsis thaliana. Les éléments qui contrblent cette
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réponse au saccharose et au glucose sont localisés dans une région de 2,7 kb en amont du

gene NR, comme 1’ont démontré Cheng et al. (1992) par I’utilisation de génes rapporteurs.

V.5.3. Modulation de I’ANR par la lumiére au niveau protéique

- pH. Buchanan (1980) a montré que le pH du stroma, augmentant
en présence de lumiere, peut contribuer a une augmentation d’activité de nombreuses
enzymes. Il a également été démontré que le pH du cytosol augmente de 0,2 a 0,5 unités
en réponse a la transition obscurité / lumiere (Kurkdjan et Guern, 1989). Bien que le pH ait
été jugé comme influengant trées peu I’ANR (Kaiser et Brendle-Behnisch, 1991), des
publications plus récentes montrent que le pH optimum pour l'activité de la NR est plus
élevé en tampon phosphate de potassium (7,8) qu’en tampon HEPES (7,5), a la fois chez
la courge et I’orge (Lillo, 1994a). D’apres Lillo (1994a) le tampon phosphate de potassium
refléte mieux le pH physiologique optimum et une augmentation de 0,5 unités pH résulte

en une augmentation de 100% d’ANR.

- Influence de 1’adénine et des nucléotides pyrimidiques. A certaines

concentrations, le NADH est généralement considéré comme inhibiteur de 1’ANR.
Cependant, Aryan et Wallace (1985) ont montré que I’inhibition de I’ANR par le NADH
agit par I’intermédiaire de radicaux superoxyde produits dans les extraits. A part cela,
Pinhibition par le NADH a été trouvé avec des combinaisons avec du cyanure ou de
I’hydroxylamide, qui bloquent la sous-unité molybdique (Solomonson et Barber, 1990).
Lillo et Ruoff (1992) ont montré que le NAD(P)H active la NR, et que I’interconversion
entre une forme de faible activité et une autre avec une activité spécifique doublée dépend
de la présence de NAD(P)H.

Les nucléotides dérivés de 1’adénine influencent I’ANR selon plusieurs voies complexes.
L’ADP inhibe I’ANR d’environ 50% (Sanchez et Heldt, 1990). L’ ATP inhibe également
I’ ANR chez I’épinard (Kaiser et Spill, 1991) ou chez des espéces comme la courge, I’orge
ou l’avoine (Lillo, 1994b). On pense que cette inactivation par ’ATP est due a la

phosphorylation de I’enzyme.
- Inhibition par le calcium et le magnésium. .’ ANR dans les extraits

foliaires bruts d’épinard ou de courge provenant de plantes transférées a 1’obscurité pour

quelques heures ou méme quelques minutes est inhibée par SmM de Mg2+ et de Ca2+.
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Ceci est contraire a ce qui est observé avec des extraits faits quelques heures apres le début
de la photopériode, qui ne montrent pas ou trés peu d'inhibition de 'ANR par le Mg2+ et

de Ca2+ (Huber et al., 1992b; Kaiser et al., 1992; Riens et Heldt, 1992; Lillo, 1994b). De
tels résultats suggerent l'existence de deux différentes formes de la NR a la lumicre et a
'obscurité. La comparaison de la forme purifiée de la NR et les formes dans des extraits de
plantes a la lumiére ou a l'obscurité montre que la forme trouvée a l'obscurité correspond a
la forme de la NR montrant un phénomeéne d’hysteresis, et que la forme a la lumiére
correspond a celle montrant une formation continue de produits (Lillo, 1994c).

Le calcium est depuis longtemps considéré comme un messager secondaire
important dans les cellules animales et plus récemment chez les plantes (Roberts et
Harmon, 1992). Cependant, la NR n'est pas aussi sensible aux changements de calcium
qu'elle ne I'est & la calmoduline (Roberts et Harmon, 1992). D'apres Lillo (1993), 1a NR est
sensible a des concentrations de calcium d’environ 100 uM. Le calcium peut étre remplacé
par le magnésium. Si la concentration en magnésium est plus importante dans le
cytoplasme des cellules que celle du calcium, le magnésium est alors un inhibiteur plus

puissant que le calcium.

V.5.4. Modélisation de l'influence lumiere/obscurité sur la NR
Apres la réduction du nitrate en nitrite dans le cytosol par la
NR, le nitrite est converti en ammonium par la nitrite réductase dans les chloroplastes.
Cette réduction est dépendante de la lumiére. En effet, la ferrédoxine réduite par la
photosynthese est le donneur d’électron. Cependant, on peut se demander s’il n’existe pas
un risque d’accumulation de nitrite dans la cellule a 1’obscurité. Sanchez et Heldt (1990)
n’ont pas observé d’accumulation de nitrite et ont montré que I’ANR chute de 15% avec
une demi-vie de seulement deux minutes quand des feuilles d’épinard sont mises a
Pobscurité. Plusieurs facteurs, tels que la baisse de pH, une augmentation de la
concentration en ADP ou en phosphate (Sanchez et Heldt, 1990), et probablement le
cyanure ou des superoxydes (Solomonsen et Barber, 1990) peuvent contribuer a réduire
I’ANR a I’obscurité et ainsi éviter I’augmentation de nitrites. Cependant, il a été montré
par Sanchez et Heldt (1990) que ces facteurs ne sont pas suffisants pour inactiver la nitrate
réductase.
Quand le milieu est épuisée en NAD(P)H in vitro, la NR est convertie en une forme

moins active montrant un comportement d'hysteresis pendant environ trente minutes (Lillo
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et Ruoff, 1992). Ceci est trop lent pour expliquer la demi-vie de deux minutes entrevue

pour la désactivation de la NR. Cependant, I’enzyme est immédiatement et trés fortement

inhibée par le Ca'et le ng quand elle commence sa conversion en sa forme hystérétique.
Une chute d’ATP et une augmentation d’ADP sont observées transitoirement dans des
protoplastes d’Avena sativa quand la lumicre est éteinte (Hampp et al., 1982). Il est
possible qu'une chute de la concentration du NADH puisse apparaitre quand la lumigre est
coupée, puisque 1’approvisionnement en ATP et de NADH dépend du méme mécanisme
navette du cycle de Calvin. Un arrét brutal d’apport en NADH ameénerait rapidement
I’inactivation de la NR en présence de concentrations physiologiques de magnésium.
L’ANR serait alors réactivée par un autre apport de NADH. Le comportement hystérétique
de I’enzyme peut causer un retard dans la réactivation et empécher une accumulation de
nitrite. Ce retard dans la réactivation permet probablement d’avoir un temps nécessaire
pour dégrader la NR et d’établir un niveau d’activité NR stable et ajusté a la capacité de

réduction du nitrite a I’ obscurité.

V.5.5. Phosphorylation de la NR et inhibition par la protéine 14-3-3
Kaiser et al. (1991) ont découvert que [’activité nitrate
réductase est régulée par un phénomene de phosphorylation/déphosphorylation de la
protéine. La forme NR-phosphorylée est liée a I’inhibition de I’ ANR & I’obscurité dans des
feuilles et en présence d’ions divalents Ca™ ou Mgl" (Huber et al., 1992a; MacKintosh,
1992). Des protéines kinases dépendantes du Ca™ et capables de phosphoryler la NR ont
été caractérisées in vitro (Bachmann et al., 1996; Huber et al., 1996; Moorhead et al.,
1996; Douglas et al., 1998). Le site de phosphorylation qui entraine I’inhibition de la NR a
€té caractéris€ chez Arabidopsis thaliana NIA2 comme étant une Ser 534 et chez 1’épinard
une Ser 543; cette Ser se trouve dans la charniere 1 de toutes les NR de plantes supérieures
(Douglas er al., 1995; Bachmann et al., 1996; Su et al., 1996). Par mutagenése dirigée qui
a remplacé la Ser 534 par une Asp chez Arabidopsis thaliana il a été possible d’obtenir
une protéine NR insensible a la régulation par phosphorylation (Douglas et al., 1995;
Bachmann et al., 1996; Huber et al., 1996, Moorhead et al., 1996; Su er al., 1996). La
séquence adjacente de la Ser cible est importante pour la reconnaissance par la protéine
kinase et a la composition suivante:
Leu-Lys-(Lys/Arg)-(Ser/T hr)-(Val/Ile/Ala)— ~(Thre/Leu)-Pro-Phe-Met (Bachmann et
al., 1996; Huber et al., 1996).



Inactive

Figure 10:  Représentation schématique de la régulation post-transcriptionnelle de la NR
par mécanisme de phosphorylation = déphosphorylation.
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La réactivation de la NR a la lumiere dépend d’une protéine phosphatase de type 2A
(inhibée par I’acide okadaique et par la microcystine), qui catalyse la déphosphorylation de
la NR (Huber et al., 1992b; MacKintosh, 1992; Huber et al., 1996; Moorhead et al., 1996)
(figure 10). Cependant, la NR purifiée n’est pas inhibée par la phosphorylation en présence
comme en absence de Mg™* (Huber et al., 1996). Ceci a en plus contribué a la découverte
d’un inhibiteur protéique dans les extraits bruts qui se lie a la NR. Il a été identifié comme
étant une protéine d’attachement appartenant aux protéines 14-3-3 (Bachmann et al., 1996;
Ferl, 1996; Sehnke et Ferl, 1996; Moorhead et al., 1996; Huber et al., 1996; Finnie et al.,
1999). La structure 3D des protéines 14-3-3 animales a ét¢ déterminée, elle présente neuf
hélices o, et forme un dimére avec deux rainures d’attachement de 30 A (Liu et al., 1995;
Xiao et al., 1995). Les protéines 14-3-3 reconnaissent sur les peptides cibles une séquence
Arg-Xxx-Xxx-Ser_P-Xxx-Pro. Le phosphate est 1i€ a deux résidus Arg et un résidu Lys
dans la rainure d’attachement sur un des dimeres, 1’autre s’attache au résidu hydrophobe
de la séquence cible (Petosa et al., 1998). Cette séquence d’attachement est similaire a
celle nécessaire a la reconnaissance par la protéine kinase des NR des plantes supérieures,
excepté pour I’ Arg initiale qui est souvent une Lys chez la NR.

Le fait de supprimer la région N-terminale hautement acide de la NR génére un
attachement de la protéine 14-3-3 moins fort qu’avec la NR native (Nussaume et al., 1995;
Moorhead et al., 1996; Lejay et al., 1997), I’existence d’un second site d’attachement pour
la protéine 14-3-3 dans cette région est possible mais ne semble pas nécessiter sa
phosphorylation pour effectuer I’attachement (Campbell, 1999).

Pour résumer (figure 10), la protéine NR doit &tre phosphorylée par le complexe Mg-ATP
au niveau de la Ser cible dans la charniere 1. Cette étape est catalysée par une NR protéine
kinase. En présence de Mg”, une protéine d’attachement appartenant a la famille des
protéines 14-3-3, présente dans le cytoplasme, s’attache a la NR-P et inhibe son activité.
[’ attachement de la protéine 14-3-3 a la NR-P semble bloquer le flux d’électron entre les
domaines hemique et Mo-ptérique par un mécanisme inconnu (Huber et al., 1992b; Huber
et al., 1996). La protéine 14-3-3 s’attachant dans une région charnicre entre les domaines
hémique et molybdoptérique, I’inhibition est sans doute due & un changement du potentiel

rédox de I’héme dont la structure serait altérée (Campbell, 1999).
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V.6. Bilan des régulations

Les régulations de la nitrate réductase chez les végétaux supérieurs peuvent
donc se dérouler a trois niveaux: au niveau transcriptionnel, au niveau post-
transcriptionnel et au niveau post-traductionnel (pour revue: Daniel-Vedele et Caboche,
1996). La plupart des régulations a lieu au niveau transcriptionnel. En effet, les seuls effets
post-transcriptionnels ou post-traductionnels connus sont dus a I’ammonium, qui influerait
négativement la stabilit¢ des ARNm NR, et la lumiere qui influence le passage de la
protéine NR d’un état phosphorylé inactif & un état déphosphorylé actif. Les autres
régulations ont lieu au niveau transcriptionnel. Ces régulations peuvent avoir une activité
négative sur la transcription comme c’est le cas pour 'acide abscissique et la glutamine.
Par contre, le nitrate, les cytokinines, les sucres et la lumiere ont une effet activateur de la

transcription des genes nia (figure 11).

Régulation  Transcriptionnelle Post-transcriptionnelle Post-traductionnelle

r Lumiere
Ammonium Ca2

(stabilité des ARNm)
ATP \ ADP

Acide abcissique
Glutamine

= traduction | 5 ... .
acglageaglc: » ARNmMm —————» | Protéine NR Protéine NR
. . - Active Inactive
gene nia 1
DA ©
Lumiére ~NADH H" ~
Nitrate protéine 14-3-3
SLuUcre
Lumiere
Figure 11:  Schéma récapitulatif de la régulation de la nitrate réductase chez les

vegetaux superieurs.

[l est tres surprenant de noter que I'on ne connait que tres peu le mode d’action
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activateur général répresseur général

AreA (Nit2) (Nmr)
AREA (NIT-2) (NMR)
active

AREA (NIT-2)
+ inactive
en présence de glutamine
+P

genes du catabolisme
de la proline, des

purines... ¢
NiR <€— NiiA (Nit-6) NiaD (Nit-3) —» NR
NIRA (NIT-4) <€ NIRA (NIT-4)
libre f\ complexée a la NR
NR NO,
+ J
NO,
activateur spécifique NirA (Nit-4)
Figure 12:  Représentation schématique de la voie de régulation du nitrate chez les

champignons filamenteux.
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moléculaire régissant ces régulations transcriptionnelles. En effet, bien que des promoteurs
de genes de nitrate réductase aient été isolés chez les végétaux supérieurs, trés peu d’études

ont abouti a I’explication des mécanismes transcriptionnels.

VI. Etudes des promoteurs de génes de nitrate réductase

Le mécanisme de transduction du signal qui permet 1’induction des génes
NADH:NR ou NAD(P)H:NR chez les plantes supérieures n’est pas connu. Il est probable
que des éléments agissant en cis et des protéines intervenant en frans soient impliqués dans
cette induction.
Il existe de nombreuses similitudes entre la régulation de la NR chez les plantes
supérieures et chez les champignons. L’étude de la voie de régulation de la NR chez les
champignons a permis de comprendre de nombreux mécanismes applicables aux plantes.
En effet, il existe de nombreux mutants de régulation chez les champignons filamenteux.
Chez Neurospora crassa (N.c) et chez Aspergillus nidullans (A.n) ils ont été obtenus sur la
base de la résistance au chlorate (Cove, 1979; Crawford et Arst, 1993). L’analyse
génétique de ces mutants a permis d’établir un modele de régulation trés similaire dans les
deux especes (figure 12).
Les génes codant pour la NR, Nit-3 (N.c) ou NiaD (A.n), et la NiR, Nit-6 (N.c) ou NiiA
(A.n), sont sous le contrble simultané de deux régulateurs de la transcription. Le premier
est le produit du gene Nir-4 (N.c) ou NirA (A.n) qui interagit avec la NR en absence de
nitrate pour former un complexe inactif. En présence de nitrate, ce complexe se dissocie et
NIT-4/NIRA agit alors comme un activateur transcriptionnel des génes de nitrate et nitrite
réductases. Le clonage et le séquengage du gene NIRA (Burger ef al., 1991 a et b) ont
montré que ce régulateur est une protéine a doigt de zinc de type C6. Chez N. crassa son
homologue est appelé NIT-4 et le géne correspondant a été cloné par Yuan et al. (1991).
Les autres régulateurs de la transcription sont les produits des génes Nit-2 (N.c) ou AreA
(A.n) (Cove, 1979). La glutamine inhibe les activateurs transcriptionnels, soit directement
pour AREA, soit par I’intermédiaire du géne Nmr dans le cas de NIT-2 (Sorger et al,
1989). Les genes AreA et Nit-2 ont été isolés et séquenceés, ils codent pour des protéines &
doigt de zinc de type C2/C2 (Fu et Marzluf, 1990 a et b; Kudla et al., 1990). Le doigt de

zinc est une structure trés conservée qui se révele homologue a 64 % au facteur de la
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lignée érythrocytaire des vertébrés GATA-1. Cette conservation entre les doigts de zinc a
permis d’identifier des séquences consensus. Il existe 98 % d’identité au niveau des acides
aminés entre les domaines de liaison a I’ADN des protéines NIT2 et AREA. Des
expériences de retard sur gels et de « footpriting » ont montré que NIT2 reconnait des
séquences spécifiques dans la région 5’ des geénes répressibles par 1’azote chez N.c et des
génes de nitrate et nitrite réductase chez A.n (Fu et Marzluf, 1990 b). Une séquence
consensus a été mise en évidence: TATCT (ou AGATA sur le brin complémentaire), cette
séquence est retrouvée dans tous les sites de liaison. Cette méme séquence consensus,
(A/T)GATA(A/G) a été identifiée dans les promoteurs de genes de globine comme site de
liaison du facteur de transcription GATA-1 de lignée erythroide (Evans et Felsenfeld,
1989). Cette protéine GATA-1 est composée de deux doigts de zinc en C4 qui constituent
le de liaison a I’ ADN. Ce site de haision 4 I’ADN est trés conservé chez les vertébrés, les
invertébrés, les champignons ou les plantes (Lowry et Atchley, 2000).

Des études chez la tomate ont montré que deux régions du promoteur du gene nia,
contenant des séquences en cis régulatrices (Dorbe et al., 1992), étaient spécifiquement
reconnues et se liaient avec la protéine NIT2 (Jarai et al., 1992). Les deux régions du
promoteur reconnues contenaient la séquence GATA. Ces résultats suggérent qu’il doit
exister un homologue de NIT2 chez la tomate et chez les autres plantes supérieures et que
cette protéine doit jouer un role majeur dans I’expression de la NR. Un ADNc codant pour
une protéine appartenant a la famille GATA-1 a été isolée chez le tabac (Daniel-Vedele et
Caboche, 1993). Les auteurs parlent alors d’une protéine NIT2-like (ressemblant a NIT2):
NTLI1. Cette protéine présente toutes les caractéristiques des facteurs de transcription: a
savoir un domaine en doigt de zinc et une région basique de 39 aa dans la région en aval
du doigt de zinc. Cette association doigt de zinc / région basique est retrouvée dans de
nombreux facteurs de transcription et sert de domaine de liasion a I’ADN (Fu et Marzluf,
1990 c). Une région homologue d’un signal de localisation nucléaire est retrouvée
également dans la séquence de NTL1. Cependant, la preuve que cette protéine NTL1 soit

impliquée dans I’expression de la nitrate réductase n’a pas été faite.

Dans le but de définir des séquences en cis impliquées dans la régulation de
I’expression des génes NR et NiR, de nombreuses études ont été effectuées en utilisant des
promoteurs couplés a des geénes rapporteurs et introduits dans des plantes. Des analyses de

délétion du promoteur du gene nii de 1I’épinard fusionné au géne UidA dans des tabacs
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Arabidopsis NR1 -143

TATTTTETTTACTCATCTC TG TAAR

Arabidopsias NRZ -25¢ TATTTAMTTAAGTCAAGTCATAAGA
-z03 AMATTAAAAAGTCACAAATGGTS
Arabidopsis NiR -254(rj) ATTAATTAARACTCAAAACAARACT
-Z43 AAAARAATGRAGTCARTAGACTAAG
Nicotiana nia-1 -214(r) TTAAAAAAATAGTGACATCACARAA
Nicotiana nia-2 -571(r) AARTTTTTAGTAGTCARAARCAGTGG
-525(r) TAAAATGTTTAGTGACATCTGATAT
-267(z) TTTAARAAATAGTGACATCATAARA
Maize NE -A8E CTAAARTARATRACTCACTCIGTTLCS
-635(r) GCGGATAAAARAGTCAAACGAATTAT
Maize Zunrig -822 TATATTTTSACTAGTIAGTTSCCCS
Spinacrn NiR -442 TCAATTTATCAGTCCTTTREACATTA
-209({r} CATGGTTAAGGGTCATTTTGTATGT
Ferunia NR -590(r) CATATTTTACAGTCHACCTATATIA
~317{=} ATTTATACAGAGTCATATTGTTRAC
Rice nia ~-27% GAAGAGCAARACTCARRATTCZ ARG
Tomato nia -507(r) CTATTTTCAGAGTCRAATTACAAAA
~480 TCTATTTTAGAGTCAAACTATARNA
Kidney bean NR1 -3%0(rj AGAATTTTACACTCATTAAATGTTG
Kidney bhean NR2 -834(r) AAAAATTTGAAGTCATTAAAGTAAT
-768(r) TARGTGTTTAACTCATAARATAAGA
~181 AANTATTTTTAGTCAAGAAAAAGAT
Kidney bear NiR -%85(r) GATAATTSAGACTCATCCARAAAGGT
-557(r) TTTCTTTTGGACTCATGAGCGGATT
Barley NR -274(ry ATCGASTCAGTCARARTCRGARAAMA

Figure 13:  Séquence consensus dans les promoteurs de génes de nitrate et nitrite
réductase de végétaux supérieurs d’apres Hwang et al., 1997. Le noyau
A(G/C)T(G/C)A est entouré par une séquence riche en A/T. Ce motif serait

impliqué, d’aprés les auteurs, dans la réponse au nitrate.
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transgéniques ont montré un élément régulateur situé dans une région de 130 pb localisée
entre les nucléotides —330 et —200, avant le site d’initiation de la transcription (Rastogi et
al., 1993). Plus tard, la méme approche a permis de localiser entre —200 et +131 des
€léments nécessaires a I’expression dépendante de la lumiere et du nitrate (Neininger et al.,
1994). Des analyses de délétion du promoteur Niil du tabac ont été effectuées par des
constructions avec les geéne rapporteurs UidA et Luc, et introduites dans Arabidopsis
thaliana (Dorbe et al., 1998). Il est alors montré que les séquences du promoteur
nécessaires a I’induction des geénes rapporteurs par le nitrate sont contenus dans les 200
premiers nucléotides du promoteur nii.

Cheng et al. (1992) ont montré I’induction par la lumiere et Ie sucre du géne rapporteur
CAT sous le contrdle d’une séquence de 2,7 kb de la région 5° du gene NRI1
d’Arabidospsis thaliana. Dans des tabacs transgeniques contenant des génes de nitrate
réductase d’Arabidopsis, la séquence répondant au nitrate a été identifiée a 1’extrémité 5°:
il s’agit de séquences de 238 et 188 paires de bases pour les génes NRI1 et NR2
respectivement (Lin ef al., 1994). Curieusement, aucun site de liaison NIT2 n’est retrouvé
dans ces séquences. Hwang et al. (1997) ont donc analysé ces séquences plus en détail afin
de déterminer les régions responsables de 1’induction par le nitrate. Ils ont identifié des
éléments en cis nécessaires a I’induction par le nitrate par linker-scanning. Ces éléments
correspondent a une séquence de 12 paires de bases qui est conservée dans les régions 5’
des génes végétaux inductibles par le nitrate: la nitrate et la nitrite réductase (Hwang et al.,
1997). Les alignements de séquences de différents promoteurs de nitrate et nitrite
réductase ont donc permis de mettre en évidence une région de 24 paires de bases
constituée d'un motif riche en A/T encadrant le noyau A(C/G)TCA (figure 13). Pour
mettre en évidence les séquences impliquées dans la régulation transcriptionnelle de la NR
chez le haricot, Jensen et al. (1996) ont introduit dans du tabac des constructions
promoteur NR:UidA ou le promoteur avait subit diverses délétions. Ils n’ont cependant pas
réussi a mettre en évidence une régulation significative par le nitrate. Plusieurs hypothéses
sont avancées a cela: celle, par exemple, que I’enzyme GUS serait si stable qu’elle
persisterait sur le milieu ammonium, donc que I’effet du nitrate serait masqué par le fort
niveau d’expression du géne UidA. Une autre explication serait que GUS soit exprimée
constitutivement et que les éléments d’induction par le nitrate ne soient pas présents dans
les constructions réalisées. Cette derniére explication rejoint celle avancée par Vaucheret et

al. (1992) qui ont montré qu’un fragment de 1,35 kb du promoteur NR (nial) fusionné 2
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A.thaliana ~-CTTATCTCTC = === === = o o o ot e e e e e e e e e e e e TCT-TAT--[---==~-—=————c==— C--ACC-~~—=-~ Grwmmm 1-=---G~
Phaseolus --CPTITCCTACCCT-========—=m—mom-————————eao CCACCACGCTTCT -~~~ - TCTATATAAGTCCCCAATCCCCTACAACTTCCC---—=-=-~ TCATT-CAAAAACCATTTGC
Petunia TTGTTATGTACAGTATGGGG-CTATAGT TGCATTGAGAGAGTCCGTAACGTCTCTAACTGTCTATATAABA -~~~ ~——— -~~~ CCACCGCAC------~= GCAGT-CACAAA-1CTTCG~
L.japonica TrCTPCTGTCCC - = = = = = e e e e e e e e e e e e et e o TCTATATAART-———--- Tommem- CCCCAAACCCATGTTCCCATTGCCCAAACT-~~-TGC
* K * LA A 2 X ] * * *
tabacl mmmePCommm—m—mmm———— GAAAATCAAATCTTAGAGAGAGAGAGAGAGAAATATTTTGAGAGAGAAAT - -ACAGAAAR -~ ~=~———~— TCTCT-CTTT-CT - ~== ==~ ===
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* * kA%

Figure 14:  Alignement de promoteurs de génes de nitrate réductase chez certains végétaux supérieurs. * : nucléotide parfaitement conserve.
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gus était faiblement exprimé dans des tabacs transgéniques. En effet, ils montrent que seuls
20% des tabacs transgéniques contenant les promoteurs de nial et nie2 montrent des
niveaux détectables de I'expression du géne rapporteur. De plus, seules 10% de ces plantes
sont régulées par le nitrate (Vaucheret et al., 1992). Selon Jensen et al. (1996), chez le
haricot, les éléments inducteurs seraient localisés au dela de -3500 et -1400 paires de bases
pour les geénes nial et nia2 respectivement.

On a souvent parlé des limites de I’utilisation des plantes transgéniques pour 1’étude des
promoteurs de genes nia chez les plantes supérieures (Vaucheret et al., 1992). Des études
d’expression transitoire pour contourner les problémes rencontrés avec les plantes
transgéniques ont été effectuées tant dans des protoplastes (Marion-Poll ef al., 1984) que
par dans des expériences de bombardement de particules dans des feuilles excisées (Godon
et al., 1995). Cependant, & chaque fois les auteurs notent les problémes rencontrés et les
difficultés d’utiliser ces méthodes pour I’études des promoteurs de géne nia.

Derniérement, Strater et Hachtel (2000) ont isolé le promoteur du gene de la nitrate
réductase du bouleau. Ils montrent qu’une séquence de 1,6 kb de ce promoteur est
fonctionnel dans les racines comme les feuilles. Des analyses de délétions du promoteur
ont été effectuées avec le géne rapporteur UidA et introduits dans des plants de Nicotiana
plumbaginifolia. Les auteurs ont montré la présence de régions nécessaires pour

I’induction par le nitrate et la lumicre (Strater et Hachtel, 2000).

Nous avons effectué des alignements de séquences de certains promoteurs de géne
codant pour la nitrate réductase de végétaux supérieurs (figure 14). Il est intéressant de
noter les faibles homologies entre les promoteurs alors que les séquences codantes sont
bien conservées. Cependant, on peut trouver deux régions conservées: la premiére est
située au niveau de la boite TATA et la seconde au niveau des sites d’initiation de la
transcription. On ne retrouve pas de conservation dans la position des séquences telles que
les éléments supposés se lier avec les facteurs de transcription ou le motif commun aux

promoteurs de génes régulés par le nitrate par Hwang et al. (1997).
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Figure 15:  Modéles de structures de facteurs de transcription.

(a) Le domaine hélice-coude-hélice est trouvé dans des protéines régulatrices procaryotiques
ainsi que dans les protéines a homéodomaines des eucaryotes. L'hélice 3 est l'hélice de
reconnaissance qui établit les contacts cruciaux avec I'ADN. Les hélices | et 2 se trouvent au
dessus de I'hélice 3 et elles sont capables d'établir des contacts avec d'autres protéines. Dans
certaines protéines a homéodomaines il existe une quatrieme hélice.

(b) Le doigt de zinc. Sur la partie gauche se trouve un doigt de zinc comprenant deux
cystéines et deux histidines reliées par un atome de zinc. Sur le coté gauche figure un modele
de cette structure protéique. On pense que l'hélice située a droite établit les contacts dans le
grand sillon de la double hélice d’ADN.

(c) L'agrafe de leucine (ou "leucine zipper”). Les protéines a agrafe de leucines agissent sous
forme de diméres comprenant deux sous-unités. On trouve a l'extrémité C-terminale de la
protéine une région contenant les leucines rigoureusement situées tous les 7 acides aminés.
Chacune de ces chaines latérales de leucines se retrouvent le long d'une méme face de
I'hélice. On pense que cette fournit une surface hydrophobe impliquée dans la formation du
dimére. Du coté N-terminal, il existe une région riche en acides aminés chargés positivement
dont on pense que qu'ils établissent des liaisons avec la molécule d’ADN.

(d) Protéine de type hélice-boucle-hélice. ('es protéines contiennent deux hélices associées
par une boucle de structure inconnue. Comme pour les agrafes a leucines, on pense que ces
hélices fournissent une surface favorisant la formation des dimeres. Une troisieme hélice
riche en acides aminés chargés positivement est responsable de la fixation de la protéine a
I"ADN.
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Avertissement: Dans ce travail de thése, nous avons entrepris la caractérisation de protéines qui
pourraient étre des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I'expression de la NR
par le nitrate. C'est pourquoi, en anticipation de la discussion des résultats obtenus, une étude

bibliographique, non exhaustive, des facteurs de transcription végétaux est présentée ici.

Deuxiéme partie : Les facteurs de transcription dans le réegne végétal

I. Classification des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription du régne végétal peuvent &étre classés selon les
caractéristiques de leurs motifs structuraux. On dénombre ainsi pas moins de 11 familles

de facteurs de transcription dont quelques modeles sont représentés dans la figure 15.

(1)  Les bZIP protéines  (basic region leucine-zipper)

Cette famille de facteurs de transcription est trouvée chez de nombreux Eucaryotes.
Elle est constituée de protéines contenant un motif d’environ 25 acides aminés riches en
résidus basiques. Cette région basique, adjacente a une région appelée fermeture - leucine
(leucine-zipper, ZIP), contient des résidus leucine tous les 7 résidus sur 3 a 6 unités
répétées (Landschultz et al., 1988). La région basique forme une hélice oo avec une
périodicité de 3,5 résidus par tour lors de la liaison a I’ADN cible (Weiss et al., 1990;
O’Neil et al., 1991; O’Shea et al., 1991; Ellenberger et al., 1992; Glover et Harrison,
1995). Les protéines bZiP sont trés conservées au cours de 1’évolution (Niu et al., 1999).
Deux sous-groupes majeurs se sont différenciés, selon la séquence nucléotidique reconnue.
On parle en effet de boite G (CCACGTGG) et de boite C (TGACGTCA) (Niu et al.,
1999).

De nombreux facteurs bZIP ont été€ identifiés chez les plantes (pour revue, Meshi et
Iwabuchi, 1995; Takatsuji, 1998). Toutes ces protéines bZIP se lient a des séquences
nucléotidiques cibles contenant un noyau ACGT (Forster et al., 1994b). Les séquences
entourant ce noyau ACGT influencent trés fortement I’ affinité de la protéine pour I’ADN
(Tabata et al., 1991; Izawa et al., 1993, 1994, Forster ef al., 1994b; Mikami et al., 1994).

De nombreuses protéines bZIP s’expriment spécifiquement dans certaines cellules
et s'agencent dans des combinaisons diverses. De plus, il semblerait qu’elles aient les

mémes séquences cibles. Ceci rend difficile I’identification des facteurs bZIP chez les
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plantes. De plus, les éléments cis contenant les noyaux ACGT sont impliqués dans divers
phénoménes comme dans les réponses a la lumiere, le stress, les hormones, le cycle
cellulaire etc. (de Vetten et Ferl, 1994; Forster et al., 1994b). Ces éléments agissent
généralement avec d’autres éléments contenant ou non le noyau ACGT (Shingh et al.,

1994; Sessa et al., 1995; Shen et Ho, 1995).

2) Les protéines bHLH (hélice-boucle-hélice)

Comme pour les bZIP, le domaine bHLH est composé de deux sous-domaines, la
région basique responsable dans la liaison avec I’ADN et la partie hélice-boucle-hélice
(appelée HLH) pour la dimérisation. Des analyses de protéines bHLH de mammiferes ont
montré que la région basique forme une hélice o, tandis que la région HLH est composée
de deux hélices o séparées par une boucle et forme les homo ou hétéro-dimeres (Ellenberg
et al., 1994; Ma, 1994). Les protéines bHLH reconnaissent des séquences possédant un
noyau consensus CANNTG. Les deux nucléotides centraux ainsi que les régions
flanquantes de ce motif sont trés importants pour la reconnaissance par les protéines
bHLH.

Les protéines bHLH d'origine animales ont souvent un rdle crucial dans des
phénomenes liés au développement comme la myogenese, la détermination du sexe ou la
neurogenese (Jan et Jan, 1993; Murre ef al., 1994). Chez les plantes, les protéines bHLH
de la famille R/B (Lc, B-Peru ou R-S) sont fonctionnellement semblables mais possedent
des expressions spécifiques selon les tissus (Consonni et al., 1993). Elles régulent
I’expression de genes structuraux de la voie de biosynthése des anthocyanes en

combinaison avec les membres de la famille C1I/MYB (Koes ef al., 1994).

3) Les protéines MYB

Les protéines MYB, définis comme les domaines se liant & I’ADN chez le proto-
oncogeéne Myb sont constitués d’une répétition de trois copies d’un motif de 51 a 53 acides
aminés comprenant trois résidus tryptophane espacés de 18 a 19 acides aminés (Ogata ef
al., 1992;1994). Le premier motif répété n’est pas essentiel pour I’attachement a I’ADN,
alors que les deux autres qui se lient a la séquence AACNG contiennent trois hélices o.
Contrairement aux animaux, les plantes poss¢dent de nombreuses protéines MYB ayant
des fonctions tres différentes (Avila et al., 1993). La plupart des protéines MYB de plantes

n’ont que deux copies de la s€équence répétée qui correspondent aux deuxiéme et troisieme
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répétitions chez les animaux (Cone et al., 1993; Wissenbach et al., 1993). Un groupe de
protéines MYB, comprenant C1, P, PL, Zm1 et Zm38 du mais, MYB305 d’Antirrhinum et
MYB.Ph3 du pétunia, semble &tre impliqué dans la régulation des genes de biosynthese du
phenyl-propanoide (pour revue Meshi et Iwabuchi, 1995). Chez Arabidopsis thaliana, une
autre protéine MYB (ATMYB2) semble étre impliquées dans la réponse a la

déshydratation, au stress salin ou encore a I’ABA (Urao et al., 1993).

(4)  Les protéines « homéodomaines » (HD)

Elles furent découvertes chez la drosophile, en particulier par 1’étude des genes qui
régulent le développement (Gehring et al, 1994a). Composées d’environ 60 acides
aminés, elles sont repliées en une structure globulaire stable qui leur confére la propriété
de s’accrocher a I’ADN (Gehring et al., 1994a; 1994b). Elles contiennent trois hélices o (1
a 3 a partir du domaine N-terminal) entrecoupées par des boucles.

Chez les plantes, la premiere protéine HD a été découverte chez le mais (Vollbrecht et al.,
1991). Cette protéine (KN1) intervient dans le programme du développement de la cellule.
Plus de 20 protéines constituent maintenant une classe caractérisée par une séquence
consensus de 13 acides aminés dans I’hélice qui permet la reconnaissance de I’ADN et un
bloc de 24 acides aminés riche en Glu, Leu et Lys qui préceéde le domaine HD que 1’on
nomme ELK (Kerstetter et al., 1994).

Une autre classe de protéines HD a été identifiée chez Arabidopsis et la carotte, il s’ agit
des protéines homéodimere-fermeture (HD-Zip) (Ruberti et al., 1991; Séderman et al.,
1994; Kawahara et al., 1995). Ces protéines ont un domaine ZIP immédiatement apres le
domaine HD. Ces deux domaines sont nécessaires pour se lier & une séquence de 9 paires
de bases CAAT(A/T)ATTG (Sessa et al., 1993). Des protéines HD-Zip d’Arabidopsis
semblent impliquées dans le contrdle de la croissance (HAT4, Athb-2 et Athb-4)
(Carabelli et al., 1993 ; Schena et al., 1993) ou semblent avoir un rble majeur dans les

plantes matures (Athb-5, Athb-6 et Athb-7) (Soderman et al., 1994).

(5 La famille des MADS-box

Le nom de MADS vient de la premiere lettre des quatre premiers membres isolés

(Schwaerz-Sommer et al., 1990) : - MCM1 Dolan et Fields, 1991
- AGAMOUS Yanoksky et al., 1990
- DEFICIENS Sommer et al., 1990
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- SRF Treisman, 1992

Le motif des MADS-box est composé de 56 acides aminés, et il apparait trés fortement
conservé entre les différentes séquences (Shore et Sharrocks, 1995; Theissen et al., 2000).
Les MADS-box peuvent &étre divisées en deux sous-régions, I’une N-terminale riche en
résidus basiques et hydrophiles est impliquée dans la liaison a ’ADN. L’autre, C-
terminale, est riche en résidus hydrophobes. La séquence d’ADN reconnue par ces
protéines est CC(A/T) GG.

Les génes codant pour les MADS-box représentent une famille trés large chez les plantes,
et sont généralement impliqués dans la régulation du développement floral ou végétatif
(Ma 1994; Weigel et Meyerowitz, 1994).

Dans des racines d’Arabidopsis thaliana, un ADNc (ANR1) isolé en condition d’induction
par le nitrate, présente de fortes homologies avec la famille des MADS-box (Zhang et
Forde, 1998). ANRI1 est impliqué dans le développement de la racine en réponse au nitrate

en augmentant 1’élongation des racines latérales (Zhang et Forde, 2000).

Notes: -la famille des MADS-box est trop importante pour étre détdillée ici. Reportez vous, pour une
revue récente et détaillée, & Theissen et al, 2000: «A short history of MADS-box genes in
plants»,

-les MADS ont également leur site sur Internet: http://www.mpiz-koeln.mpg.de/mads/

(6)  Les protéines avec un motif zinc

Dans les structures de ces protéines, un ou plusieurs ions zinc sont impliqués dans
le maintien de la structure tertiaire (Klug et Schwabe, 1995). Le motif zinc classique est
composé de deux résidus Cys et deux résidus His conservés qui se lient a un ion zinc
(Hayes et Tullius, 1993). Le doigt de zinc est composé d’environ 30 acides aminés avec un
feuillet B et une hélice a. En plus des résidus Cys et His, plusieurs acides aminés
hydrophobes sont fortement conservés dans le doigt de zinc. Il semble que se soit la région
de I’hélice a qui soit impliquée dans la liaison avec I’ ADN (Fairall ez al., 1993).
Il existe deux classes de motif en doigt de zinc. La premiére, avec les groupes TFIIIA et
GATA, comprend les domaines de liaison a2 I’ADN et semble impliquée directement dans
la reconnaissance de la séquence d”’ADN. Alors que la seconde, avec les groupes LIM- et

RING-doigt, semble étre impliquée dans les interactions protéines-protéines (pour revue :
Takatsuji, 1998).
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La premiere protéine de type TFIIIA a doigt de zinc isolée chez les plantes (EPF1) était
impliquée dans les mécanisme de régulation de I’expression de génes impliqués dans le
développement des pétales chez le pétunia (Takatsuji et al., 1992). La famille EPF du
pétunia, caractérisée par une séquence protéique consensus QALGGH, comprend plus de
30 protéines qui semblent impliquées dans le développement des anthéres et du pollen
(pour revue : Takatsuji, 1998). Chez Arabidopsis thaliana, la protéine de type TFIIIA la
mieux caractérisée est SUPERMAN, impliquée dans le développement de la fleur (Sakai et

al., 1995).

La famille GATA-1 est caractérisée pour se lier spécifiquement a la séquence d’ADN
GATA et par la présence de deux motifs C-X,-C-X,-C-X,-C contenant un atome de zinc.

La premi¢re protéine appartenant a cette famille a été identifiée comme un facteur de
transcription impliqué dans I’expression de genes de globine humain (Pevny ef al., 1991).
Chez le tabac, une protéine NTL1 a été identifiée (Daniel-Vedele et Caboche, 1993)
comme étant un homologue de NIT2, un facteur de transcription chez Neurospora crassa
(Feng et al., 1993). 1l existe 60 % d’identité entre le doigt de zinc de NTL1 et NIT2,
comme avec les doigts de zinc des protéines GATA-1 des animaux et des levures. Les
deux résidus Cys chez NTL1 sont séparés par 18 aa. Cependant, la preuve que NTL1 soit

impliquée dans la régulation de 1’assimilation du nitrate n’a toujours pas été faite.

(7)  Les protéines contenant les motifs boite-HMG et crochet-AT

Les protéines a haute mobilit€é (HMG) sont les protéines non-histones les plus
abondantes trouvées dans le noyau (Grasser, 1995). On les divise en trois familles en se
basant sur des motifs structuraux.
Les deux premiéres familles contiennent la boite HMG, composée d’environ 80 acides
aminés (Grasser, 1995). 11 a été suggéré que les protéines qui contiennent une boite HMG
ont un rdle architectural dans 1’assemblage des complexes nucléo-protéiques, en
permettant ’interaction entre différentes protéines (Tjian et Maniatis, 1994).
La troisieéme famille est constituée de petites protéines de 10 000 daltons. Elles contiennent
trois copies d’un motif de 11 acides aminés appelé crochet-AT (Churchill et Travers,
1991). Le crochet-AT se lie a un motif d’ADN riche en adénosine et tyrosine. Comme

pour la boite HMG, les protéines possédant un crochet-AT modulent la structure de
I’ADN.
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(8) Les facteurs heat shock (HSFs)

Les génes « heat shock » sont induits non seulement en condition de stress
thermique mais aussi par diverses conditions qui causent 1’accumulation anormale de
protéines. Leur régulation implique !interaction entre un élément spécifique du
promoteur, appelé élément «heat shock » (HSE), et le facteur de transcription
correspondant, appelé HSFs (Lis et Wu, 1993; Scharf et al., 1994; pour revue: Nover et
al., 1996). La séquence consensus sur le promoteur est NGAAN. Le domaine N-terminal
des HSFs, se liant 2 I’ ADN, est trés bien conservé au niveau de sa séquence (Harrison et
al., 1994). Le domaine actif est localisé prés du domaine C-terminal et son activité dépend
du degré de polymérisation des oligomeres.

La comparaison des différentes HSFs isolés chez les plantes permet de les classer en deux

classes majeures divisées en deux sous-classes (Nover et al., 1996).

9 Domaine AP2/EREBP

Chez le tabac, une petite famille de protéines, nommée EREBPs (Ethylene
Responsive Element Binding Protein), et qui se lie sur la boite GCC de différents
promoteurs (en réponse au stress éthyléne) a été identifiée (Ohme-Takagi et Shinshi,
1995). Récemment, le géne APETALA?2 a été cloné chez Arabidopsis thaliana (Jofuku et
al., 1994). Le produit de ce gene, AP2, contient deux copies d'une unité de 68 acides
aminés (appelé domaine AP2). Le domaine AP2 et le domaine de liaison a I'ADN
dEREBPs montrent de nombreuses similitudes, au point de parler de domaine
AP2/EREBPs (Weigel, 1995). De nombreuses protéines comportent un domaine
AP2/EREBPs, indiquant qu'il s'agit d'une famille multigénique avec différents fonctions
(Weigel, 1995).

(10) Domaine GT-1a/GT-2

La protéine GT-1a du tabac se lie a la boite II (GTGTGGTTAAT), un élément
important dans la réponse a la lumiere dans le promoteur rbcS-3A du pois (Gilmartin et al.,
1992; Perisic et Lam, 1992). Le domaine de liaison a 'ADN de GT-1a et de GT-1, son

homologue chez Arabidopsis thaliana, comportent quatre hélices o (Gilmartin et al., 1992;

Hiratsuka ef al., 1994; Lam, 1995).
Les protéines GT-2 du riz et d'Arabidopsis thaliana contiennent deux

domaines de liaison a I'ADN avec une triple hélice (Dehesh er al., 1990, 1992; Kuhn
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1993). Les domaines N-terminal et C-terminal se lient préférentiellement aux boites GT3

(GGTAAAT) et GT2 (GGTAATT) respectivement (Dehesh et al., 1992).

(11)  Les protéines avec d'autres motifs

Des protéines avec des motifs Bool (brin B et deux hélices o dans le domaine de
liaison a4 1'ADN) telles que PS-IAA4 et PS-IAAG6 (induits par I’AIA chez Pisum sativum)
montrent des similitudes avec des protéines codées par des genes induits par l'auxine (Abel
et al., 1994; Napier et Venis, 1995). On peut également trouver une protéine VP1 qui
active la transcription en synergie avec des facteurs de transcription en réponse a 'ABA

(Hattori et al., 1992).

II. Domaines d'activation

Les activateurs de transcription sont généralement modulés au niveau structural et
leurs domaines spécifiques peuvent fonctionner indépendamment, ils peuvent se
repositionner sur la protéine ou changer de protéine sans perte de fonction (Ptashne, 1988).
Les études menées sur les facteurs de transcription dans le domaine animal et chez les
levures ont révélé de nombreux types de domaines d’activation. Parmi ceux-ci, les
domaines d’activation de GAL4 et VP16 sont fonctionnels chez les plantes (Goff et al.,
1991).

Peu de domaines d'activation ont été€ révélés chez les facteurs de transcriptions végétaux.
La région acide proche du domaine C-terminal de la protéine C1 de mais posseéde un
domaine d'activation potentiel pour activer la transcription (Goff et al., 1991). Une analyse
de sa structure par insertion / excision de transposon suggere que la formation d'une hélice
o dans le domaine d'activation est plus importante qu'une forte charge négative (Franken et
al., 1994). Les régions acides des protéines HSF de la tomate, O2 et VP1 du mais, et OSH
du riz montrent également un domaine d'activation (McCarty et al., 1991; Treuter et al.,
1993; Unger et al., 1993; Tamaoki et al., 1995).

Les éléments de réponse a ’auxine (AuxREs) du promoteur GH3 chez le soja sont
nécessaires mais pas suffisants pour ’expression des geénes inductibles par 1’auxine
(Ulmasov et al., 1995). Les séquences promotrices entourant les AuxREs sont
constitutivement actives méme quand les éléments AuxREs sont délétées ou mutées.
L’utilisation du site de liaison 2 I’ADN de GAL4 couplé avec AuxRE est déréprimé en

présence d’auxine (pour revue: Guilfoyle ef al., 1998)
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Trés peu de choses sont connues sur les mécanismes moléculaires d'activation de la
transcription chez les plantes. TGAla est la seule protéine a avoir ét€ identifiée pour
augmenter le nombre de complexes de pré-initiation (Katagiri et al., 1990; Yamazaki et
al., 1990). Les connaissances sur les facteurs de transcriptions basiques sont également tres
pauvres, en effet, seule TBPs a été identifiée chez des espeéces végétales (Gasch et al.,
1990; Vogel et al., 1993). Les systémes de transcription chez les végétaux sont
actuellement fortement étudiés (Frohmeyer et al., 1994; Fan et Sugiura, 1995; Zhu et al.,

1995) ce qui permettra de comprendre I'activation de la transcription.

IIT. Modulation de I'activité des facteurs de transcription

Les modifications post-transcriptionnelles apparaissent importantes pour moduler

l'activité des facteurs de transcriptions. Chez les levures et les animaux, on a montré que
les facteurs de transcription sont modulés par des phénomenes de
phosphorylation/déphosphorylation (Hille et Treisman, 1995; Hunter, 1995). Les facteurs
de transcription étant des cibles majeures de différentes voies de transduction de signal que
des kinases et phosphatases régulent, I'identification des kinases et de leurs cibles seraient
nécessaires pour comprendre le contrdle de l'expression des genes. Chez les plantes, de
nombreuses publications montrent que les activités de liaison a I'ADN dans les extraits
nucléaires sont modulées par phosphorylation (par exemple: Takase et al., 1991; Sun et
al., 1993; Despres et al., 1995; Sessa et al., 1995; Meshi et al., 1998).
Les facteurs de transcription fonctionnent dans les noyaux, donc leurs activités peuvent
étre controlées au niveau du transport nucléaire. Des signaux de localisation nucléaire
(SLN) ont été localisés dans les régions basiques de protéines de type b-ZIP: TGAla,
TGA1b et O2 (van der Krols et Chua, 1991; Varagona et al., 1992) et dans le domaine de
liaison a I'ADN de GT?2 du riz (Dehesh et al., 1995). O2 posseéde un autre SLN en dehors
du domaine de liaison a I'ADN, il a été montré que les deux SLN sont indispensables a
I'adressage dans le noyau (Varagona et al., 1992, 1994). Dans PS-IAA4 et PS-IAA6, deux
SLN ont été identifiés (Abel et Theologis, 1995).

Bien que de nombreux facteurs de transcription aient été identifiés dans les
derni¢res années, les mécanismes de régulation sont encore mal connus. Les cibles de
nombreux facteurs isolés ne sont encore que putatives et les geénes cibles ne sont pas

encore identifiés.
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En général, la région régulatrice d'un gene contient de nombreux éléments agissant en cis
(Dynan, 1989). Cela signifie que de nombreux facteurs agissant en trans sont impliqués
dans la régulation d'un gene. Ces facteurs formeraient un complexe sur une région définie
du promoteur. Un tel complexe implique certainement des facteurs dont la composition et
la structure tertiaire seraient altérées par des stimuli externes et/ou internes. On sait que le
méme facteur de transcription peut étre utilisé comme activateur ou répresseur, et ceci

selon sa concentration dans le noyau ou selon les autres facteurs avec lesquels il agit

(Fedoroff et al., 1995).
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Figure 16:  Répartition géographique des régions d’origine de la chicorée (en rouge) ainsi
que des régions de grande culture (en vert).

Pays Productionen t/ an % de la production
de la CEE
France 250 000 t 56,5 %
Dont Nord-Pas de Calais 137 500 t 31,25 %
Belgique 100 760 t 22,7 %
Pays Bas 88 880 t 20,1 %
Suisse 2000t 0,4 %
Espagne 1320t 0,3 %

Tableau 2:  Les principaux pays producteurs d’endive et leurs productions par rapport a
celle de la CEE (440 000 t/an). (données CTIFL, 1995).



Matériel et méthodes

- Matériel et méthodes

I. Matériel Végétal

La chicorée de Bruxelles

On retrouve les premieres traces de la culture de la chicorée en 4000 avant JC
sur les bords du Nil. La culture de cette plante, d’abord appréciée pour ses vertus
médicinales, se répand rapidement autour du bassin méditerranéen puis, peu a peu, en
Europe (figure 16). La production du chicon revét une importance €conomique tres
importante dans la région Nord-Pas-De-Calais. En effet, la production régionale s'éléve a
plus de 30% de la production totale de la Communauté Economique Européenne (tableau
2). Cependant, il faut noter ces derniéres années une augmentation de la culture de la

chicorée pour la production de suctes issus de la racine tubérisée (inuline et fructose).

Le genre Cichorium regroupe une dizaine d’espéces dont trois sont principalement
rencontrées en Europe : Cichorium spinosum, C. endiva et C. intybus. C. intybus est
I’espéce la plus diversifiée au point de vue agronomique. On en distingue deux sous
unités :

ssp. sativum dont la racine est destinée a I'industrie.

ssp. foliosum dont les feuilles sont consommeées en salade. Parmi cette sous-espéce

on rencontre la chicorée de Bruxelles.

La chicorée de Bruxelles (Cichorium intybus L. var. Witloof; 2n = 2x = 18) est une
plante pérenne de la famille des Asteraceae. Son cycle de développement est bisannuel.
Lors de la phase végétative, il y a formation, en fin de premi¢re année, d’une racine
tubérisée avec une rosette de feuilles. Durant cette période de croissance végétative, la
racine accumule des réserves azotées (40 % protéines et 60 % acides aminés) et carbonés
(Limami et al., 1993). Au cours du cycle naturel, les réserves accumulées sous forme
d’inuline lors de la premieére année sont remobilisées au printemps suivant pour aboutir a
la formation d’une hampe florale qui produira les graines. L’appareil reproducteur
présente une allogamie stricte et la pollinisation est de type entomophile (Limami et
Laville, 1991). Cependant, ce cycle peut étre interrompu en fin de phase végétative par la
récolte des racines. Celles-ci sont conservées a basse température (0°C), puis forcées en

enceintes climatisées (16°C) a ’obscurité et sous humidité saturante. Un bourgeon étiolé
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NH/NO;

(‘(l(_‘lg, ZHJ()

MgSO,, 7H,0 370
KNO; 1900
KH,PO, 170

(omposition de la solution de macro-éléments du milieu de Murashigue et
Skoog.

Co(l,, 6H;0 0,025

CuSO0,, 5H,0 0,025
FeNa-EDTA 36,70
H;BO; 6,20
KI 0,83
MnSO,, 4H,0 16,90
Na;Mo0O, 2H,0 0,25
ZnS0,, 7H;0 8,00

Composition de la solution de micro-éléments du milieu de Murashigue et
Skoog.

lableau 3:  Composition des solutions de macro et microéléments pour la réalisation du
milieu de Murashigue et Soog.

Figure 17:  Culture cellulaire de Cichorium intybus en agitation rotative.
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se développe en moins de trois semaines, celui-ci constitue I’endive commerciale

(« chicon »).

Mise en culture
Avant de mettre les graines en culture, on réalise une aseptisation afin de ne
pas contaminer le milieu de culture par des microorganismes. Apres avoir €té immergées
dans une solution de SDS a 1% pendant une minute, les graines sont rincées avec de I’eau
stérile, et ensuite stérilisées dans une solution de chlorure mercurique (0,1%) pendant huit

minutes. Aprés cing bains successifs dans de I’eau stérile (1, 5, 10, 15, 30 minutes), les
2
graines sont mises a germer en lumicre continue (1,5 kWm , Cool White Deluxe) a

20°C+1°C sur un milieu de Murashige et Skoog (1962) sans addition d’hormones (tableau
3).

Cultures cellulaires

La suspension cellulaire a été obtenue a partir de cals initiés a partir d’explants
racinaires de C. intybus L. var. Witloof (Dubois et al., 1988). Les sous-cultures sont
obtenues par ensemencement de cellules agées de 15 jours : ces derniéres sont filtrées sur
des tamis en inox de maille de taille décroissante (1mm et 50 pm). Environ deux grammes
de ces cellules sont transférés dans 200 mL de milieu Murashige et Skoog (1962) frais,
contenant 58,4 mM de saccharose, 0,55 mM d’inositol, 5,4 uM d’ANA, 90 nM de 2,4-D et
90 nM de kinétine. Les cellules poussent dans des conditions de photopériode de 16 heures
de lumigre (1,5 kW.m”, daylight F400, General Electric) & 24°C et 8h d'obscurité & 22°C

sur des agitateurs rotatifs (70 rpm) inclinés a 40° (figure 17).

II. Matériel bactérien

Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium tumefaciens est une bactérie Gram négatif vivant dans le sol.
Nous avons utilisé la souche pMP90Gin qui nous a €té fournie par L. Jouanin (INRA,
Versailles). C’est une souche C58C1 contenant un plasmide pMP90Gin porteur d’'un ADN
de transfert dans lequel est inséré un géne rapporteur uidA contenant un intron et codant
pour la B-glucuronidase d’Escherichia coli (Vancanneyt et al., 1990) et un géne de
sélection codant pour la néomycine phosphotransférase (npfIl). L'intégration de I'ADN-T

dans le génome des cellules confére la résistance a la kanamycine (npfIl). L'activité B-
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glucuronidase est testée par I'apport d’un substrat chromogéne (B-indolyl-glucuronide) ou

fluorescent (méthyl-umbellyferrone glucuronide).

Escherichia coli

Escherichia coli est une entérobactérie a Gram négatif fréquemment utilisée en
biologie moléculaire en tant qu'hdte biologique de plasmides contenant des geénes ou des
fragments de geénes utilisables comme sondes moléculaires. Cette bactérie contient son
information génétique sous forme d'un chromosome comportant environ 4 millions de
paires de bases. Certaines souches d'E. coli contiennent un plasmide dans le cytoplasme.
Nous avons notamment utilisé la sonde DHS5a (supE44 *lacUI69(+80 lacZ*M15)hsdR17
recAl endAl gyrA96thi-1 relAl) pour I’obtention de bactéries compétentes.

III. Analyses moléculaires

Extraction de ’ADN génomique végétal

L’extraction de I’ADN génomique se fait selon la méthode de Dellaporta et al.
(1983). Les feuilles (5 & 8 grammes) sont broyées en présence d’azote liquide et reprises
dans 150 mL de tampon d’extraction (100 mM TrisHCI pH 8; 50 mM EDTA; 500 mM
NaCl; 10 mM B-mercapto-éthanol) auquel on ajoute 10 mL de SDS 20%. Le tout est
vigoureusement mélangé et incubé a 65°C pendant 15 minutes. La plupart des
polysaccharides et des protéines sont éliminés dans un précipité de dodécyl sulfate de
potassium apres addition de 50 mL d’acétate de potassium 5 M et une incubation de 20
minutes dans la glace. Apres une centrifugation (4500g, 20" a 4°C), le surnageant est
clarifié par filtration sur Miracloth (Calbiochem). Les acides nucléiques sont précipités par
0,8 volume d’isopropanol pendant 30 minutes a -20°C. Apres centrifugation (15000g, 30’
a4°C), puis lavage a 1'éthanol 70%, le culot est repris dans du TE pH 8 (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1mM).
On peut ensuite purifier I’ADN par ultracentrifugation (53000 RPM, rotor Ti70; 18
heures; 15°C) sur gradient isopycnique de chlorure de césium a une concentration de
1,125 g/mL (en présence de BET). L’ ADN, visible sous UV sous forme d'un anneau, est
prélevé et purifié de nouveau sur un deuxiéme gradient de chlorure de césium. Le BET est
éliminé par lavage au n-butanol saturé en eau, puis I’ADN est précipité par 0,3 M
d’acétate de sodium (pH 4,8) et 2,5 volumes d’éthanol absolu. On effectue ensuite une
centrifugation de 30" a 4°C et 15000g, le culot est lavé a l'éthanol 70% puis séché. II est

ensuite resuspendu dans de I’eau stérile ou du TE.
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Extraction d’ADN plasmidique
Minipréparation d’ADN plasmidique

L’extraction de I’ADN plasmidique se fait selon la technique décrite par
Birnboim et Doly (1979). On ensemence 1,5 mL de milieu LB (tableau 4), supplémenté
d’un antibiotique, avec une colonie bactérienne isolée contenant le plasmide a extraire. La
culture bactérienne pousse sous agitation vigoureuse pendant une nuit a 37°C. Le culot
bactérien est récupéré apres centrifugation (10 minutes a 10000g) puis resuspendu dans un
tampon 25 mM TrisHCI pH 8 contenant 50 mM de glucose et 10 mM EDTA pendant 5' &
température ambiante puis 2' dans la glace. Ces cellules sont ensuite lysées dans une
solution de NaOH 0,2 N et SDS 1% pendant 10" a 4°C. Apres cette lyse alcaline des
cellules, on neutralise et on précipite les protéines avec une solution d’acétate de
potassium 3,1 M et d’acide acétique glacial 11,5 %. L’ ADN plasmidique est enfin purifié
par traitement au phénol et ensuite précipité a I’éthanol 95 %. Le plasmide purifié est re-

suspendu dans de 1’eau stérile ou du TE.

Maxipréparation d’ADN plasmidique

L’extraction d’ADN plasmidique en plus grandes quantités se fait selon
le protocole des colonnes échangeuses d’anions Qiagen (Qiagen Inc, USA). Apres
centrifugation (5000g, 15 min a 4°C), les 200 mL de bactéries sont resuspendues dans 10
mL de tampon P1 (100 pg / mL RNase A, 50 mM TrisHCI pH 8; 10 mM EDTA), puis
lysées dans 10 mL de tampon P2 (200 mM NaOH, 1% SDS). Afin de précipiter les
protéines et 1’ ADN chromosomique, on ajoute 10 mL de tampon P3 (3 M acétate de
potassium pHS5,5). Une colonne Qiagen est équilibrée par un tampon QBT (750 mM NacCl,;
50 mM MOPS pH 7; 15% éthanol; 0,15% Triton X-100). Apres centrifugation de I'extrait,
le surnageant contenant I’ADN plasmidique est alors chargé sur cette colonne qui sera
lavée - pour éliminer les contaminants de la préparation comme les hydrates de carbone -
par un tampon QC (1 M NaCl; 50 mM MOPS pH 7; 15% éthanol). Finalement I’ADN est
élué a ’aide de 15 mL de tampon QC (1,25 M NaCl; 50 mM TrisHCI pH 8,5; 15%
éthanol). Le plasmide ainsi purifié est précipité avec 10,5 mL d’isopropanol puis

centrifugé (9500g, 30 min a 4°C). Finalement I' ADN est resuspendu dans de 1’eau stérile.

Quantification de ’ADN
On estime la concentration en acides nucléiques par dosage spectro-

photométrique (KONTRON Instruments, UVIKON 930). La lecture d’absorbance se fait a
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Figure 18: Reprentation schématique des transfert d'acides nucléiques par la méthode de
Southern blot (ADN) et Northern blot (ARN).
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N

260 nm, ol une densité optique (DO260) €gale a 1 correspond a 50 pg/ml d’acide
désoxyribonucléique double brin. On effectue également des lectures d’absorbance a 230
et 280 nm, longueurs d’ondes auxquelles les sucres et les protéines ont respectivement leur
maximum d’absorption. Il est intéressant de réaliser de telles mesures pour définir le degré
de pureté de I’ADN. En effet si les rapports DO260/D0O280 et DO260/DO230

s’approchent de 2, on peut considérer I’ADN comme pur.

Transfert de UADN par la technique de SOUTHERN Blot

Le transfert d’ADN est réalisé selon la méthode décrite par Southern (1975)
(figure 18). L'ADN, digéré par les enzymes de restriction, est déposé en gel d'agarose afin
de réaliser une électrophoreése. L’ ADN contenu dans le gel est dénaturé (45 min, NaCl
1,5M; NaOH 0,5N), puis neutralisé (45 min, TrisHCI 1M; NaCl 1,5M; pH 8), il est ensuite
transféré sur membrane de nylon chargée (Bioprobe, Biohylon Z+) selon Southern (1975).
Pour le transfert de fragment d’ADN de grandes tailles, le gel est d’abord soumis & une
dépurination pendant 15 minutes dans un bain d’HCI 0,25 N avant dénaturation et
neutralisation.
Le transfert s’effectue dans un tampon 10 x SSC (Citrate de sodium 0,15 M; NaCl 1,5 M;
pH 7) pendant une nuit. Apres transfert, les acides nucléiques sont fixés sur la membrane

par chauffage a 80°C pendant 2 heures ou par passage au UV pendant 4 minutes.

Extraction des ARN

Apres broyage dans 1’azote liquide, le matériel végétal est resuspendu dans un
tampon guanidine a 5 mL/g MF. Apres incubation dans la glace pendant une dizaine de
minutes, une centrifugation (8500g, 20 min a 4°C) est effectuée afin d’éliminer les débris
cellulaires. Le surnageant est ensuite purifié par une série de phénol-chloroforme-alccol
isoamilique, puis par une extraction au chloroforme-alcool isoamilique. Aprés une nuit a
-20°C, le culot obtenu par centrifugation (8500g, 20 min a 4°C) est repris dans 4mL de
tampon NETS (tableau 5). S’ensuit une phase de purification par phénol-chloroforme-
alcool isoamilique, puis par chloroforme-alcool isoamilique. Les acides nucléiques sont
alors précipités dans 1/20 de volume NaAc 3M (pH 5,2) et 2 volumes d’éthanol. Apres
une incubation d’au moins deux heures a -20°C puis une centrifugation (15000g, 30 min a
4°C), le culot d'acides nucléiques est séché puis repris dans un volume minimum de TE.

Les ARN sont alors précipités par une solution de chlorure de lithium & 4M une nuit a
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Composition du tampon NETS pour I’extraction des ARN.

Solution  Quanfité
MOPS pH 7 (NaOH) 02M
NaAcétate 50 mM
EDTApHS = 1mM

Composition du tampon MOPS x 10 pour extraction des ARN.

Composition du tampon SSPE x 20 pour extraction des ARN.

Tableau 5:  Composition des tampons guanidine, NETS, MOPS et SSPE pour [’extraction
des ARN.
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4°C. Apres centrifugation, le culot obtenu est lavé par de 1’éthanol 2 80%. Une fois le

culot séché, il est repris dans de l'eau.

Transfert des ARNm par la technique de NORTHERN Blot

Les échantillons d’ARN sont dénaturés (20 pg d’ARN dans 50% formamide ;
1 x MOPS pH 7; 2,2 M formaldéhyde) 5 minutes a 65°C puis sont déposés sur un gel
d'agarose dénaturant de formaldéhyde (1,2% agarose ; 1 x MOPS et 2,4 M formaldéhyde).
Apreés une migration de 5 heures a 80 volts dans un tampon 1 x MOPS, les acides
nucléiques sont transférés sur membrane de nylon. Le Northern blot est réalisé dans des
conditions comparables au Southern blot, dans un tampon de 10 x SSPE (1,8 M NaCl ; 0,1
M NaH,PO, pH 7,5 et 10 mM EDTA). Aprés un transfert d’au moins six heures, les

ARNm sont fixés sur la membrane par chauffage a 80°C pendant deux heures.

IV. Hybridations moléculaires
Purification et marquage des sondes

Les ADN utilisés comme sondes sont marqués au 32P par extension d’amorce

selon la technique de synthése aléatoire décrite par Feinberg et Vogelstein (1983,1984) a
’aide du kit MultiPrime de Pharmacia.

Un aliquote d’ADN (50 ng) est diluée dans un tampon TE (pH 8) dans un volume

final de 35 pL. Aprés dénaturation (5 minutes a 100°C, puis refroidissement dans la

glace), la réaction de marquage est effectuée a 37°C pendant 15 minutes en présence de

10pL de mélange réactionnel 5 x, 4 uL d’isotope radioactif (50 pCi de dCTP 32P 3000 Ci
/ mmol) et 1ul. d’ADN polymérase du bactériophage T7 (4-8 U/uL). La réaction de
polymérisation est stoppée par addition de 2ul. d’EDTA 0,5 M pH 8.

L’ADN ainsi marqué est purifié sur une colonne de Séphadex G50 par élution avec
deux fois 600 puL. de tampon TE. Les nucléotides non incorporés lors de la polymérisation
sont retenus par la colonne. On choisit parmi les fractions collectées (aliquotes de 100 pL),
celles qui sont les plus radioactives a ’aide d’un compteur Geiger qui mesure 1’intensité

du marquage (Brown, 1991). L’intensité globale obtenue est de I’ordre de 2000 cpm.

Hybridation
L’hybridation des acides nucléiques fixés sur la membrane avec la sonde

marquée au 32P est faite selon la méthode de Hames et Higgins (1985). Elle nécessite une

étape préliminaire de préhybridation. Celle-ci s’effectue dans un tampon composé de 50%
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Tableau 6:  Composition de la solution de Denhart’s x 100.

I
Digestion par une enzyme de restriction

Circularisation des fragments de taille préférentielle

\4

Choix des oligonucléotides

\4

Amnlification nar PCR

La région d'ADN inconnue est devenue interne a la région connue

Région d'ADN connue

mmmm Région d'ADN inconnue

-» Oligonucl€éotides

Figure 19:  Principe de la PCR-Inverse
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de formamide déionisée, 5 x SSC, 5 x Denhardt’s (tableau 6), 50 mM phosphate de
sodium (pH 6,8), 0,1% SDS et 100 pg / mL d’ADN de sperme de hareng. Cette étape se
fait en tube dans un four a hybridation a une température de 42°C pendant 3 a 6 heures.
L’hybridation, avec la sonde dénaturée (5 min & 100°C puis refroidissement rapide), est
réalisée dans un tampon phosphate de sodium (pH 6,8) 20 mM, avec 50% de formamide,
5 x SSC, 1 x Denhardt’s, 0,2% SDS, 10% sulfate de dextran (PM 500K) et 100 pg / mL
d’ ADN de sperme de hareng. On effectue I"hybridation pendant une nuit.

Apres 12 heures d’hybridation, la membrane est lavée une fois avec un tampon 6 x
SSC et 0,1% SDS pendant 15 minutes a 42°C dans le tube a hybridation, puis avec le
méme tampon a une température de 55°C pendant 15 minutes, dans un volume plus grand.
Le lavage est poursuivi ou non selon l'intensité des signaux émis par la membrane par un
lavage avec du tampon 2 x SSC, 0,1% SDS ou méme 0,1 x SSC, 0,1% SDS.

La membrane est ensuite enveloppée dans une feuille de plastique (Saran Wrap).
L’autoradiographie s’effectue par contact avec un film (Kodak XO-MAT) & -80°C en

présence d’un écran intensifiant. La durée d’exposition varie de 2 a 8 jours.

V. PCR-Inverse

La PCR inverse a pour but d’amplifier une région d’ ADN inconnue adjacente
a une région connue (Figure 19) (Ochman et al., 1988; Triglia et al., 1988; Silver et
Keerikatte, 1989).

Ligature
L’ADN génomique digéré par I’enzyme de restriction est circularisé de fagon a
favoriser la formation de molécules circulaires monomériques. Cette ligature se fait selon
les conditions décrites par Dugaiczyk et al . (1975) et Collins et Weissman (1984).
Il faut tout d’abord calculer */” qui est la concentration locale d’une extrémité

proche d’une autre extrémité de la méme molécule.

63,4 ng/mL
J=ET——————ug/m
[ Taille(kb)]yz

£62Y)
I

Puis on calcule “i” qui est la concentration totale en ADN. En prenant 10i < j, on favorise

a 90% la formation de cercle monomérique.
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La ligation est réalisée pendant 12 heures a 14°C (Sambrook et al., 1989) avec la T4 DNA
Ligase (New England Biolabs).

Mélange réactionne] Tampon x 10
ADN génomique digéré 1pg 500 mM TrisHCI pH 7,8
T4 DNA Ligase 1 pL (400 unités) 100 mM MgCl,
Tampon x 10 40 pL 100 mM dithiothréitol
H,0 QSP 400 puL. 10 mM ATP

250 pg / mL. SAB

Apres traitement au phénol, I’ADN est précipité dans 0,3 M acétate de sodium et 2,5
volumes d’éthanol 98%. Le culot est repris dans un volume final de 10 pL. d’eau stérile et

utilisé pour I’amplification par PCR.

Amplification
On réalise 1’amplification par PCR avec la Taq DNA Polymérase (Appligéne)
extraite de Thermophillus aquaticus, en présence des oligonucléotides et d’'un mélange
contenant les quatre nucléotides triphosphate (dNTP). L’ADN polymérase réalise

I’amplification dans le sens 5’ vers 3’.

Mélange réactionnel Tampon x 10

ADN ligaturé : 10puL 100 mM KCl

Tampon x 10 : Sul 100 mM (NH4),S04
oligonucléotide 1 : 400 ng 200 mM TrisHCI pH 8,8
oligonucléotide 2 : 400 ng 20 mM MgSO4

dNTP : 400 uyM 1 % Triton X-100

Taq polymérase : 2 unités

H,0 : QSP 50 L

On ajoute 100 pL d’huile de vaseline sur le mélange afin d’éviter 1’évaporation des
composants et d’éventuelles contaminations. On travaille sous une hotte & flux laminaire et

avec des produits stériles afin d’éviter au maximum les contaminations.
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Lors d’une amplification par PCR, un cycle classique est généralement constitué de trois
phases. La premiére est la phase de dénaturation de I’ ADN (1 minute a 95°C). La seconde
est la phase d’hybridation des oligonucléotides sur la cible. La température est ici fonction
des oligonucléotides choisis, mais de maniere générale, elle oscille entre 52 et 60°C. Et
enfin, la derniére est la phase d’élongation. La température lors de cette phase dépend de
la température ot I’enzyme réalise la polymérisation de I’ADN a partir des amorces; pour
la Taq polymérase cette température est de 70°C. Lors de 'amplification on effectue
plusieurs cycles. Le nombre de cycles est fonction de la durée de vie de I’enzyme (pour la
Taq polymérase, elle est de 2 heures a 95°C). Pour I’amplification a réaliser, nous avons
choisi 30 cycles de PCR. A la fin du dernier cycle nous avons ajouté un temps
d’élongation plus long, afin de favoriser la synthese d’une déoxyadénosine 3’ sortante sur

le produit PCR (figure 20).

95°C 95°C
2 min 1 min
70°C 70°C
2 min 8 min
54°C
I min
Dénaturation —— Cycle de
initiale Cycles d’amplification terminaison

Figure 20: Cycles d'amplification utilisés lors de la PCR-I.
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Figure 21 Représentation schématique du clonage d'un fragment d'ADN dans un
plasmide.
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VI. Clonage

Principe
Le clonage consiste & intégrer un fragment d’ADN dans un plasmide (figure
21).

Le clonage des fragments d"ADN amplifiés par PCR est réalisé avec le kit « TA
Cloning System » d’Invitrogen. En effet, lorsqu’on effectue une amplification par PCR a
'aide de la Taq DNA polymérase, le produit synthétisé porte a son extrémité 3’ une
déoxyadénosine sortante. Le plasmide fourni par le kit (pCR™ II; 3,9 kb; figure 21)
contient a son extrémité 3’ une déoxythymidine sortante. Le clonage est donc facilité par

"appariement A=T.

Ligature
Apres purification du produit PCR par électrophorese en agarose a faible point
de fusion, on effectue la ligature avec le vecteur pCR™ 1I (TA Cloning'™ System, Version
1.3, Invitrogen, figure 22). Pour cette ligature, selon les indications fournies par le kit, on
respecte le taux molaire de | : 3 entre le vecteur et I'insert. La réaction de ligature

s’effectue a 12°C pendant une nuit.

Mélange réactionne] Tampon x 10

6 ul. d’eau stérile 60 mM TrisHCI, pH 7.5

[ pL. de tampon x 10 60 mM MgCl2

2 uL de vecteur pCR II & 25 ng/uL 50 mM NaCl

I ulL de produit PCR I mg/mL SAB

I ul. T4 DNA ligase (1U/ul.) 70 mM B-mercaptoéthanol
| mM ATP

20 mM DTT

10 mM spermidine

En vue de I’étude du promoteur du gene de la nitrate réductase (pnia), on
réalise des constructions avec des génes rapporteurs (figure 23).
Pour transformer les explants cotylédonaires et foliaires de C. intybus, ainsi que la
suspension cellulaire, on utilise une construction pnia:UidA. Le vecteur utilisé sera
pBI10L qui contient les genes UidA et nptll. Le fragment HindI1l / BamHI du promoteur

nia cloné sera isolé et traité avec I'enzyme Klenow. Le vecteur est digéré par Smal afin

wn
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ligure 23:

ATG

Représentation schématique du vecteur pBl 101, utilisé pour le clonage du
promoteur de la nitrate réductase afin de transformer les explants et la
suspension cellulaire de Cichorium intybus /.



Matériel et méthodes

d'obtenir une coupure franche. Le clonage est ensuite réalisé dans les conditions décrites

précédemment.

Transformation des bactéries par électroporation

# Préparation de cellules compétentes a 1’électroporation selon la technique de
BioRad Laboratories. La souche bactérienne d’Escherichia coli utilisée pour la
transformation est DH50.. On inocule 30mL de LB avec une colonie fraiche ayant poussé
la nuit et on laisse se développer cette pré-culture pendant une nuit. On inocule ensuite un
litre de milieu LB avec 10 mL de cette pré-culture. On laisse pousser les cellules a 37°C
sous forte agitation jusqu’a I’obtention d’une DOgOp nm de 0,5 a 0,8 (les meilleurs
résultats sont obtenus avec des cellules ayant poussé rapidement). Puis on réalise deux
lavages par centrifugations dans un rotor réfrigéré (15 minutes a 4000g) en re-suspendant
le culot bactérien dans 1 litre, puis 0,5 litre d’eau froide stérile. Le culot est ensuite re-

suspendu dans 20 mL de glycérol 10% froid puis, apres centrifugation, dans 2 mL de

glycérol 10%. La concentration bactérienne est alors de 3. 1010 cellules/mL environ. Cette
suspension bactérienne est aliquotée en microtubes (aliquotes de 40 pL), congelée dans de

1’azote liquide et stockée a -80°C .

# Transformation par electroporation. Elle est réalisée avec 1’électroporateur

« Gene Pulser® » (Bio Rad), réglé sous une capacitance de 25 pF, un voltage de 2,5 kV et
une résistance de 200 ohms. On met en contact, 1 minute sur de la glace, ’ADN ligaturé
et les cellules compétentes. On transfére ensuite cette suspension dans une cuvette
d’électroporation froide sur laquelle on applique un champ électrique de 12500 V pendant
4,5 a 5 millisecondes. On ajoute immédiatement 1 mL de milieu SOC pour resuspendre les
bactéries 1 heure & 37°C. Cette suspension est ensuite étalée sur milieu LB supplémenté

d’antibiotique afin de permettre la sélection des recombinants.

Transformation par choc thermique.
On peut également réaliser la transformation par choc thermique en suivant le
protocole fourni par Invitrogen, s’inspirant de la méthode décrite par Hanahan (1985).
Cette technique utilise les bactéries INVOF’ (également fournies par le kit « TA
Cloning »), compétentes a la transformation. On ajoute a 50 pL de ces bactéries, 2 pL. de
B-mercaptoéthanol 0,5 M, puis 2 pL. du mélange de ligation. On laisse ce mélange sur

glace pendant une demi-heure. On effectue le choc thermique pendant exactement 30
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it autolytique de levure

Tableau 4:  Composition des milieux de culture bactérienne LB, SOB -, SOB + et SOC. Les
milieux solides contiennent 15 g d’agar.
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secondes a 42°C puis 2 minutes sur la glace. On ajoute ensuite 450 pl. de milieu SOC,
avant de mettre en incubation pendant une heure a 37°C sous forte agitation. On étale
enfin 50 et 200 pL de cette suspension sur milieu LB solide supplémenté d’ampicilline et

de X-Gal (I’'IPTG n’est pas nécessaire).

Sélection des recombinants

Les bactéries transformées sont étalées sur milieu LB supplémenté de
kanamycine et d’ampicilline, résistances conférées par les plasmides pCR™ II et pBI121
respectivement.
Pour la sélection directe des recombinants, la méthode de sélection par o-—
complémentation (ou sélection de colonies blanches ou bleues) a été utilisée. L’opéron
lactose est un systeéme d’expression de trois genes (lac Z, lac Y et lac A) qui codent pour
trois enzymes (3-galactosidase, perméase et transacétylase) qui participent au métabolisme
du lactose de la bactérie. Le systéme de régulation comprend un opérateur et un promoteur
qui contrdlent la transcription des trois genes. En absence de lactose, la synthése des trois
enzymes est réprimée par une protéine tétramérique, produit du gene lac 1.
La fixation du lactose ou d’un autre B-galactoside comme I’isopropyl-B-D-galactoside
(IPTG) sur le répresseur déréprime le promoteur et permet la transcription des trois genes.
La présence d’activité B-galactosidasique dans les clones bactériens peut étre visualisée
par addition d’un chromogene comme le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-
gal). L’hydrolyse de ce substrat par la B-galactosidase libére un composé qui colore la
colonie en bleu.
Les souches d’Escherichia coli portant une délétion du gene lacZ sont dépourvues
d’activité B-galactosidase (le peptide ® codé par ce gene est dépourvu des acides aminés
11 a 41). Des expériences de conjugaison ont montré qu’il est possible de restaurer
’activité B-galactosidasique par complémentation avec un autre peptide qui apporte la
région manquante. Ce peptide (o) est composé des 146 premiers acides aminés de la B-
galactodisase.
On utilisera donc un plasmide porteur du géne lacZ’ (codant pour le peptide o) au niveau
du site multiple de clonage. L’insertion d’un fragment d’ADN dans l'un des sites de
clonage provoque Iinterruption de la phase de lecture du peptide aet 1'o-
complémentation ne peut plus avoir lieu. Les colonies recombinantes seront donc blanches

en présence de X-gal et d’IPTG.
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Solution 1Ha
Tris base . 108

Acideborigue  55¢g
NaEDTA 64¢
HO e gsplL

Composition du tampon TBE x 10.

Solution.
e
TBE
Polyacrylamide

APS
TEMED

Composition d’un gel de polyacrylamide a 6%.

Tableau 7:  Composition des solutions de TBE, de polyacrylamide 40% et composition
d’un gel de séquencage a 6%.
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VII. Séquengage

Le séquencage se fait selon la méthode de Sanger (Sanger, 1981) a I’aide du kit
« Sequenase, version 2.0 » (United States Biochemical). On utilise deux oligonucléotides
appelés « reverse » et « forward » capables de s’hybrider sur le vecteur de part et d’autre
de I’insert. On peut ainsi séquencer 2 partir des extrémités droite et gauche de I’insert.

Apres dénaturation en présence de NaOH 2N et ’EDTA 2mM (30 minutes & 37°C),
I’amorce est hybridée avec la matrice en effectuant une renaturation lente d’environ 30
minutes (jusqu’a 35°C) aprés chauffage du mélange a 65°C. Puis le couple matrice /
amorce est incubé avec un mélange contenant I’enzyme (Sequenase), un déoxynucléotide
marqué ([0-39S]dATP) ainsi que les trois autres déoxynucléotides non marqués, en
absence des didéoxynucléotides. Cette €tape se déroule a température ambiante pendant 5
minutes. Enfin, le mélange précédant est réparti en quatre tubes dans lesquels ont été
préparés les mélanges de didéoxynucléotides triphosphate adéquats (ddATP, ddGTP,
ddCTP et ddTTP). Ces réactions d’élongation se déroulent a 37°C pendant 5 minutes en
absence de nucléotides marqués libres. Les réactions de polymérisation sont stoppées par 4
pul. d’une solution d’arrét. Avant d’étre chargé sur le gel d’électrophorése, I’ADN est
dénaturé a 75°C pendant 2 minutes puis refroidi dans la glace.

Les fragments d’ADN sont soumis a une électrophorese en gel d’acrylamide a 6 %
(tableau 7). Deux migrations (4 et 6 heures a 1400 V, 80 mA, 80 W et 55°C) sont
effectuées sur chaque échantillon dans un tampon 1 x TBE. Apres séchage (80 °C pendant

1 heure), le gel est déposé sur film autoradiographique pendant 24 a 48 heures.

Les séquences sont analysées et les alignements sont effectués sur PC/Gene® et sur
Fasta@ embl.heidelberg.de.

VIII. Extraction des protéines nucléaires

Les extraits végétaux sont hachés dans un tampon d’homogénéisation a 4°C.
Apres filtration (sur miracloth 1000 pm puis nylon 80 pm), on ajoute 0,5 % de Triton
X-100 a la suspension. Les noyaux, précipités a 3000 g, sont repris dans le tampon
d’homogénéisation, puis purifiés sur un gradient de Percoll (30-60 %). Apres
centrifugation a 200 g les noyaux qui sédimentent a 1’interphase 30-60, sont lavés dans
une solution de 0% Percoll afin d’éliminer toute trace de Percoll et de Triton. On utilise
une centrifugation sur coussin de saccharose a 85% afin de purifier encore une fois les

noyaux avant d’effectuer leur lyse (tableau 8). On ajoute a ce lysat 1/10 de volume de
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Tableau 8:

Composition du tampon d'homogénéisation, pour I’extraction des protéines
nucléaires.

apto-éthanol

Composition du tampon de dilution du percoll, pour I’extraction des protéines
nucléaires.

Solution -

HEPES KOH pH 7 6

Kcl

MgCl,

DIT

Antipain

Leupeptin__ ;.

Composition du tampon de lyse, pour [’extraction des protéines nucléaires.

Solution
“HEPES / KOH pH 7,6

Leupeptm»
‘Glycerol
-mercapto-éthanol

Composition des tampon NEB et NEB II, pour I’extraction des protéines
nucléaires.

Composition des tampons d’homogénéisation, de dilution du percoll, de lyse,
NEB et NEB II pour I’extraction des protéines nucléaires.
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(NH,),SO, pendant 30 minutes a 4°C. Cette précipitation permet d’éliminer les protéines
de faible masse moléculaire par une ultra-centrifugation a 40000 rpm (Rotor Ti70,
Beckman) pendant 60 minutes a 4°C. On réalise ensuite une seconde précipitation des
protéines de faible masse moléculaire au (NH,),SO, 0,3 g/mL. Une centrifugation de 15
minutes a 10000 g (4°C) est alors réalisée pour obtenir le culot protéique qui sera
resuspendu dans un minimum de tampon NEB, puis dialysé contre un tampon NEB II une
nuit a 4°C. Une derniere centrifugation a 12 000 g est réalisée a 4°C pendant 10 minutes
afin d’éliminer d’éventuels déchets. Les extraits nucléaires sont alors préts a étre utilisés
de suite ou congelés dans 1’azote liquide et conservés a -80°C. La quantité de protéines est
dosée selon Bradford (1976).

IX. Retards sur gel

La technique de retards sur gel est résumée dans la figure 24

Préparation de la sonde
Apres avoir été isolés sur agarose a faible point de fusion, les fragments
d'ADN a étudier sont marqués avec de I’0”P-dCTP par I’intermédiaire de I’enzyme
Klenow polymérase 1 (Biolabs). La réaction de marquage est réalisée a température
ambiante pendant 15 minutes dans les conditions suivantes:

Mélange réactionnel

ADN 100 ng
o*P-dCTP 2 uL

dA, dG,dT 2,5mM 1 pL
Klenow 1uL (1 U)
H,0 qsp 20 pL.

Des la fin de la réaction, le mélange est déposé sur gel d’agarose a 1,5%. Aprés une heure

de migration a 100 V, les fragments d'ADN marqués sont récupérés et purifiés.

Réaction d’hybridation ADN-protéines
Le fragment d'ADN purifié marqué, est resuspendu dans un volume de 100 uL
de TE. Quand on réalise pour la premiére fois une réaction d’hybridation (tableau 9) entre
les protéines et I’ ADN, trois parametres importants doivent étre ajustés: les concentrations

de dIdC, de la sonde d'ADN et des protéines nucléaires. En premier lieu il faut faire varier
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HEPES / KOH pH 7,6

EDTA
DIT
Glycérol

Tableau 9:  Composition du tampon d’attachement lors de la réaction d’hybridation
protéines-ADN lors de la réalisation des retards sur gel.

ALK =

ADN seul \ ( ADN + protéines nucléaires + dIdC

puits

gel d’agarose

Sens de
migration

Retard dans la migration de
I’ADN quand il est associé
aux protéines du a une
vitesse de migration plus
lente.

Figure 24:  Représentation schématique des expériences de retard sur gel. Sur un gel
d’agarose 1,3%, les différentes réactions sont déposées. Aprés une migration
dans du TAE pendant 4 a 5 heures a 150 V, on peut remarquer des différences
dans les vitesses de migration. L’ADN seul migrera plus vite que I'’ADN retardé
par des protéines.
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la quantité de protéines. Quand la concentration idéale est trouvée, il faut faire varier les
quantités de dIdC et de sonde pour avoir la meilleure réaction possible.
La réaction d’hybridation avec les protéines nucléaires est alors réalisée dans les

conditions suivantes:

Mélange réactionnel

Tampon d’attachement x 5 2 ul

Sonde marquée 1 pl. 0,05 20,1 pmole
Extraits nucléaires 0,5aluL 2a6upg

didC 2,5uL

H,0 - gsp 10yl

La réaction s’effectue a4 température ambiante pendant [5 a 20 minutes, puis les
échantillons sont immédiatement déposés sur gel d’agarose a 1,5 % dans une solution de
Tris-HCl 10 mM, EDTA ImM. Une migration de 3 a 4 heures a 150 V est effectuée.
Pendant la migration, la circularisation du tampon doit étre effectuée afin d’éviter les
changements de pH diis a une augmentation de température. A la fin de la migration, le
gel est déposé sur un vieux film autoradiographique afin d’étre séché une nuit a 65°C. Le
gel est alors exposé a -80°C contre un film autoradiographique pendant 1 a 3 jours selon

I’intensité du marquage.
X. Gels protéiques

Gels bi-dimensionnels
Principe
La réalisation des gels en deux dimensions (gels 2D), est réalisée en
deux étapes. La premiére, appelée IEF (isoelectrofocalisation), est suivie d’une seconde
étape qui consiste en une migration des protéines selon la masse moléculaire dans un gel

de polyacrylamide (figure 25).

Préparation des gels d’isolelectrofocalisation
Pour 20 tubes, on réalise les gels de la fagon suivante :
H,O 6 mL
Acrylamide 30 % 2,5 mL
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Figure 25:

v

Electrophorese SDS-Page
(migration selon la masse
moléculaire)

Représentation schématique de la migration en 2D des protéines en gel de
sont d'abord séparées selon le point
isoélectrique (II.I) puis selon leur masse moléculaire, les plus petites migrant

polyacrylamide. Les protéines

plus vite.
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Ampholines (3/10) 1 mL

On dégaze pendant une minute puis on ajoute :

Triton 10% 2 mL
APS 10% 40 uLL
TEMED 20 uL

On coule le gel dans le fond d’une éprouvette de 100 mL. On place ensuite les tubes
marqués a 13 mL avant de couler lentement de I’eau le long de la paroi de 1’éprouvette

jusqu’a la hauteur de 13 mL. On laisse ensuite polymériser pendant une a deux heures.

Préparation des solutions pour les électrodes
- Cathode:
préparer 500 mL de NaOH 20 mM
dégazer cette solution
- Anode:
préparer 3 L d’H,PO, 10 mM

Migration
On place les tubes sur le portoir en les entourant de parafilm sur le haut.
Dans le bas des tubes, on remplit la cuve avec la solution de H,PO, 10 mM. On remplit
celle du haut avec la solution de soude. On réalise ensuite une pré-isofocalisation d'une
heure & 1200 V, 300 mA et 3 W.

Apres cette pré-migration, on dépose en haut des tubes, grice a une
seringue Hamilton, les échantillons en évitant les bulles d'air. On ajoute de nouveau de la
soude jusqu'a ras-bord des tubes en évitant les bulles d'air. La migration est ensuite
réalisée pendant 17 heures a 1200 V, 300 mA et 3 W puis 30 minutes a 1500 V, 300 mA
et3 W..

Apres la migration, les gels sont démoulés par pression a 1'aide d'une
seringue remplie d'eau. Ils sont alors stockés a -70°C dans 500 pL de tampon
d'équilibration (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; SDS 2,3%) additionné de 50 uL. de bleu de

bromophénol.
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AgNO
‘Fo‘ maldehyde 35%

Carbonate de sodtum‘ ; 12 g
E ormaldehyde 35% 100- pL

HO ' L gsEZSOmL'

Composition de la solution de révélation pour les gels SDS-PAGE.

HO btdzstzllee

Composition du fixateur pour les gels SDS-PAGE.

Tableau 10: Composition des solutions de migration, de pré-traitement, d’imprégnation, de
révélation et de fixation pour les gels SDS-PAGE.
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Deuxieme dimension: SDS page
Pour la deuxieme dimension, on réalise un gel de séparation a 15% dans

les conditions suivantes:

Tris HCl 1,5 M pH 8,8 3,84 mL
SDS 10 % 0,25 mL
Acryl 30 % 12,8 mL
APS 10 % 128 pL
TEMED 12,8 uL
H,0 8,6 mL

On dépose le boudin décongelé entre les deux plaques apres avoir éliminé le tampon
d'équilibration. Les plaques sont déposées dans la cuve contenant le tampon de migration

(tableau 10). La migration est réalisée a 250 V pendant 2h30.

Coloration - Révélation
Une fois la migration réalisée, les gels sont démoulés puis traités de la
facon suivante afin de colorer puis révéler les protéines présentes (composition des

solutions : tableau 10):

+ 1 heure dans 200 mL de fixateur + 200 pL de formaldéhyde 35%

+ 3 rincages de 20 minutes dans 1’éthanol 50%

+ 1 minute dans 200 mL de solution de pré traitement

+ 3 ringages dans H,O bidistillée 20 secondes

+ 20 minutes dans 200 mL de solution d’imprégnation

+ 2 rincages dans H,O bidistillée 20 secondes

+ Révélation: placer le gel dans 50 mL de solution de révélation jusqu’a
I’apparition des premiers spots puis éliminer la solution et verser de nouveau
150 mL de solution de révélation pour terminer cette révélation

+ 1 rincage rapide dans H,O bidistillée

+ Conservation des gels dans le fixateur a 4°C.

Les gels sont ensuite numérisés puis analysés sur une station SUN a 1’aide du logiciel
POLARIS.
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Figure 26:  Représentation schématique de la spectrométrie de masse MALDITOF-MS. Les
peptides, fixés sur une matrice (1), sont irradiés par un rayonnement UV (2).
Les peptides ionisés sont ensuite placés dans un champ électrique (3) et
accélérés dans une chambre vide (4). Le temps de vol d’un peptide sera
proportionnel a sa masse. Un détecteur est placé au bout de la chambre (5).0On
obtient ainsi le spectre de masse des peptides composant la protéine (6).
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Mini-gels monodimensionnels

On réalise un mini-gel polyacrylamide 12% composé d’un gel de séparation et
d’un gel de concentration. Le gel de séparation est réalisé dans les conditions suivantes:
0,375 M Tris HCI pH 8,8; 12% acrymalamide-bis acrylamide; 0,1% SDS; 0,05% APS et
5.10°% TEMED. On coule ensuite un gel de concentration, composé de 4%
acrymalamide-bis acrylamide; 0,125 M Tris Hcl pH 6,8; 0,1% SDS; 0,05% APS et 1.10
*% TEMED.
Apres 45 minutes de migration des protéines a 200 Volts, le gel est démoulé et traité de la

méme fagon que les gels 2D en ce qui concerne la coloration et la révélation.

XI. Spectrométrie de masse

La technique de spectrométrie de masse MALDIOF est résumée dans la
Jfigure 26.

L’identification des protéines a été réalisée selon la technique décrite par Henzel et
al. (1993) et Shevchenko et al. (1996) avec certaines modifications. Les protéines révélées
au nitrate d'argent sont extraites du gel par découpage du spot et lavées trois fois 20
minutes sous agitation dans 400 pul. d’une solution d’ammonium carbonate/acétonitrile
(ACN) 125 mM. La solution de lavage est alors supprimée et les fragments de gel sont
séchés a température ambiante pendant 2 heures. La digestion enzymatique est initiée en
incubant les fragments de gel dans une solution de carbonate d’ammonium 125 mM. On
ajoute ensuite de ’acide acétique a 50 mM et finalement la digestion est réalisée par un
ajout de 50 mM d’acide acétique contenant 7 a 7,5 unités de trypsine (Promega). Aprés
I’adsorption de la solution de protéase, des aliquotes de 5 pl. d’eau bi-distillée sont
ajoutées séquentiellement. Les fragments de gel sont alors placés dans des tubes
Eppendorf® avec un volume d’eau minimum pour les immerger totalement. La digestion
est effectuée pendant 12 a 16 heures a 37°C. La phase liquide est ensuite prélevée, et les
peptides sont récupérés apres deux extractions avec des solutions de 45% acétonitrile et
10% acide formique. Pour récupérer les peptides trés hydrophobes, une troisi¢éme
extraction avec 95% d’acétonitrile et 5% d’acide formique est réalisée. Les extraits sont
finalement séchés au Speed Vac-concentrator (Savant).

Les analyses MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption / Ionisation - Time of
Flight) sur les produits digérés par trypsine sont réalisées sur un réflecteur Vision 2000
(Finnigan, Bremen) en mode ion positif et avec un voltage accélérant de 6kV. Les peptides

sont suspendus dans une solution de CH,CN/H,0 (1 :1) contenant 0,5% d’acide formique
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Figure 27:

Représentation schématique du test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) en double sandwich. Le test est réalisé dans un puits de plaque ELISA
(1) L'anticorps spécifique est déposé dans les cupules (2) de la plaque de
microtitration. 1l est ainsi adsorbé sur les parois, sensibilisant la plaque. La
suspension protéique est alors ajoutée (3). Si une protéine est reconnue par
l'anticorps, elle est retenue lorsque la cupule est lavée pour enlever les
protéines non fixées. Un anticorps secondaire est ajouté (4) puis le conjugué
anti-phosphatase alcaline (5). On ajoute alors un substrat (6) que l'enzyme va
dégrader en un produit coloré qui sera dosé par mesure spectrophotométrique.
B Produit Substrat




Matériel et méthodes

dans laquelle 0,5 pL ont été mélangés directement sur la cible avec la matrice composée
de 1 pL d’acide 2-5 dihydoxy-benzoique (10 mg/mL dans CH,CN/H,0 (7 :3)). Entre 30 et

50 coups de laser sont accumulés pour obtenir le spectre final.

XII. Quantification de la nitrate réductase par la technique

d'ELISA

Extraction non dénaturante de protéines

Pour extraire les protéines, on broie dans 1'azote liquide 2 g de matériel végétal
frais. On ajoute 5 % (P/P) de PVP insoluble puis 8 mL par gramme de matiére fraiche de
tampon d'extraction. Aprés une centrifugation de 20 minutes a 4°C et 10000 g, on filtre le
surnageant sur du Miracloth®. La nitrate réductase ayant une masse moléculaire de plus
de 200 kDa, on précipite les protéines avec 45 % de (NH4),SO, que l'on ajoute
progressivement sous agitation a 4°C. On incube pendant une heure a 4°C afin de
précipiter les protéines. Apres une centrifugation de 30 minutes a 4°C et 130000 g, le culot
protéique est resuspendu dans 200 uL. de tampon d'extraction. Les proté€ines ainsi extraites

peuvent étre conservées plusieurs mois a -80°C.

Test ELISA en sandwich (figure27)

Apres avoir lavé les plaques ELISA deux fois a l'eau distillée, on dépose 100
pL de la solution d'anticorps monoclonal anti-NR de tabac (C. Meyer, INRA Versailles)
diluée au 1/1000 dans du tampon carbonate 0,1 M (tableau 11). On ne dépose jamais
d'anticorps dans la couronne de la plaque, c'est a dire les puits situés a l'extérieur. Dans ces
derniers on ne dépose en effet que de I'eau afin d’hydrater la plaque. On incube la plaque a
4°C pendant une nuit. On lave ensuite la plaque 3 fois avec le tampon ELISA (tableau 11).
Lors de ces lavages, il faut veiller a éliminer correctement toute trace de tampon.

Avant de déposer les extraits protéiques, on effectue une série de dilutions de ces extraits
dans le tampon ELISA supplémenté de 5 % de SAB. On dépose ensuite 100 puL de ces
extraits dans chaque puits. Apres une incubation de 1h30 & 37°C, on lave la plaque 3 fois
avec le tampon ELISA. On dépose ensuite l'anticorps polyclonal de lapin anti-NR
d’épinard dilué au 1/1000 dans le tampon ELISA + 5 % SAB qu'on laisse incuber 1h30 a
37°C. La plaque est de nouveau lavée 3 fois avec le tampon ELISA. On dépose enfin

'anticorps anti-lapin conjugué a une phosphatase alcaline (Sigma) dilué au 1/1000 dans le
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. . Solution
o ""HEPES KOH pH 8,2

_ EDTA
N a
- Cystéine

Molybdate de sodium

Composition du tampon d'extraction protéique en vue du test ELISA.

. Solution
‘ Aztde 10%

Po,H,K M
HO

. - Solutwn .
Na co, 0 M - - 33 mL

NaHCO,0,IM 67 mL

Composition du tampon carbonate pour le test ELISA sur la protéine NR.

Composition du tampon phosphatase alcaline pour le test ELISA sur la
protéine NR.

Tableau 11: Composition des tampons d’extraction protéique, ELISA, carbonate et
phosphatase alcaline pour le test ELISA sur la protéine NR.



Matériel et méthodes

tampon ELISA + 5 % SAB qu'on laisse de nouveau incuber 1h30 a 37°C. On lave 3 fois
avec le tampon ELISA. On dépose alors 100 pL. de tampon phosphatase alcaline afin de
démarrer la réaction. On effectue immédiatement une lecture de DO a 406 nm. Quand on
estime que la DO atteint son maximum (1), on arréte la réaction avec 100 pLL de NaOH

3N. On effectue alors la derniére mesure de DO.

Calcul des quantités relatives de protéine
La lecture des DO est effectuée a 406 nm jusqu'a un maximum de 1. On réalise
alors un graphique selon I'équation suivante:

D0=f(log

facteurdedilution ]

On obtient alors des courbes sigmoides approximativement paralléles. Dans la partie
linaire commune a toutes les courbes, on choisit une DO médiane, on en déduit les
dilutions donnant la méme DO pour tous les échantillons. On a alors une concentration de
référence connue, c,. Il faut alors rapporter la quantité de protéine par rapport a la quantité

totale de protéines de l'extrait (dosée par Bio-Rad®). On obtient alors les quantités relatives

de protéine NR selon chaque condition.
XII. Transformation par Agrobacterium tumefaciens

L. Transformation de la suspension cellulaire de Cichorium intybus
Transformation
La suspension cellulaire de Cichorium intybus agée de cinq jours est utilisée
pour effectuer la transformation alors qu’elle est en phase active de croissance. Les
cellules sont centrifugées a 200g pendant 10 minutes afin d’éliminer le milieu de culture;
elles sont ensuite placées dans un milieu neuf. Les agrobactéries en phase exponentielle de
croissance sont centrifugées a 5000g pendant 10 minutes. Le culot de bactéries est ensuite
resuspendu dans du MgSO, 10 mM afin d'atteindre une concentration de 4.10" bactéries
par mL.
Dans chaque puits d’une microplaque de 96 puits, 200 uL de la suspension cellulaire
sont placés avec 20 pL de la suspension bactérienne. Les microplaques sont ensuite
incubées 24 heures a 20°C dans une enceinte stérile avec une photopériode de 16 heures

de lumiere (1500 W/m®) et 8 heures d’obscurité.
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. ﬁ rcap‘ioééthanoi ; ; 10mM
. _MUG s : 0,5mM

Tableau 12: Composition du tampon de révélation MUG utilisé pour la détection de
Pactivité B-glucuronidase en microplaques.
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Mise en évidence des cellules transformées
200 pL de tampon de réaction MUG (tableau 12) est ajouté aux cellules
cultivées 24 heures en présence des agrobactéries. On incube le tout une heure a 37°C.
L'activité GUS des cellules transformées est visualisée a [’aide d’un microscope a
fluorescence Olympus BH2 (longueur d’onde d’excitation: 334 et 365 nm,; filtre barriere:

420 nm).

L’activité B-glucuronidase est également mesurée selon Jefferson et al. (1987).

Analyse du taux de transformation

200 pL de tampon de réaction MUG sont ajoutés dans chaque puits de la
microplaque. Apres une incubation de 2 heures a 37°C, la mesure de fluorescence de
chaque puits est réalisée a ’aide d’un lecteur de type Fluoroscan II. La fluorescence de
chaque puits est alors comparée a celle de puits témoins contenant soit des agrobactéries,
soit des cellules végétales. La comparaison des différentes expériences est réalisée aprés
division des valeurs de fluorescence par la fluorescence des puits ne contenant que les
cellules végétales. On peut ainsi homogénéiser les résultats.
Afin de parfaire 1’analyse, les valeurs de la courbe de distribution sont traitées de fagon a

obtenir une courbe de distribution centrée réduite:

Xi — X

=
Oi

ol x; estla fluorescence relative d’un puits
xi la moyenne des fluorescences relatives des cellules de chicorée seules

o: I’écart type des fluorescences relatives des cellules de chicorée seules

Les courbes de réparation, le calcul du xz, de la loi normale, le changement de
coordonnées et I’estimation du taux de transformation ont été réalisés grace a une feuille
de calcul, développée au laboratoire, sur le logiciel Microsoft Excel IV de la société

Microsoft Corporation.

II. Transformation des explants de Cichorium intybus
La transformation de Cichorium intybus est réalisée soit a partir de cotylédons
étiolés, soit a partir de feuilles (Abid et al., 1995). Dans les deux cas, I’explant est
légerement lacéré puis co-cultivé pendant 48 heures sur un milieu contenant 0,1 mg.L" de

BAP et 100 uM d’acétosyringone avec la suspension d’Agrobacterium tumefaciens
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 NiCl, 6H0

0w pour m 0
20.10° pour milien H20 ;

" pH 56

i i——

Tableau 13: Composition des milieux de Heller pour I’enracinement des bourgeons (HI10)
et pour la germination des graines (H20).

, Morel et Wetmore
 Pantothénate de C

Saccharose
Glutamine

’ Agar ;

i

pH 5.6

Tableau 14: Milieu de culture utilisé pour l'induction et le bourgeonnement des explants
cotylédonaires et foliaires.



Matériel et méthodes

contenant un ADN-T possédant le géne d’intérét a étudier. Les explants sont ensuite rincés
dans une solution de céfotaxime 250 mg.L" avant d'étre déposés sur le milieu de sélection.
Ce dernier est un milieu de Murashige et Skoog contenant 0,1 mg.L" de BAP; 250 mg.L"
de céfotaxime et 50 mg.L" de kanamycine. On laisse les explants cinq jours sur ce milieu
de sélection avant de passer sur le milieu de callogenese (tableau 13). Les explants sont
repiqués toutes les trois semaines. On préleve les bourgeons formés a la base pour les
repiquer sur le milieu d'enracinement (tableau 14). Les plantes transformées sont ensuite

acclimatées dans une piece de culture puis repiquées dans du terreau.

XIV. Activité nitrate réductase et dosage de la teneur en

nitrate

Dosage de la teneur en nitrate

Le dosage de la teneur en nitrate est réalis€ selon la méthode décrite par
Cataldo et al. (1975). Afin de doser le nitrate, on utilise 10 a 20 mg de matériel végétal
lyophilisé que I'on incube 1 heure & 45°C dans 1 mL d'eau. Apres une centrifugation de 20
minutes 2 10000g afin d'éliminer les débris cellulaire, on ajoute & 50 pL. de surnageant, 20
pL d'acide sulfosalycilique (5% acide salycilique p/v dans H,SO, 11 N). On ajoute ensuite
4,75 mL de NaOH 2 N. La densité optique est lue a 410 nm. Les quantités de nitrate sont
exprimées en pg NO,.g" MF.

Activité nitrate réductase
Activité in vitro

Afin de déterminer ['activité nitrate réductase (ANR) in vitro, le matériel
est broyé dans de 1'azote liquide et repris dans 4 mL de tampon 50 mM HEPES-KOH pH
7,5, contenant 0,5 mM EDTA, 5,5 mM MgCl,, 14 mM f-mercaptoethanol, 0,1 % Triton
X-100 (V/V), 10 % glycerol (V/V), 10 % polyvinyl-pyrrolidone (P/V), 50 uM leupeptine
et 0,5 mM PMSF. Aprés une centrifugation de 20 minutes a 4°C et 5000 g, le surnageant
est utilisé pour le dosage de ' ANR.
L'ANR est dosée dans 400 pL. de tampon 50 mM HEPES-KOH pH 7.5 contenant 10 mM
KNO,, 0,2 mM NADH, and 10 uM FADH,. La réaction débute avec I'addition de 100 uL.
d'extrait protéique et une incubation de 5 minutes & 30°C. On stoppe ensuite la réaction

avec 50 pL de 0.5 M d’acétate de zinc. Le NADH en exces est détruit par 1'addition de 20
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PSR TES

50 volumes
1 volume

Tableau 15: Composition du tampon d'incubation pour l'activité nitrate réductase in vivo.
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uL de phenazine méthosulfate 300 mM. Le nitrite formé est révélé a 540 nm par addition
de 350 pL de sulphanilamide 11 nM dans 3 M HCI et 350 pL of 10 mM Nl-naphtyl-
ethylene-diamine-dihydrochloride en solution aqueuse. Le taux de protéines solubles est
déterminé par dosage colorimétrique selon Bradford. L'ANR est exprimée en pmoles NO,

.mg" protéines solubles.min”.

Activité in vivo
Pour l'activité in vivo, le matériel végétal est pesé puis repris dans 2 mL
de tampon d'incubation (tableau 15). On bulle ensuite la solution avec de l'azote gazeux
pendant une minute avant de refermer hermétiquement les tubes et de les incuber 30
minutes a 28°C. On ajoute ensuite 1 mL de sulfanilamide et 1 mL de naphtyléthylene. La
réaction se déroule pendant 5 minutes a 'obscurité. La quantité de nitrite formé est ensuite

mesurée par colorimétrie et ' ANR est donnée en nmoles NO,.g¢ MF".h".

65



D e h i I i

e % _ 3 A




Chapitre I: Clonage et caractérisation du
promoteur du géne de la nitrate
réductase chez Cichorium intybus.



EcoR V 625
BamHI 795
EcoR V 805
EcoR V 1535
EcoR1 1545
Kpnl 1921
Hind III 3090
Hind III 3385
Clal 3575
EcoR V 3795
Hind IIT 4380
BamH 1 4890
EcoR V 5157
EcoR1 5163
Hind IIT 5387

—
o0
—
—
]
=7
w

Pst1 285

pTNG3
pSNG4
I3 : 0-185 PNRS
pINGL:  0-1382
pSNG2: 12902314
pTNG3:  2228-4225
pSNG4:  3865-4535
pNRS : 4401-5201

Figure 28:  Représentation schématique du gene nia de Cichorium intybus. Localisation
des différentes sondes utilisées, ainsi que de certains sites de restriction.

> 5387

| > 1545
Hind Il 90 | >3090 >3090 290 995|  >3090
Kpnl 21 [ >1921 >3466| @ >3466 > 1921
Pst1 | >285 >5102| >5102 5102 | =285

Clal/Sall ~3575 | 53575 isa57s L 1R1D | 50 3875
Poull . >5387 > 5387 > 5387 > 5387
Sall o538 >5387 | =538 | =538
Sma I o >5387 | >s5381 1 S8y 1 5538y

Tableau 16: Taille en pb des fragments attendus lors de I’hybridation des sondes pTNG],
PSNG?2 et pTNG3 avec I’ADN génomique de la chicorée.



Caractérisation du promoteur nia

La séquence codante du gene de la nitrate réductase de Cichorium intybus a été
établie au sein du laboratoire (Palms ez al., 1996). C’est une séquence de 5387 paires de
bases, contenant 3 introns et qui code pour une protéine de 920 acides aminés.

Cependant, afin de mener a bien une étude du gene au niveau moléculaire, le clonage et le

séquencage du promoteur de ce géne nia étaient nécessaires.

Dans un premier temps, nous avons décidé de cribler une banque d’ADN
génomique disponible au laboratoire afin d’en isoler un clone contenant le fragment
d’ADN désiré. Cependant, apres divers criblages, nous étions dans I’impossibilité d’isoler
un clone intéressant. Les clones obtenus ne présentaient que des séquences tronquées et
chevauchantes d’autres génes. Nous avons décidé d’abandonner cette voie et de nous
orienter vers une autre approche. Celle de la Réaction de Polymérisation en Chaine Inverse
(PCR-I) nous semblait la plus appropriée a notre probleéme, d’autant plus que certains
promoteurs avaient déja été€ isolés de cette facon (Warner et al, 1993; Forser et al.,

1994a).
I. Isolement du promoteur nia par PCR-Inverse

La PCR-I (cf « Matériel et Méthodes » figure 19) permet d’amplifier une région
d’ ADN inconnue adjacente a une région connue (Ochman et al., 1988; Triglia et al., 1988;
Silver et Keerikatte, 1989).
Il nous a fallu tout d’abord définir le fragment génomique a amplifier. Autrement dit, il a
fallu rechercher une enzyme de restriction permettant 1’obtention d’un fragment d’ADN
contenant le promoteur et une partie du géne nia. Ce fragment a été déterminé par

hybridation moléculaire d’ ADN génomique digéré avec diverses enzymes.

I.1. Hybridations sur ADN génomigue

La sonde qui semblait la plus adaptée a la recherche du fragment contenant

le promoteur nia était pTNG1 (figure 28), puisqu’elle représente la région 5’-terminale du
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Hind 111
| Echelle 1xb
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3 & g
SN S ey

12216 pb

11198 pb
10180 pb
9162 pb

2036 pb

1636 pb

'Enzyme de restriction Taille des fragments (en kb)  Taille des fragments attendus

BamH 1 11 57 3,9 3,5 1,75 > 800 4085
Bgl I >>12 2,7 > 5387
EcoR 1 >10 9,2 7,6 54 > 1545
Hind 111 >>12 9,6 2,9 2,5 > 3090

Figure 29:  Autoradiographie des produits de digestion d’ADN génomique de chicorée
hybridés avec la sonde pTNG et résultats de la taille des produits hybridés.



Echelle 1kb
BamH 1
Bgl 11
EcoR 1
Hind 111
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EcoR 1
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Sal 1

Sma [
Echelle 1kb
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4072 pb — 5090 pb
f 1—4072 pb
3054 pb
— 3054 pb
2036 pb
— 2036 pb
1636 pb i
1636 pb
1018 pb
Sonde pSGN2 Sonde pTNG3
Enzymes de restriction Sonde pSNG2 Sonde pTNG3
Taille des fragments (en kb)  Taille des fragments (en kb)
BamH 1 4,1 4,1
Bg! 11 >12 >12
EcoR 1 3,6 3,6
Hind 111 3,1 1,1 3,1
Pvu 11 >> 12 >> 12
Sall >> 12 >> 12
Sma 1 >> 12 >> 12

Figure 30:

Autoradiographie des produits de digestion d’ADN génomique de chicorée

hybridés avec les sondes pSNG2 et pTNG3 et résultats de la taille des
produits hybridés.



Caractérisation du promoteur nia

geéne, a proximité du promoteur. Une hybridation moléculaire d’ADN génomique digéré
avec diverses enzymes de restriction a donc était réalisée (figure 29).

Pour BamH 1, on attendait deux fragments (tableau 16), celui d’environ 4 kb qui
correspond a une grande partie de la séquence codante et un autre de taille supérieure a
800 pb (puisqu’on ignorait a quel niveau se situait le site de coupure en amont du gene).
Cependant, on a dénombré cinq fragments s’hybridant (figure 29). Pour EcoR 1, Bgl 11, et
Hind 1II, un seul fragment de taille inconnue était attendu alors qu’on en recense
également plusieurs.

L’hybridation de plusieurs fragments, alors qu’un seul (ou deux dans le cas de BamH I)
était attendu, mettait en doute 1’existence d’un géne unique nia chez la chicorée. Une
hybridation moléculaire avec la sonde pNRS (figure 28) avait pourtant établi I’existence
d’un seul géne (Palms et al., 1996). Nous avons donc procédé a d’autres hybridations afin
de déterminer le nombre exact de genes nia chez Cichorium intybus. De telles hybridations
ont alors été effectuées avec les sondes pSNG2 et pTNG3. Les mémes enzymes que pour
I’hybridation avec pTNG1 ont été utilisées ainsi que d’autres ne coupant pas dans la région

codante du gene nia (figure 30).

Lorsqu’on effectue I’hybridation avec la sonde pSGN2 (figure 30), on obtient, pour
chaque digestion enzymatique, un seul fragment. Ces fragments ont des tailles qui
correspondent aux tailles attendues (tableau 16). Le fragment de 3100 pb (alors que le
fragment attendu devait étre supérieur a 3090 pb) s’hybridant avec pSNG2 lorsque I’ADN
génomique est digéré par Hind 111, laisse supposer I’existence d’un site de coupure par
cette enzyme non loin de ’ATG dans la séquence promotrice. Sur I’autoradiographie de
I’ADN génomique digéré par EcoR I et hybridé avec pSGN2, on remarque deux bandes.
Celle a environ 3600 pb est de forte intensité et bien visible sur la reproduction réalisée ici.
Mais il existe une deuxi¢me bande, a plus de 12000 pb, de tres faible intensité et que I’on
ne peut pas voir sur la représentation dans la figure 30.

Pour I’hybridation par pTNG3 (figure 30), les tailles obtenues pour les enzymes BamH 1,
Bgl 11, EcoR 1, Pvu 11, Sal 1 et Sma 1 correspondent aux tailles attendues dans le cas de
I’existence d’un geéne unique. Il existe cependant un probléme pour la digestion par Hind
II. En effet, alors que I’on s’attendait a hybrider trois fragments (290, 995 et supérieur a
3090)(tableau 16), nous n’obtenons I’hybridation que de deux fragments de 3100 et 1100
pb. A cela on peut avancer deux hypotheses. Soit la digestion de I’ADN génomique est
partielle et dans ce cas le site Hind III en 3385 sur la séquence codante du géne nia n’est

pas coupé et on obtient un fragment de 995 + 290 = 1285 pb. Soit il s’agit d’une erreur de
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PTNGL = ~—-mmmem—we ATGGCGGCCT ===~ m e ———— = CTGTGGAAAAC-CGCCAGTTCCGCC

ATSOX CCTCCTCGAAAGAAGAATGCCTGGAATTAGAGGTCCTTCGGAATACTCGCAGGAACCACT
* * *hkxk ** khhkk kk hk¥® * *k k*k
pING1 ACG--AACCTGGTCTATCCGCCGCCGGTGTTGTTCGTTCATTCAGC -CCTAACCACCGCC
ATSOX TCGTCACCCTTCTCTCAAGGTCAACGCCAAGGAAC- - ~-CTTTCAACGCCGAGCCTCC-CC
* % * wkKk %* % % * & * % * * % Wwdhhkk *k %k * dk hhk kK
PTNG1 GTTCTGATTCA~-CCCATCCGGAACTGTAACTACCCCGCGGCTGCTAGAGAGTTTATG-A
ATSOX GCTCGGCCTTAGTCTCATCTTA- - ~TGTCACT--CCCG- =~ === TCGACCTTTTCTACA
* *w K * & * kAkxk khkk Khk * % &k k * kK *hkk K *
Spe 1
PTNG1 CGCCTAAGAAACTTCCTCCTGAGACGTACGATACT-AGTGACGATGAAG- - ~AAGACGAA
ATSOX AGC----GAAA----- TCATG- - - -GTCCCATCCCCATTGTTGATCACCTTCAAAGCTAC
** * % %k kk ddk *k * Kk * * Kk *hk Kk * % * *
PTNG1 GCCGATTATCGTGACGCCATTAAAAAGTC - -GAACTCCGAGTTGGAAAGCTCCGTTTTTG
ATSOX TCCG-TCACCCTTACTGGATTGA~ - - —~TCCAGAAC-CCGA - - --~GAAAGCTC- -~ - - TTT
*hkk *k * * Kk Nk *kk Kk * % *hkhk *hkkk Kikhkhhkki * %
PTING1 ACCCAAGAGATCAGGGCACTGC - - -AGATCAATGGATCGAGCGCAACCCATCAATGGTTC
ATSOX ATCAAAGACATCAGGTCCCTCCCAAAGTACAATGTTACT - - ~GCTACTCTTCAGTG-TGC
* Ok dkwvk RhhkrIX Kk kR & * * * ok kkKk * khk kk k khkhk Xk * *
PTNG1 GTCTCACTGGAAAACACCCATTCAACTCCGAGCCACCTTTGAA- - -~ ~-TA-AGCTCATGCA
ATSOX CGGTAACAGAAGGACTGCCAT----~~~~— GAGCAAAGTTAGGAATGTTAGAGGTGTTGGA
* Kk * X * % o & % Kk LE X B 2 ik * Kk Kk Kk K *%k K
PTNG1 ACATGGGTTCATCACCCCTGACCCTCTTCATTACGTCCGTAACCATGGTCCGGTGCCTAA
ATSOX ---TGGGATGTTT - -C--TG~---CTATTGGCAACG-CTGTC- - - -TGGGGTGGGGCGAAA
Khkkk % * * * % Kk K% *hkk * KK * k% *k kK o x
PTNG1 CGCCACCTGGGAGGATTGGACGGTGGAGATATGCGGCTTGGTGAAARGACCTGCGCGTTT
ATSOX Crmmmm e TGGCCGAT- - ~-GTTCTTGAGCTTG-TGGGGATACCAAAGC - -~
* Khk hxk N * Kk % hhkkx **k *  dekk * %
PTNG1 CAGTATGACCCAGCTTGTCAACGAGTTTCCAAGC-AGGGAGTTTCCGGTGACGTTAGTCT
ATSOX --==- TGAC - -TGCTTCT--ACCAATTTAGGAGCCAGACATGTTGAGTT - -CGTTAGTGT
% %k K *hkk K Kk k hhk%k *kk hk * * % * * fhhhkxhhk K
PTNG1 GCGCCGGGAACCGCCGGAAGGAGCAGAAT -~ - -~~~ CTGACAA---~--- AACAGACGAT
ATSOX TG-=--—~~ ATCGCTGTAAGGAGGAAAATGGGGGCCCTTATAAGGCGTCAATCACTCTAA
* kkdk Kk Kkhkkhkk Kk Kkh¥ kX Kk %k * k% * *
PTNG1 - --AGGGTTCAA- - -CTGGGGCGCCGCCGGGATAT -CTACTTCGGTT-TG- - ~ ~GAAAGG
ATSOX GTCAAGCCACAAATCCTGAAGCG-——-— G--ATGTTCTACT-CGCTTATGAGATGAATCG
* * * Kk * %% * %k * dk kK Khkhkhkk k¥ kx k% hkk *k
PTNG1 GGTGCCATTG- -~~~ GTTCA----TATCCTGAAAAGATG~~~~~-~~ CGGGATTTACAGC
ATSOX AGAGACCCTGAACAGGGATCACGGATTTCCGTCAAGGGTGGTTGTCCCTGGTGTGATTCG
* k% * % * hkk * Rkx *k K kK % Kk * % *
PTNGL ------—- CGGAAGARAGGCG----~ CACTCAATGTGTGCTTCG- - - ~AGGGGGCGGAGG
ATSOX TGCTCGTTCGGTCAAATGGCTTGATTCCATCAATGT - - -CATCGCTGAAGARAGCCAGGGE
*x Kk Yk Fhk * Thhkhhkhx * KKk * * * % * *
pPTNG1 ATCTTCCCGGCGGCGGAGGTTCCAAATACGGGACCA -~~~ ==~ === ===~ GCAT. -—-
ATSOX ATTCTTCATGCAAAA-AGATTACAAA-ATGTTTCCACCCTCTGTCAATTGGCATAATATC
** * * * % *Kk hk hhkkk * * LR X * ok ok kkk
PTNG1 ----GATC------ GAGATGGCAA-TGGAT - --CCGGC - - -GAGGGATATCATAT - - -TG
ATSOX AACTGGTCCTCTAGGAGACCGCAAATGGATTTCCCTGTTCAGAGTGCAATCTGCTCTGTG
* k% *kkk kkhkk Kkkkk *k K *hk ok * kK * * %
PTNGL GCGTACATGCAAAACGGG-----~~— GAAAAGT- --TGTCACCTGATCA-CGGATTCCCGE
ATSOX GAGGATGTGCAAATGGTGAAGCCTGGAAAGGTAAGTATCAAAGGATATGCGGTTTCAGGA
* Kk % *ok ok ok kR * % khkdk k% * Kkk * ¥k kkk hhkk *
PTNGL TGAGGATGATCATTCCAGGATTCATCG-GCGG-~-TA~~—~~ GGATGGTG-~--- AAATG
ATSOX GGTGGACG--CG----- GGATAGAAAGAGTGGACATATCCCTGGATGGAGGCAAAAACTG
* kkk X * *kkk * * * k% * % hhkkkt Kk *%k kK
PTNG1 GTTG-AAGCGTATCATAGTAACGACGCCGGAGTC-GGAAAGTTATTACCACTTCAAAGAC
ATSOX GGTGGAAGCTTCT-----~~ AGAACGCAGGAACCAGGAAAGCAGT---~ACATCTCAGAA
* *k Khkkk * % * khkddk Kk * krkkkkk * k kK *kk
PING1 AACCGCGTGTTGCCGTCGCACGTGGACGCCGAGCTAGCTAACTCGGAAG
ATSOX CACAGC--~~TCCAGTGACAAATGG - ~—~===m——mmmmm e
*k kK * * K% ** * % K*

Figure 31:  Alignement de la sonde pTNG1 avec la séquence nucléotidique de la sulfite
oxydase d’Arabidopsis thaliana (ATSOX). Les nucléotides conservés sont
notés par *.
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lecture de la séquence du gene lors du séquencgage, et dans ce cas le site Hind III en 3385
n’existe pas.

On peut conclure a la vue des résultats des hybridations par les sondes pSNG2 et pTNGS3,
qu’ils confirment ceux obtenus avec la sonde pNRS et vont dans le sens de I’existence
d’un géne nia unique chez la chicorée.

La présence de nombreux fragments génomiques s’hybridant avec pTNGI! pourrait
s’expliquer par I’existence d’homologies avec d’autres genes, notamment ceux codant
pour des molybdoprotéines, comme la sulfite oxydase (Crawford et al., 1988) qui pourrait
exister en plusieurs copies dans le génome de la chicorée. Un alignement des séquences de
la sonde pTNGI1 et de la sulfite oxydase d’Arabidopsis thaliana a été réalisé (figure 31)

montrant une homologie de 54,5 % entre ces deux séquences.

La sonde pTNG1 étant inutilisable dans notre cas a cause des trop nombreux
fragments génomiques avec lesquels elle s’hybride, nous avons décidé de choisir une autre
région voisine du promoteur et d’en faire une sonde. Cette sonde, issue de pTNGI, est
composée des 181 premiers nucléotides du geéne nia (jusqu’au site Spe I) et de 24
nucléotides du site multiple de clonage de pCR1000 (jusqu’au site de coupure Hind III).
Nous avons choisi de nous servir de cette sonde afin d’essayer de diminuer les probabilités
de s’hybrider avec des génes comme celui de la sulfite oxydase. En effet, jusqu’au site Spe
I (en gras sur la figure 31), il existe une homologie de 53 % avec la sulfite oxydase, mais
sur 181 nucléotides au lieu de 54,5 % sur 1018 quand on utilise pTNG1. Cette sonde, 13,
de 205 nucléotides, nous a servi pour hybrider de I’ADN génomique apreés coupure par
différentes enzymes de restriction (figure 32). Apres les digestions par chaque enzyme de
restriction, un seul fragment était attendu. Pour BamH 1, le taille attendue devait étre
supérieure a 795 pb, et le fragment obtenu est d’environ 1750 pb, ce qui laisse supposer
I’existence d’un site BamH I a moins de 1000 pb de I’ATG. Nous supposons que le
fragment d’environ 1600 pb obtenu avec la sonde pTNG1 correspond a ce fragment de
1750 pb. Pour EcoR 1, Pst I et la double digestion Cla I — Sal 1, on devait obtenir un
fragment de plus de 5387 pb, les fragments obtenus (un par enzyme) sont supérieurs a
12000 pb. Enfin pour Kpn I, le fragment de 3650 pb hybridé peut correspondre a celui
attendu supérieur a 1921 pb.

A la vue de ces résultats, le fragment BamH I de 1,75 kb nous a semblé intéressant
pour une amplification par PCR-I. En effet, il contient 795 nucléotides du fragment

pTNGI1 (jusqu’au site BamH I) et environ 960 nucléotides en amont du géne, dans la

68



Clal/Sall
Echelle 1kb

Kpnl
Pst1

T o
S 8
AR M

12216 pb
8144 pb

7126 pb
6108 pb

5090 pb
4072 pb

3054 pb

2036 pb

1636 pb

1018 pb

Enzymes de restiction Taille des fragments (en kb)
BamH 1 1,75
EcoR 1 > 12
Kpnl 3,65
Pst 1 >> 12
Clal-Sall > 12

Figure 32:  Autoradiographie des produits de digestion d’ADN génomique de chicorée
hybridés avec la sonde I3 et résultats de la taille des produits hybridés.



BamH 1

Oligo 6 ATG
338 320 +1
—> /
gene nia chicorée
4_
+ 795 418 397
Oligo 5
Amplification par PCR
—_
: \
3 GTA Oligo 6
<._.__
>
Oligo 5
397 795 | 338
Promoteur du géne nia
—¥  Oligonucléotides
Figure 33:  Représentation schématique de la ligation du fragment BamH I sur lui méme.

Les oligonucléotides utilisés pour 'amplification par PCR sont représentés.
Apres amplification, la séquence inconnue (celle du promoteur du géne nia)
devient interne a une séquence connue (celle de la séquence codante nia).
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région régulatrice. De plus, la taille de ce fragment se situait parfaitement dans les limites

d’amplification définies par une Taq polymérase.

Les résultats de I”hybridation par I3 confirment donc I’existence probable d’un seul
géne nia chez la chicorée. De plus, du fait de la faible taille de cette sonde, nous diminuons
les possibilités d’hybridation avec des séquences telles que celle de la sulfite oxydase.
Nous confirmons que 1’hybridation de pTNGI1 avec de nombreux fragments serait liée aux
homologies entre la NR et la sulfite oxydase. Le fait d’utiliser une sonde nucléotidique
plus petite permet également de se débarrasser des hybridations hétérologues en

augmentant la stringence lors des lavages.

I.2. Réalisation de la PCR-I
1.2.1. Ligature

Apres digestion de ADN génomique par BamH 1, la ligature
préférentielle de certains fragments a été réalisée selon I’équation décrite par Dugaiczyk et

al. (1975) et Collins et Weissman (1984) (cf « Matériel et Méthodes »).

Pour un fragment de 1,75 kb, le facteur « j » est donc estimé a 47,92 ug/mL. Nous nous
sommes donc placé dans des conditions ou la concentration en ADN était inférieure a
4,792 pg/mL. De telles conditions devaient permettre la circularisation sur eux mémes des

fragments dont la taille est voisine de 1,75 kb.

La ligature est réalisée dans un volume total de 400 pL, & 14°C pendant 12 heures
(Sambrook et al., 1989), dans les conditions décrites dans la section « Matériel et

Méthodes ».

Dans de telles conditions, la région inconnue devient alors interne a la région adjacente

(Figure 33). On peut alors réaliser I’amplification par une PCR classique.

1.2.2. Amplification par PCR

Choix des oligonucléotides: Des oligonucléotides s hybridant sur la

partie connue, celle du géne nia ont été choisis. Le premier (Oligo 6) correspond a la
séquence complémentaire de la séquence nucléotidique de +320 a +338 par rapport a

I’ATG, et le second (Oligo 5) a la séquence nucléotidique de +397 a +418 (figure 34).
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Produit PCR

I-chelle 1 kb

4072 pb
3054 pb

Bande de 1700 pb

2036 pb
prélevée >

1636 pb

1018 pb

517/ 506 pb

Figure 35:  Profil éléctrophorétique de I’ ADN amplifié par PCR Inverse.
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Le produit amplifi€ attendu était d’environ 1700 pb, puisque les 60 nucléotides situés entre

les deux oligonucléotides ne doivent pas étre amplifiés.

¥ CCT CTT CAT TAC GTC CGT AACC,  ® GGG TGT TTT CCA GTG AGA C,
Oligo 5 Oligo 6

Figure 34:  Séquence nucléotidique des oligonucléotides choisis pour I’amplification
par PCR-1L.

Résultat: Apres dépot du produit d’amplification sur gel
d’agarose, un fragment majeur d’environ 1700 pb était visible (figure 35). Ce fragment

correspondait 2 la taille attendue. Il a donc été prélevé et purifié en vue de son clonage.

I.3. Clonage

Le clonage du fragment d’environ 1700 pb a été réalisé avec le kit
« TA Cloning » (Invitrogen) dans le plasmide pCR™II. La ligature entre le vecteur et
I’insert a été effectuée a 14°C pendant une nuit dans les conditions décrites dans la section

« Matériel el Méthodes ».

La transformation des bactéries INVOF a été réalisée par choc thermique. Les

transformants obtenus ont €té€ analysés. Deux clones différents (pTNR1 et pTNR3) ont

ainsi été sélectionnés en vue du séquencage.

I.4. Séquengage
Dans un premier temps, le séquencage du fragment de 1,7 kb a été
réalisé selon la méthode de Sanger (1981). Le but était de séquencer une partie des clones
obtenus afin de vérifier qu’ils contenaient au moins les deux régions connues et amplifiées
de nia (régions de 1 a 338 et 397 a 795, par rapport a ’ATG). Si les séquences
nucléotidiques aux extrémités des clones correspondent a la séquence nia connue, la

séquence entre ces deux régions connues devrait étre celle du promoteur du geéne nia.

Au niveau de la premiere extrémité des clones pTNR1 et pTNR3 (oligo 5), on retrouve
une séquence nucléotidique comparable a celle du gene nia (figure 36). Quatre différences

sont cependant visibles et retrouvées sur chacun des clones par rapport a la séquence
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codante du géne nia. Les séquences nucléotidiques de pTNR1 et pTNR3

identiques, nous nommerons cette séquence par pITINR.

étant donc

PTNR CCT
nia cCcT

PTNR CTG
nia CTG

PTNR TGC
nia TGC

pPTNR GGA
nia GGA

PTNR AGC
nia AGC

CTT
CTT

GGA
GGA

GCG
GCG

GTT
GTT

AGA
AGA

CAT
CAT

GGA
GGA

TTT
TTT

TCC
TCC

TAC
TAC

TTG
TTG

CAG
CAG

GGT
GGT

GTC C
GTC C
GAC GGT

GAC GGT

TAT GAC
TAT GAC

GAC
GAC

cCa
CCA

GAT
GAT

GCT
GCT

CTG
CTG

TGG
TGG

ATG
ATG

TGT
TGT

CGC
CcGC

TCC
TCC

CGG
CGG

CAA
CARA

ccG
cCaG

GGT
GGT

cTT
CTT

CcGa
CGA

GGA
GGA

GCC
GCC

GGT
GGT

GTT
GTT

ACC
ACC

TAA
TAA

GAC|
G.

TCC
TCC

o

CGC
CGC

AAG
AAG

AMG
AAG

GGA

CAC
cac

ACC
ACC

CAG
CAG

AGG
AGG

Figure 36:

Comparaison entre la séquence nucléotidique de pTNR (ligne supérieure) et
celle du gene nia entre +397 et +583 (ligne inférieure). Les différences de
nucléotides sont encadrées.

Aprés séquengage de la deuxieme extrémité (oligo 6), on retrouve également une séquence

identique a pTNR1 et pTNR3, et qui est identique, & deux différences pres, a celle de nia

(figure 37).
PTNR GGG TGT TTT CCA GTG AGA CGA ACC ATT GAT GGG TTG CGC TCG
nia GGG TGT TTT CCA GTG AGA CGA ACC ATT GAT GGG TTG CGC TCG
PTNR ATC CAT TGA TJA| GCA GTG CCC TGA TCT CTT GGG TCA AAA ACG
nia ATC CAT TGA TJI GCA GTG CCC TGA TCT CTT GGG TCA AAA ACG
PTNR GAG CTT TCC AAC TCG GAG TTC GAC TTT TTA ATG TCA CGA
nia GAG CTT TCC AAC TCG GAG TTC GAC TTT TTA ATG TCA CGA
PTNR  TAA TC
nia TAA TC
Figure 37:  Comparaison entre la séquence nucléotidique de pTNR (ligne supérieure) et

celle du gene nia entre +338 et +208 (ligne inférieure). Les différences de
nucléotides sont encadrées.

Ce premier séquencage nous donne donc a chaque extrémité des clones pTNR1 et pTNR3

des séquences identiques entre elles et quasiment identiques a la séquence du geéne de la

nitrate réductase de la chicorée. On peut donc envisager, a partir de ce résultat, un

séquencage complet des clones afin d’obtenir la séquence comprise entre les deux régions

connuces .

Le séquencage a été réalisé a I’aide des enzymes Sequenase 2.0 pour le séquengage manuel

et SequiTherm™ sur séquenceur automatique LI-COR® (Epicentre Technologies). Ce

séquencage a été réalisé plusieurs fois sur les deux clones pTNR1 et pTNR3.
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Les séquences nucléotidiques des deux régions bordant la région inconnue (+397 a +795 et

+1 a +338) se sont révélées étre identiques a la séquence déja connue. La s€équence de la

région supposée promotrice obtenue, contenant 932 pb, est la suivante:

CATCGTGGTT
TGAAAGTTTG
TAAAAACATG
CATTAAAATA
TAGTTGAACC
AAAAAACADA
TTAAAACACC
CGTAAAGTAA
TCTCAATCTT
TTATGTATTT
TAATACGATC
GTTTTTATTT
TGCTGTGGCT
CTCCAAACAC
GTGGAGATGT
TCATCATTTC
AGTTTTCTTG
CAACCTTGTG

CAACTGAATC

AAAGAAGAAT
TAAACAATGG
ACTTTTTTAA
TATGTATTTT
ATTAAAATTG
AAACAGCACC
TTATTTATAA
ATGTGITTTG
AATAATAAGA
AGGAGACAAA
CAACATATGT
TTTTTCTCTT
CGCTCATTTA
GTCACTCTCT
AAATATTTGT
TTTATTATAA
ATGGTATATA
TCTCACTTTT

CAAGCTTTTC

TTTTTCCCTT
AAAATAAACA
TGTCAATGAA
TGCATTAAAT
TTATATATTA
TTAGACTCTT
GTAATGAATA
ATTATCCTAA
GTCTTTTTAT
ATTTATTTAG
GGCCTCGTCA
TTGTGTTCAA
CCTCCTTTTT
TTCACTAAAT
ATTTCGATTA
AGAAATCGCA
TATACACACA
CTCGGCACAG

CCAACGAAAT

TTTTTCTAAC
TAATTCAGGA
ACTTATTTTC
AAAAATGAAR
AGTTCATTAA
CACTTAGAAC
TTGACTGTTT
TATATATAAT
CAGATATAAT
CAGAAAGTTG
ATCTTTGGCC
GTGGATGCAT
CTCCCAAGAG
ATATATATTA
AATAAACGAC
AGATTTTATT
CGCATGAGTG
CAAGCAACAG

cr-ATGnia

TCTGATTGGG
AGATTAAATT
TAACTTAACT
CGACTACATA
GTGAGAGAAA
ATAATATATC
GTGTCTTCCT
ACTCTAATAC
CTAATAATCC
AGATGTAATC
CCCAAATTTT
CCCCAATGCT
CTGCTTTAGA
AAAAATATAT
TCTTTTTACG
ACTAGTTCAT
TTCATTAAGG
GGAAGCTGAC

Figure 38:

Séquence nucléotidique des clones pTNR. Apres I’ATG se situe la séquence
codante du gene nia de la chicorée.

II. Analyse du promoteur nia

IT 1 Analyse informatique

I.1. Alignement de séquences

La séquence pTNR obtenue a été¢ alignée avec les séquences de

promoteurs de geénes nia contenues dans la banque de données EMBL gréice au logiciel
PC/Gene. 11 en résulte une homologie avec les s€quences suivantes:

Nicotiana
tabacum 2

444
80.8
80.8 -
35.2
383

Nicotiana
tabacum 1

42.8
42.8 g

44.4
424
36.5

Cichorium
intybus
Cichorium intybus -

Lycopersicon Arabidopsis
esculntum thaliana
024 365
35.2 38.3
36.1 452
36.1 . 47
45.2 47

Espece % moyen

41,5
388
41,9
40,2
41,8

Nicotiana tabacum 1
Nicotiana tabacum 2
Ly(;'opersicbn esculentum

Arabidopsis thaliana

Tableau 17 : Tableau présentant les pourcentages d’homologies entre les promoteurs des
génes nitrate réductase de Cichorium intybus, Nicotiana tabacum [ et 2
(Vaucheret et al., 1989), Lycopersicon esculentum (Daniel-Vedele et al.,
1989) et Arabidopsis thaliana (Wilkinson et Crawford, 1993).
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tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

tabacl
tabac2
tomate
petunia
haricotl
chicorée

--------------- TACATACAAGGGCGCGAATAAACTTTTTTTAAAGTAAATGTATATGAACTTGCA- -~~~ ~--—-ATG~--——-AA~~—----AGAGGACCTTAACTTGTTTGTCT - -
----------------------------------------------------------------- TACG----~----ATG------AA~———~~A-AM-———— e
--------- TTTGCTTATATATATTCGGTTCGATTCGETTCGGTTCA-~-GTATTTTTTTGAT TTTTTT- -~~~ ~~-—-ATTTTATAAAA - - -~ --AAACTTACCTAAGTATTCGGTACAG
------------- TTTACTAAAAA-———~————~———==———=w————— — —TATATTTTTTATTTTTTT -~ - -~ === -AGT~~—-AGAA~ - —— =~ AAAT - = ~ =~ = = ATTTTTC~ = — ~ ==~
------ CATCGTGGTTAAAGAAGA---—=~==———-—==ro—e e e m e e e = ATTTTTTCCCTTTTTTTCTAACTCTGATTGGGTGAAAGTTTGTAAACAATGGAAAATAAACATAATTC
* * * %k * %
TTGTCGTATTCTGCAA—-~—~ ATTTCAGTTTAAAAGCCCATTTGAGATTGAAT~——————~~————- TAATTCGTTATAACTAACGATATCAAAGAAAACAAT-———~~—— TAGTTAAAT
TTGTTGCTTTCTGCAA-—~—~ ATTTCACCTTAACAGCCCATTTGAGATTGATT-——~—~~—=~—~—— TAGTTAGTTATAAC-——————=~= A--—m——— - AT-——————- TAGTTAAAT
----------------------- TACACCTTAAAA~———~———— === =@~ = = = — — e e e e e[ — — = = _TAGTCGAA -~
TTATAGAGTATTAAAACCATCAGTACTGCTAAAAATAACCTAATA-ACTGGTTCGGTTCAGTACGGTTAATTCGATTTTTC -~~~ =~~~ ===~ GAAAATCATCGACACCCTAGTGGAA—
~==ATGG~~—————————— - TTGAACGAAAAA--———=—=—————~~ G e e e e AT--—--——- TTGTTCCAT
AGGAAGA-==~==—wmm——— e TTAAATTTAAAA--ACA-~~~———— G- ===~ m e e m e CTTTTTTAAT
* *%k & * * * *
GCTTGTGTA-~~=——===——=== ATT-——————m—m— e m - TGAAGA-———— == m—mm— e ATTTTITTGGA- === —m == —m e ——mmm——mm e CGTGGTCGCTGA---——-
GCTTGTGTA- =~ === == —=m= ATT-~——————————m———— TGAAGA-~——— == == ——— ARATATTTGGA -~~~ = === — e m e m = = CGTGCTCGCTGA-~——~——
GTTTTTGTA~~~————~~=———= APT-————mm— e TGA-— === ——m e o T e T i aate CTGA-—~--~-
GTTTTTGTATGCAAGGCACGCAGATTCAAGTCTACTTAATTACTGCAGATCGATGCGCAAACT TCAAATTTCTCTTATATCCTGTGGTTCTTCTTTCTCATTCGCCTTACCTGACCCACT
ATTTTTATA--~———=—=——————= X i i e DT T B m e e L T B P S CTAA------
GTCAATGAA~=~A-——==~—— CT AT T~~~ =~ == e e —m e —————————— P e —PCTAA~ = m—— = mmmmmmmmm e m e m o — C~-TTAACTCAT--~~-
* * k% * *k *
---AAACAG--~~===== == AGAAATACTTTCTGAAAAG---TTGG--~TCTTGTTC----AAAAACG--TAATAAGAGAGT TGATTCTTT-—~—- TTCGTAAAAA~—~=—==———
~~=-AAACATTATACTCCTATATAATAGAAATACTTTCTGAAAAG- - - TTGG~ - -TCTTGTTC- -~ ~AAAAACG- ~TA-TAAGAGAGTTGGTC~-TT--~-~— CTCATAAATA---—-—~——
—=~ARAA---m—————m—m——— TAGAAAC——=== CACGACAC---TTAA---TAGTG-~-—-—=——~=— AACG--GA---~-GAGAGT--—~=—=—m=—— === AAT~—=— === —~—
CCCAAA-AA~-———m-————————— AGAAAT----- CGAAAATGATATTAAGATTAGTGGGCCCCTAATAATGCTTATTATGACCATAACTCACTCAAAACCACGGCAAAACAAAACAAA
—m AR TT~TATAA~~ ==~~~ CATAAAT----TTAA----ATTTT-———~==———=————= TA----GAAAATT-—--——~———==cwm—-—- AAT-~——m=——~—
~TAARATA- -~ === -==——————— TATGTATTTTTGCATTAAA--~~T-AAA~-~~AATG-——~—~~- A--AACGACTA--CATATAGTTGAACCATTA-~~—~====~ AAATT--——=-==~~
*k*k * * * * * * * * * %
----- GTCA---CT----TTCTG-~--GAATTTTT----CACTTGATAT-~ACCAGGTAAATAGT--—--~~—-AC~——=-T-GATATT~-—~~-—========-==~TAATATTTATAC
----- GTCA---CTAGCTTTCTG- - - -ATTTTTTTT---CACTTTCTAT - ~-ATCACGTAAATAGGT -~ ===~ ===AC- === =T~CAAATT -~ === == == = == == = — = = TGATATTTACAC
------ T-=——m————e——r==G-=-=--ATAT- - -~~~ ---AATTTCTAT--TT--~--——-TAG---=——-———==AG-~~--T-CAAACTA-~——-———=————==—===TAAAATTTA-AC
CAGCTGTTAGCCCTAAGCAACAGCTGCATATGTTAAAGCCATTTGCTATTAACCAAGCCAAAAGACGCCATCCCCAG- -~~~ TACAATCTACCCCCCCCTCCCTTCCGTCCTCGTTACAC
----- GT~~====rm-mc—memm e e e = ATTTATT~~=~~==-ATTTTTAA-----——~~~AATTGTG---~-—----G-----TAGAATGT-~-~-——===—wm=m=—eee e ATTTA--~
————— GT~~~===T====m====——eeATATATT~ -~~~ ~AAGTTCATTAAGTGAGAGAAAAAAAAACAAAAAACAGCACCTTAGACTCT -~~~ ~~~—~=======-=TC~--ACTTAGAA
* %* * * * * * % *
CAAACAAA---TGAAAGTAAAATATGTGTGTCTTTCATACATAT -~~~ ATTTATCTATC-ATAGTTAATGATATATATA~TATATATTTTAACCTTA- —————~—— AATTTTGACTA--
CAAACAAA---TGAAAATAGGATATGTGTTT--TTCATACGTAT---—- ATTTATCTATC-GTACTTAATGATACATACA-TATACATAT-AACCTTA-~——————~- CTTTTTGATTA-~
CAA-———~==—— CA-——emmmmmmmmm e TCTT--GTA--~~-- ATTTA---—-—=~- GTAGT--ATTTTTCATATA-TA~———=——————— === —— == ATTTTTGAATAT-
CTCACAGACCCTGACCCTAGCG--~-GCG--~~-~- TAATGTTTAA---~- ATTCAAAGTTCTGTAGCTTCTGGCTCGTTTAATAAAGTTTTTATCATCAGGTTAAGATAATTTACAAAAGT
--------- T~TGATGCT--~==—--~==——===—TTAT~--~TAG~--~~-AGTCT-CGATTTGCTGTATATGTCTCTAACAACA~~—~=——=—=——==— === ——we—e——~TTTAATGAGT
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Figure 39:
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Alignement des séquences nucléotidiques des promoteurs de génes NR chez différents végétaux supérieurs avec celui de la chicorée. Les séquences
régulatrices, boite TATA et site d’initiation de la transcription, sont encadrées. * : nucléotide parfaitement conservé.
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Séquence nucléotidique du promoteur du géne de la nitrate réductase chez

Cichorium intybus. Les séquences promotrices TATA et site putatif d'initiation de
la transcription sont encadrés sur fond jaune. Divers molifs nucléotidiques sont
notés: double alignement pour les motifs GATA, couleur verte pour NIT-2;
souligné pour les noyaux bZiP; couleur mauve pour ASF-1 et couleur bleue pour
ARF-1. La séquence consensus trouvée chez dans les promoteurs des génes NR et
NiR (Hwang et al., 1997) est encadrée sur fond rouge.



Caractérisation du promoteur nia

L'alignement de différentes séquences de promoteurs de genes codant pour la nitrate
réductase de végétaux supérieurs avec la séquence du promoteur de la nitrate réductase de
la chicorée révele des homologies situées principalement au niveau des séquences
régulatrices: boite TATA, site putatif d’initiation de la transcription et site d’initiation de
la traduction (figure 39).

Malgré le faible degré d’homologie avec les autres promoteurs de géne nia, la technique de
PCR-I nous permet de pouvoir supposer qu’il s’agit bien du promoteur du geéne nia de la
chicorée. De faibles pourcentages d’homologies sont généralement trouvés lorsqu’on

aligne des promoteurs, méme si les séquences codantes sont bien conservées.

1.1.2. Séquences régulatrices
La séquence nucléotidique révele une boite TATA putative (TATA)
centrée sur le nucléotide -26 et une boite CAAT (CATT) centrée sur le nucléotide —87
(figure 40). Le site putatif d'initiation de la transcription est défini comme le nucléotide
+1. Nous avons donc trouvé une disposition classique des différents éléments d'aprés ce
qui est observable chez les promoteurs eucaryotiques. En effet, la boite TATA est

généralement positionnée a 32+7 bases du site d'initiation de la transcription (Joshi, 1987).

I.2. Séquences cibles de facteurs de transcription

Dans cette partie, il s’agit d’avoir une idée des facteurs de transcription qui pourraient se

fixer sur le promoteur nia de chicorée par l'intermédiaire des homologies de séquences.

Par analyse de la séquence du promoteur du gene nia (figure 40), on trouve trois
motifs TATC centrés sur les nucléotides -412, -468 et -545, motifs qui correspondent a
NIT2 de Neurospora crassa (Fu et Marzluf, 1990a). NIT2 est le produit du géne nit2, cette
protéine est un facteur de transcription impliqué dans le signal de transduction en réponse
a la présence de nitrate (Marzluf, 1993).
On peut également observer des séquences consensus des genes nitrate et nitrite réductases
entre les nucléotides —680 a —710, dont le noyau ACTCA est centré sur le nucléotide -693.
De telles séquences seraient nécessaires pour la transcription dépendante du nitrate des
genes NR d’Arabidopsis (Hwang et al., 1997). Ces motifs, isolés par analyse linker-
scanning, sont conservés dans les régions 5° des geénes NiR et NR inductibles par le nitrate
(Hwang et al., 1997).
D’autres séquences spécifiques, telles des noyaux (ACGT) pour des facteurs de

transcription de type basic-leucine-zipper (bZip) sont trouvées aux positions -182 et -93;
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ou un facteur de transcription ARF1 (Ulmasov et al., 1997) qui correspond & un élément
de réponse a I’auxine en position -499. ARF1 a été cloné a partir d’Arabidopsis thaliana
en utilisant un systeéme de double hybride chez la levure. Les séquences requises pour une
liaison avec ARF1 in vitro sont identiques a celles qui conferent la réponse a I’auxine in
vivo (Ulmasov et al., 1997). Un autre élément peut correspondre a un élément de réponse a
I’auxine: ASF-1 (Lam et Lam, 1995) qui est présent en trois exemplaires et centré sur les
nucléotides —733, -654 et -509. Cette classe d’élément en cis est impliquée dans les
phénomenes de réponse a I’auxine et a I’acide salicylique.

On retrouve également des séquences GATA, qui correspondent aux séquences reconnues
par les facteurs de transcription de la famille GATA-1, aux positions —113, -407, -471, -
515 et —749. La seule protéine susceptible d’€tre un facteur de transcription impliqué dans
la réponse au nitrate chez les végétaux, NITL1, appartient a cette famille (Daniel-Vedéle et

Caboche, 1993).

III. Conclusions

Nous disposions au sein du laboratoire de la séquence codante du géne de la nitrate
réductase de Cichorium intybus (Palms et al., 1996). Afin de mener a bien une étude du
géne au niveau moléculaire, le clonage et le séquengage du promoteur de ce géne nia
étaient nécessaires.

La premiére approche qui consistait en un criblage de la banque génomique de
chicorée a échoué du a la présence d’un grand nombre de clones chimériques. Nous nous
sommes donc tourné vers la technique de PCR-Inverse qui permet d’isoler une région
d’ADN inconnue adjacente a une région connue. Cette technique de PCR-I nous a permis
d’isoler un fragment de 932 paires de bases correspondant a une partie du promoteur du
géne de la nitrate réductase chez la chicorée. Ce fragment de 932 pb contient des
séquences régulatrices telles que la boite TATA ainsi qu’un site putatif d’initiation de la
transcription et révele une structure commune aux autres promoteurs eucaryotiques. En
effet, il a ét€ montré par Joshi (1987) que la boite TATA est généralement positionnée a
32+7 bases du site d'initiation de la transcription et que ce site d’initiation de la
transcription est positionné entre 80 et 120 nucléotides du site d’initiation de la traduction.

L’approche de la technique de PCR-I pour le clonage de promoteurs chez les
végétaux supérieurs est assez peu répandue, la technique plus classique étant le criblage de

banque génomique. On peut se demander si le fait d’isoler des fragments d’ADN par PCR
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n’induit pas des erreurs dues a la Taq Polymérase. En effet, on peut estimer a environ une
erreur de réplication imputable a la Taq toutes les 300 paires de bases. On peut donc
estimer a environ 3 le nombre d’erreurs dans la séquence amplifiée, ce qui est proche de ce
que nous avons obtenu. Cependant, un des avantages de cette technique de PCR-I est de
positionner la séquence inconnue de fagon interne a la région connue. Ceci permet, outre
son amplification, de savoir des le début du séquengage si la région isolée est bien celle
attendue. Quand on essaie d’isoler des séquences de promoteurs c’est un avantage non

négligeable compte tenu des faibles taux d’homologies entre les différents promoteurs.
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Chapitre II: Analyse de la fonctionnalité
du promoteur du géne nia cloné.
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Figure 41:  Représentation schématique de la construction pnia. UidA wiilisée pour transformer les cotylédons de Cichorium intybus. Les

oligonucléotides Ul, U2 N1 et N2 seront utilisés pour tester la présence de la construction dans les transformants.
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~ Analyse de la fonctionnalité du promoteur nia cloné

Afin d’étudier I’activité du promoteur du géne de la nitrate réductase de la chicorée en
conditions in vivo, I'utilisation de plantes transgéniques, contenant une construction avec un
géne rapporteur sous contrdle du promoteur nia, a €t€ développée. Le but de cette approche
est de déterminer si la séquence isolée est fonctionnelle, et ceci afin de pouvoir commencer

les études sur cette séquence.

A. Etudes sur des plantules Cichorium intybus transformées

Nous avons réalisé la transformation de la chicorée par Agrobacterium tumefaciens
contenant le plasmide pBI121 dans lequel a été cloné le promoteur du géne de la nitrate
réductase de la chicorée (figure 41). Dans cette construction, le géne rapporteur UidA—sans
intron est donc sous contrdle du promoteur du geéne nia. Nous pourrons donc étudier

Iexpression du promoteur en mesurant ’activité B-glucuronidase.

I. Transformation des explants cotylédonaires de chicorée

Des études menées au laboratoire ont montré que les cotylédons étiolés de 5 jours
étaient les explants qui se prétaient le mieux a la transformation stable de la chicorée (Abid et
al., 1995). Aprés aseptisation des graines de chicorée variété Flash, la germination est
effectuée sur milieu Heller 20 (ct Matériel et Méthodes) a I'obscurité pendant 5 jours. Les
cotylédons étiolés sont prélevés et lacérés puis sont co-cultivés deux jours sur un milieu
contenant 0,1 mglL-1 de BAP et 100 pM d’acétosyringone avec la suspension
d’Agrobacterium tumefaciens. Les explants sont ensuite lavés dans la céfotaxime 250 pg/mL
afin d’éliminer les bactéries et repiqués sur milieu de sélection (cf Matériel et Méthodes)
contenant de la BAP, de la cétotaxime mais aussi de la kanamycine afin de sélectionner les
transformants. Apres 5 jours sur le milieu de sélection, les explants sont repiqués sur le milieu
de callogenese (cf Matériel et Méthodes). Les bourgeons obtenus sont transférés sur milieu

d’enracinement. Lorsque les racines sont obtenues, on transfert les plantes en serre.
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lableau 18: Tableau récapitulatif des tests PCR effectués sur I'ADN génomique des plantes
obtenues apres régénération des bourgeons issus de la transformation. Les
PCR sont effectuées avec les amorces N1 et N2 pour le test Nptll et Ul et U2
pour le test UidA (cf figure 41). Les signes + et — correspondent,
respectivement, a la présence et a |'absence de produit PCR.
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Figure 42:  Mesure d’ANR des descendants des transformants primaires pnia-UidA
6,78 11,14 et 16, ainsi que des plantes transformées par la construction
promoteur 358:UidA et de la variété sauvage de chicorée Flash. Les plantes
ont poussé sur milieu nitrate (en rouge) et ammonium glutamine (en bleu). Les
ANR sont données en nM NO, produit’gMFh.



Analyse de la fonctionnalité du promoteur nia cloné

II. Etude des plantes transformées pnia-UidA

Nous avons obtenus 17 plantes apres régénération. Des extractions d’ADN génomique
ont été réalisées sur ces 17 plantes afin d’effectuer des tests de présence des génes UidA et
Nptll par PCR (tableau 18). L1 des 17 plantes (64,7 %) contiennent a la fois les génes UidA et
Nptll. Ces plantes sont cultivées en serre et subissent une période de vernalisation afin de
favoriser la floraison. Les inflorescences florales sont récupérées et les graines récoltées. On
peut cependant noter que le nombre de graines est trés faible pour chaque plante. Dans notre
cas la plante ayant donné le plus de graines est la plante n°8 avec 78 graines, alors que la
plante n°7 n’a donné que 9 graines et les plantes n°1,2,3,15 et 17 n’en ont donné aucune.

Dans un premier temps, afin de tester ’'expression du géne rapporteur UidA sous contrble du
promoteur du gene de la nitrate réductase, nous avons fait germer ces graines sur un milieu
Heller H20 contenant ou non du nitrate. Comme contréle de I'expérience, les activités nitrate
réductase ont été mesurées (figure 42). On peut remarquer que [activité NR sur milicu
contenant du nitrate est plus forte que sur le milieu ammonium/glutamine (en moyenne 3 fois
plus forte). On retrouve donc bien un schéma de régulation attendu, a savoir une activité NR
plus forte en présence de nitrate qu’en son absence.

Les activités B-glucuronidases ont été mesurées sur ces mémes plantes (figure 43). Seule la
plante 8 présente une activité B-glucuronidase significative, les autres plantes ne présentant
que des activités trés faibles. L’expression de Iactivité B-glucuronidase de la plante 8 est 80
plus forte dans les cotylédons en présence de nitrate qu’en absence et 101 fois plus élevée
dans les racines en condition nitrate qu’en condition ammonium. L’activit¢ GUS dans les
plantes 35S:UidA ne varie pas en fonction de la source d’azote. On peut donc en déduire que
"augmentation d’activité GUS dans les plantes pnia:UidA en présence de nitrate, correspond
a une augmentation de [activité du promoteur nia du transgeéne.

On peut également remarquer que I'expression du gene UidA dans les racines est trois fois
plus forte que dans les cotylédons (6,67 et 2,18 nM MU/min/pg prot) en condition nitrate. Le
promoteur nia cloné semble donc étre plus actif dans les racines que dans les cotylédons en
présence de nitrate. Afin de confirmer cette expression, nous avons effectué des tests de
localisation de [I’activité [B-glucuronidase. Aprés incubation une nuit dans un tampon
contenant du X-gluc, il s’avere que la coloration bleue est localisée dans I’apex racinaire et au

niveau des apex des racines latérales. Cette expression se situe donc au niveau de zones a
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Figure 43:  Mesure d’activité [-glucuronidase dans les cotylédons (C) et les racines (R) des descendants des transformants primaires pnia-
UidA 6,7,8,11,14 et 16, ainsi que des plantes transformées par la construction promoteur 35S :UidA et de la variété sauvage de

chicorée Flash. Les plantes ont poussé sur milieu nitrate (en rouge) et ammonium/glutamine (en bleu). Les activités [-
glucuronidase sont données en nM MU/min/ug prot.
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forte croissance. Cette localisation rejoint les études effectuées en whole mount au laboratoire
(Palms et al., 1996).

La faible proportion de plantes Pria-UidA montrant une activité -glucuronidase (1 sur 6)
rejoint les résultats des études menées a I'INRA de Versailles. En effet, des constructions
contenant des génes rapporteurs sous contrdle des promoteurs des génes codant pour la NR de
tabac ont été introduites dans des tabacs (Vaucheret er al., 1992). Cependant, les auteurs
observent que seulement 20% de ces tabacs transgéniques (22/105) possédent des niveaux
détectables de l'expression du gene rapporteur. De plus, seules 10% des plantes qui ont une
activité GUS détectable sont régulées par le nitrate (2/105). L’activit¢ GUS dans les feuilles
n’excéde pas plus que 2% de celle de feuilles de plantes transformées avec la construction
contenant le géne UidA sous contrdle du promoteur 35S (Vaucheret et al., 1992). Des études
ultérieures ont montré que I’introduction des transgénes pnia-UidA dans des tabacs a conduit
a une inactivation du promoteur du géne nia endogene et de celul contenu dans le transgene
pnia-UidA (Vaucheret et Caboche, 1995). Ce phénomene est appelé inactivation génique
transcriptionnelle ou « Transcriptional Gene Silencing ». Il peut rendre compte de la tres
faible expression des transgenes pnia-UidA dans les plantes transgeniques. Dans notre cas, sur
6 plantes pnia:UidA, une seule montre un promoteur nia actif et dont activité dépend du
nitrate, ceci peut laisser envisager que la fréquence de ce phénomeéne d’inactivation

transcriptionnelle puisse dépendre de I’espéce étudiée.

En conclusion, 'expression d’activité B-glucuronidase de la plante 8 en condition
nitrate étant nettement plus élevée par rapport a la condition ammonium / glutamine, confirme
la fonctionnalité du promoteur nia de chicorée cloné par PCR-1. De plus, la localisation dans
des régions de forte croissance de I'expression de cette activité B-glucuronidase, correspond
aux résultats des études menées par hybridation in sifu sur des explants entiers (whole mount)

sur I’expression du géne nia chez la chicorée (Palms et al., 1996).

Des expériences de Northern blot seraient nécessaires afin de confirmer que
I’augmentation d’activité B-glucuronidase corresponde & une augmentation de I’accumulation
d’ARNm UidA. Cependant, elles n’ont pas €té effectuées lors de cette these a cause du faible

nombre de graines obtenues.
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B. Etudes sur une suspension cellulaire de Cichorium intybus
transformée

Dans certaines études de I’expression des promoteurs NR, I'utilisation de plantes
transgéniques a posé certains problemes (Vaucheret et Caboche, 1995). Dans notre cas, nous
avons obtenu une plante transgénique, mais seulement une, montrant la régulation attendue de
la construction pnia:UidA par la source azotée. Nous avons donc voulu confirmer la
fonctionnalité du promoteur cloné par une autre approche. Pour cela, des essais de
transformation transitoire par !’utilisation de protoplastes pourrait &tre envisagés. Cependant,
les mécanismes contrOlant ’expression des genes NR dans la plante ne semblent pas
opérationnels au niveau des protoplastes. En effet, il a ét€ montré que I’expression transitoire
du geéne UidA sous contrdle du promoteur du gene nial de tabac ne reflétait pas la régulation
observée dans le tissu duquel les protoplastes dérivaient (Marion-Poll et al., 1984; Vaucheret
et al., 1992).

Une autre approche était d’utiliser des feuilles transformées par canon & particules pour
effectuer de I’expression transitoire. Des constructions contenant des genes rapporteurs GUS
ou LUC sous controle du promoteur du gene NR de la tomate ont été introduites par
bombardement de particules dans des feuilles de tabac (Godon et al., 1995). Cependant, ces
auteurs n’ont obtenu aucune régulation des geénes rapporteurs sous contréle du promoteur NR

de tomate.

Nous avons donc envisagé une nouvelle approche, basée sur 'utilisation d’une culture
cellulaire transformée de facon transitoire. Cette technique permet de pouvoir effectuer un
grand nombre de mesures d’activit¢ GUS dans un temps trés court et ainsi de pouvoir
multiplier les conditions d’expérimentation. Cependant, dans un premier temps il nous a fallu
caractériser la suspension cellulaire de chicorée, ainsi qu’étudier son comportement en

fonction de la source azotée.

I. Caractérisation de la suspension cellulaire

La suspension cellulaire a été obtenue par culture de cals initi€s a partir d’explants
racinaires de C. intybus L. var. Witloof (Dubois et al., 1988). Une étude réalisée au

laboratoire a montré I’existence d’'une NR de la forme NADH:NR dans cette suspension
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cellulaire (Chraibi, 1988). Cette culture cellulaire est entretenue sur un milieu contenant du
nitrate et des hormones (AIA, 2,4-D et kinétine). L’ ANR de cette supsension cellulaire est en
partie soumise a un rythme circadien (figure 44). En effet elle est constante pendant une
longue partie de la période lumineuse (40 nM NO,/g MF/h) avec un pic a 60 nM NO,/g
MF/h une heure apres le début de I’éclairement et une baisse a environ 20 nM NO,/g MF/h
15 minutes apres la fin de I’éclairement (figure 44). La culture cellulaire est repiquée tous les
15 jours dans un milieu neuf. Une culture qui vient d’&tre repiquée en milieu neuf est
considérée comme agée de 1 jour. On a mesuré I’évolution du nombre de cellules de la
suspension cellulaire venant d’étre repiquée dans un milieu neuf (figure 45). Le nombre de
cellules augmente de facon constante de 8,2.10° au jour 1 & 31.10° cellules / mL au jour 15
(figure 45). Cependant, le taux de croissance n’est pas constant. Le taux de croissance est
défini comme une variation du nombre de cellules pendant un temps donné. Ce taux de

croissance est donc exprimé par un pourcentage par jour.

Nbre Cellules jour b — Nbre Cellules joura | _
( / (jour b — jour a) § x 100
Nbre Cellules jour a

Entre le jour 1 et le jour 3 il est de 19% par jour, puis il diminue entre le jour 3 et le jour 5 a
une valeur de 13% par jour. Le taux de croissance par jour est ensuite constant entre les jours
5 et 10 a 13% par jour. Enfin, le taux de croissance par jour chute considérablement pour
atteindre 5% par jour entre le 13 et le 14¢me jour. Les cellules sont alors repiquées sur milieu

neuf,

II. Effets du passage d'un milieu nitrate a un milieu ammonium

L’activité nitrate réductase de cette suspension est évaluée entre 80 et 90 nM NO,
produit/gMF/h dans le mileu de culture classique (7 mM NOj). Lorsqu’on place la
suspension cellulaire dans un milieu o 'ammonium remplace equimolairement le nitrate, on
peut alors remarquer que I’activité nitrate réductase chute considérablement dés le premier
jour de culture jusqu’au troisi¢me jour puis se stabilise (figure 46). En effet, ' ANR passe de
84 nM NO; produit/gMF/h au jour O a une valeur de 17 nM NO, produit/gMF/h au jour 1,
puis diminue jusque 10 nM NO, produit/gMF/h A partir du 3*™ jour.
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100 -

ANR en nM NO2-produit/g MF/h

Temps en jours

{EJ ANR milieu Ammonium B ANR milieu Nitrate ‘

Figure 46: Evolution de I’activité nitrate réductase d’une suspension cellulaire de Cichorium
intybus repiquée au jour 0 dans un milieuw ammonium sans nitrate ou dans un
milieu avec du nitrate seul.

268

18 S

Figure 47: Analyse des ARNm NR de cellules de chicorée ayant poussé dans un milieu de
culture contenant du nitrate a 7 mM puis dans un milieu contenant de
I’ammonium 7 mM pendant 0,1,3,4 et 5 jours. A: coloration au BET des ARN
totaux (10ug). B: hybridation avec une sonde nitrate réductase (PNRS) marquée
au odCTP”.

Cette diminution de I’ANR est associée a une diminution de I’accumulation d”ARNm NR

dans les cellules qui subissent le passage du milieu nitrate au milieu ammonium (figure 47).

Nous considérons que 3 jours sur milieu ammonium suffisent pour obtenir une activité nitrate
réductase minimale. En effet, on observe une baisse d’ANR de plus de 8 fois lorsque 'on
passe d’un milieu contenant 7 mM de nitrate 2 un milieu contenant 7 mM d’ammonium. De
plus, on observe également une forte baisse de I’accumulation des ARNm NR dans les mémes

conditions.
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Analyse de la fonctionnalité du promoteur nia cloné

En conclusion a cette expérience, on peut remarquer que les cellules en culture de chicorée
ont effectivement une expression de la NR qui dépend du NO,. Afin de confirmer ces
résultats, nous avons réalisé (ci-dessous) une expérience d’induction avec du nitrate, de

cellules possédant une activité NR minimale (3 jours sur milieu ammonium).

III. Effets du passage d'un milieu ammonium a un milieu nitrate

Dans les expériences qui suivront, les cellules seront toujours prélevées apres 3 jours sur
milieu ammonium, afin de se placer dans des conditions d’accumulation d’ARNm NR et

d’ANR 3 leur niveau minimum.

III.1 Dosage du nitrate endogéne

Lorsque la culture cellulaire est transférée d’un milieu ammonium a un milieu
nitrate, on observe une augmentation tres rapide de la teneur en nitrate des cellules (figure
48). On passe, en effet, de 17 ugNO,/gMS lorsque les cellules sont en milieu ammonium a
21,5 pgNO,/gMS des les 15 premieres minutes en milieu nitrate, ce qui correspond a une
augmentation de 27%. La teneur en nitrate augmente fortement jusqu’a 90 minutes pour
atteindre 24 ugNO,/gMS (hausse de 42% par rapport au temps 0). La teneur en nitrate semble
ensuite se stabiliser autour de 24 ugNO,/gMS.

Lors du passage de la culture cellulaire de chicorée d’un milieu ammonium & un milieu

nitrate, le nitrate du milieu est rapidement absorbé par les cellules.

IIT.2 Activité nitrate réductase

On peut remarquer sur la figure 48 que ’activité nitrate réductase augmente apres
un temps de latence de 1 heure. En effet, lors de la deuxi¢me heure on peut voir une activité
passer de 12 & 35 nM NO; produit/gMF/h (+191%). L’ ANR continue d’augmenter, mais plus
lentement, jusqu’a 24 heures aprés I'induction pour atteindre 86 nM NO, produit/gMF/h
(+616% par rapport au temps 0). Il est a noter que les jours suivants ’ANR ne varie plus
significativement, elle est en effet de 84 nM NO,produit/gMF/h a 48 heures et 74 nM NO;
produit/gMF/h a 72 heures.
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Tableau 19: Coefficients directeurs des segments de droites correspondant a la figure 48.
Plus le coefficient directeur est élevé, plus ’ANR augmente rapidement. En
effet, il correspond a l’augmentation d’ANR ramenée a une minute sur la
variation de temps choisie.

La variation d’ANR est plus forte entre la premiere et la deuxieme heure que durant les autres
périodes. L’induction de I’ANR commence apres I’entrée du nitrate du milieu extérieur vers
le milieu intracellulaire. L.’augmentation d’ANR continue ensuite jusqu’a 24 heures mais de

fagon plus lente.

III. 3. Quantité de protéine NR

Des tests de mesures de quantités relatives de protéine NR par ELISA ont été
réalisés dans les conditions d’induction décrites précédemment (figure 49). Au bout de 90
minutes dans le milieu nitrate, on peut voir la quantité de protéine NR diminuer par rapport au
temps 0. Ensuite - aux temps 2, 4 et 24 heures - la quantité relative de protéine NR augmente
pour atteindre une valeur de 4,3 fois plus élevée au bout de 24 heures. Il est donc clair que la
protéine NR est synthétisée en réponse a la présence de nitrate dans le milieu de culture.
Cependant, il est curieux de remarquer une baisse de la quantité de la protéine au bout de 90
minutes alors que I’activité NR augmente a la méme période. Le taux de protéines solubles
(figure 50) augmentant fortement lors de cette période, on peut penser que la quantité de NR
est en fait stable, ou augmente faiblement, mais sa représentation par rapport aux autres
protéines baisse. On peut également expliquer I’augmentation de 1’activité NR, alors que la
quantité de protéine NR est stable, par un mécanisme de déphosphorylation de ’enzyme lors
du transfert dans le milieu nitrate. L’enzyme serait présente mais inactive dans le milieu
ammonium, elle subirait une déphosphorylation comme premiére réponse au nitrate puis on
verrait une augmentation de sa synthése pour poursuivre la réponse. Il serait possible de tester
cette hypothése avec une mesure d’ANR en présence d’EDTA comparée & une mesure

d’ANR en présence de MgCl et d’ATP.
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Figure 53:

) 15 30 45' 60' 90 2h 3h 4h 24h 48h 72h

Temps

Evolution du taux d’ARNm nitrate réductase dans une suspension cellulaire de
Cichorium intybus lors d’une ré-induction sur milieu nitrate aprés un passage
de 3 jours sur milieuw ammonium. L’intensité relative est déterminée sur NIH
Image 1.61 par une macro écrite au laboratoire qui permet de calculer la
densitométrie de pistes non droites. Afin d’obtenir la densité relative, on divise
la densité d’un spot par la quantité relative d’ARN déposés sur le gel.
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IIT.4. ARNm NR

Maintenant que nous avons montré I’induction de I'activité nitrate réductase, il
serait intéressant de savoir si il existe une telle induction au niveau de I’accumulation des
ARNm. Les extractions d’ARNm ont été effectuées sur des cellules cultivées sur milieu
ammonium depuis trois jours (temsp 0), puis aux temps 15, 30, 45, 60 et 90 minutes ainsi que
2, 3, 4, 24, 48 et 72 heures apres transfert de la suspension cellulaire dans le milieu contenant

du nitrate.

Temps 0 15 30 45 60’ 90 2h 3h 4h 24h 48h  72h

Quantité 0,76 0,78 0,78 0,73 0,69 0,8 0,45 091 0,63 0,81 0,90 1
relative

Figure 51:  Photographie de gel dénaturant d’agarose a 1,2%. Les ARN, provenant de
cellules de chicorée ayant poussé 3 jours sur un milieu ammonium, repiquées
ensuite dans un milieu de culture contenant du nitrate, et prélevées a différents
temps, sont visibles sous UV par coloration au bromure d’éthidium. On calcule
la densité de chaque piste par une macro écrite au laboratoire sur NIH Image
1.61. On établit alors une quantité relative entre chaque échantillon.

45 60’ 90’ 2h 3h 4h

48h  72h

Temps 0 15°

Figure 52:  Analyse des ARNm de NR de cellules de chicorée ayant poussé 3 jours dans un
milieu ammonium, puis repiquées dans un milieu de culture contenant du
nitrate et prélevées a différents temps. L’hybridation est réalisée avec une
sonde nitrate réductase (PNRS) marquée au adCTP”.

D’apres les figures 51, 52 et 53, on peut conclure que le taux d’ARNm nitrate réductase
augmente deés les 30 premi€res minutes aprés repiquage de la suspension cellulaire d’un
milieu sans nitrate a un milieu en contenant (de 31 a 292). Ce taux est ensuite stable pendant
une heure (=300) avant d’augmenter fortement aprés quatre-vingt dix minutes (2259).

L’accumulation des ARNm NR est alors a son maximum, puis diminue sensiblement pour
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revenir a un niveau tres faible quatre heures aprés repiquage des cellules dans le milieu neuf
(= 150).

Il existe donc une accumulation d’ARNm NR dans les cellules quand la culture cellulaire est
transférée d’un milieu ammonium & un milieu nitrate. L’accumulation est 2 son maximum 90
minutes apres le passage des cellules dans le nouveau milieu.

Il existe donc une réponse au nitrate en deux temps. Une augmentation des transcrits NR
rapide (30 minutes), puis une deuxiéme augmentation au bout de 90 minutes. Cette induction
en deux temps nous amene a nous demander si le nitrate n’influerait pas sur la stabilisation
des ARNm NR dans un premier temps, afin de pouvoir répondre rapidement. Puis la mise en
route de la synthése des ANRm NR pourrait étre mise en ceuvre plus tard, afin d’augmenter le
nombre de transcrits. Les expériences de Northern blot ne suffisent pas pour pouvoir répondre
a ces hypotheses. Il faudrait, pour cela, effectuer des expériences de Run-On afin de

différencier accumulation des ARNm par stabilité ou par mise en route de la transcription .

IV. Conclusions

Nous avons utilisé, au cours de cette étude, une suspension cellulaire de Cichorium
intybus initiée a partir de cals provenant d’explants racinaires. Nous avons montré que lorsque
cette culture, qui pousse normalement sur un milieu contenant 7 nM de nitrate, était repiquée
de son milieu de culture classique (appelé milieu nitrate) a un milieu ne contenant comme
seule source azotée que 7 mM d’ammonium (appelé milieu ammonium), ’activité nitrate
réductase baisse dés le premier jour de culture. Cette baisse est accompagnée d’une
diminution d’accumulation de transcrits NR. Nous avons ensuite €tudié les effets du passage
du milieu ammonium au milieu nitrate. Nous avons remarqué une induction de la NR, que
cela soit au niveau de ’accumulation de transcrits NR, de ’ANR et de la quantité de protéine
NR. Cette induction est précédée d’une entrée trés précoce de I’ion nitrate dans les cellules.
L’induction transcriptionnelle de la NR par le nitrate est un phénoméne connu depuis
longtemps (Vincentz et Caboche, 1991;1993). Dans des suspensions cellulaires d’épinard,
cette induction avait été montrée par Ogawa et al., 1999. Nous montrons ici que la culture
cellulaire de Cichorium intybus est un bon modele pour I’étude de ’expression de la NR. Il ne
semble cependant pas adéquate pour I’étude des effets des hormones sur I’expression de la
NR. En effet, la culture a besoin de 54 pM d’ANA, de 90 nM de kinétine et de 90 nM de 2,4-

D pour croitre dans de bonnes conditions. Les réponses aux hormones étant de plus
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Figure 54:  Mesure de fluorescence de cellules d’Arabidopsis thaliana transformées
p35S:UidA. La courbe indique ['intensité relative de la fluorescence en
fonction du nombre de cellules. La zone bleue indique la fluorescence de fond
due aux cellules non transformées.
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généralement dues a des balances hormonales, il semble aléatoire d’étudier I'effet d’une
hormone dans un systéme déja tres riche en hormones. Enfin, les hormones mettent en jeu des
mécanismes qui ne sont pas directes. Elles impliquent une cascade de réactions dans la cellule

et il parait difficile de cibler I’effet sur la NR.

Cette culture cellulaire représentant un modele classique de réponse au nitrate, nous pouvions
donc envisager I’étude de I’expression du transgeéne pria: UidA, introduit dans les cellules de

chicorée via Agrobacterium tumefaciens.

Nous avons décidé d’effectuer les transformations dans des microplaques de 96 puits
afin de pouvoir multiplier les conditions d’expérimentation, mais aussi de pouvoir mesurer
assez aisément la fluorescence émise a I'aide d’un lecteur automatique. Pour cela, il est
nécessaire d’utiliser un substrat pour la B-glucuronidase qui soit un chromogene dont le
rapport signal/bruit de fond est important, mais aussi que le lecteur soit capable de détecter ce
signal. Nous avons choisi le 4-méthyl-umbelliféryl B-D-glucuronide qui, aprés clivage par la
B-glucuronidase, libere le 4-méthyl-umbelliférone, détectable par fluorimétrie. Ainsi, 1’ajout
direct du fluorochrome en présence de dénaturants puissants (Triton X-100, EDTA, (-
mercaptoéthanol) permet de mettre en évidence la présence de I'enzyme [3-glucuronidase dans

les cellules végétales.

V. Mise en place de la technique de détection de l'activité GUS

en microplaques

Pour la mise en place de cette technique, nous avons utilisé une suspension cellulaire
d’Arabidopsis thaliana transformée de fagcon stable avec un geéne rapporteur UidA sous
contrble du promoteur 35S. En effet, nous avons voulu connaitre le seuil de détection du
fluorimetre. Pour cela, un nombre variable de cellules végétales exprimant de fagon stable le
géne UidA (fournies par B. Dubreucq, INRA Versailles) a été placé dans des puits d’une
microplaque. Le test fluorimeétrique montre que la fluorescence émise par 10 cellules
transformées peut étre facilement détectée (figure 54), démontrant ainsi la sensibilité de cette
technique de détection de I"activité GUS (Tétu et al., 2000).

Nous avons également pu remarquer que I’absence d’intron dans le géne UidA compromet

gravement la détection de la B-glucuronidase des cellules végétales si on veut étudier le
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Figure 55:

Mise en évidence des cellules d’Arabidopsis thaliana transformées et
possédant une activité GUS.

U/ne suspension cellulaire d’Arabidopsis thaliana a été cultivée en présence
d’Agrobacterium tumefaciens pMP90Gin pendant 24 heures. Les cellules
ont alors été incubées a 37°C, pendant 2 heures, dans du tampon de
réaction MUG et visualisées sous microscope a fluorescence
(agrandissement x 200).

a: Cellules d’Arabidopsis thaliana seules

b : Cellules d’Arabidopsis thaliana incubées avec Agrobacterium
tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens

C58C1(pMP90Gin) 2,34+ 267 0,07 £ 0,02
GV3101(pGV3850) 1,18+1.05 0,08 +£ 0,02

Arabidopsis thaliana

Controle 8,02+ 1,98 0,57+031
+ C58C1H(pMP90Gin) 16,69 £ 1,65 291 +041
+GV3101(pGV3850) 7,56 + 2,03 0,44 + 0,30

lableau 20:

Comparaison des activités f-glucuronidase et de la fluorescence émises par
les cellules d'Arabidopsis thaliana incubées 24 heures en présence ou en
absence d’Agrobacterium tumefaciens ('58C / (pMP90Gin).

-A- Fluorescence des cellules mesurée en micro-plaques par un fluorimétre
Labsystems I'luoroskan. Les valeurs sont une moyenne de 1920 puits.

-B- Activité p-glucuronidase mesurée en Lppendorf selon Jefferson et al.
(1987) en nM MU produitmin/mg de protéines. Trois mesures de six
expériences indépendantes ont été réalisées.
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mécanisme de transformation en lui méme. En effet, il s’aveére que o B3-glucuronidase est
également exprimée par les bactéries et masque I'expression de 1’enzyme par les cellules
végétales. Les bactéries ne pouvant pas exciser I’intron, la protéine B-glucuronidase ne sera

pas produite dans les bactéries.

Des essais préliminaires ont ét¢ :calisés, durs lesquels la culture cellulaire
d’Arabidopsis thaliana a été incubée en présence de bactéries détentrices ou non d’un ADN-T
porteur du géne UidA-intron (souche pMP90Gin). Apres 24 heures de coculture, les cellules
ont été placées a 37°C en présence du substrat chromogene. Seules les cellules incubées en
présence des agrobactéries UidA-intron présentaient dans leur cytoplasme une fluorescence
bleue qui diffuse progressivement dans le tampon d’incubation (figure 55). L’ajout d’une base
faible, tel le carbonate de sodium, permet d’intensifier transitoirement la fluorescence du
milieu. Cette intensification est une caractéristique physique de la molécule fluorescente
d’umbelliférone. Les cellules cultivées en absence d’agrobactéries ou avec des agrobactéries
contenant un ADN-T sans le gene UidA (souche GV3101, contenant le plasmide désarmé

pGV3850) émettent un niveau de fluorescence faible (tableau 20).

Les cellules qui émettent une fluorescence significativement supérieure a celle des
cellules témoins sont donc considérées comme ayant intégré UidA dans le neyau.
notion de seuil de fluorescence permettant de dire que les cellules sont ou non transformées
sera étudiée dans le prochain chapitre). Nous avons cependant effectué des mesures d’activité
B-glucuronidase afin de déterminer s’il existe une corrélation entre la fluorescence émise dans
les plaques et les activités GUS dans les extraits. Les tests d’activité ont été réalisés selon
Jefferson (Jefferson et al.,, 1987). Les cellules seules ont une activité de .57 nM MU
produit/min/mg de protéines (tableau 20) alors que les cellules incubées en présence
d’agrobactéries pMP90Gin ont une activité de 2,91 nM MU produit/min/mg de protéines. Il
est possible de tracer une courbe de corrélation entre la fluorescence émise par les cellules
dans les plaques et ’activité B-glucuronidase mesurée en Eppendorf (figure 56), la courbe est
tracée avec les valeurs du tableau . La fluorescence en plaque est proportionnelle a I'activité
B—glucuronidase avec une courbe de corrélation logarithmique d’équation y = 3,9108 Ln(x) +
11,46 et un coefficient de corrélation de 0,97. La mesure de fluorescence en plaque s’avere
donc étre une estimation fiable de I’activité B-glucuronidase de la suspension cellulaire. Grice

a cette technique d’estimation, il est possible de multiplier les expérimentations. Alors que
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Figure 37 Mise en évidence des cellules de chicorée transformées pnia:Uid4 et possédant
une activité p-glucuronidase.
Une suspension cellulaire de Cichorium intvbus a été cultivée en présence
d’'Agrobacterium tumefaciens contenant la construction promoteur nia . UidA
pendant 24 heures. Les cellules ont alors été incubées a 37°C pendant 2 heures
dans un tampon de réaction MUG et visualisées sous microscope a fluorescence
(longueurs d'onde d'excitation 334 el 365 nm, filtre barriere 420 nm,
Agrandissement x 200).
A Cellules de Cichorium intybus seules (T-).
B : Cellules de Cichorium intybus incubées avec Agrobacterim tumetaciens Pria-

Uid4 (T+).
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pour mesurer l’activité B-glucuronidase selon Jefferson il faut réaliser une extraction
protéique puis réaliser la mesure d’activité enzymatique en passant les échantillons un par un
dans un fluorimetre et enfin doser les protéines, la mesure de fluorescence en plaque ne
demande que trés peu de temps et donne une bonne estimation de 1’expression de la f3-
glucuronidase. Nous avons utilisé cette technique dans deux conditions, 1’'une pour étudier le
transfert de I’ ADN-T des agrobactéries vers les cellules végétales et notamment pour évaluer
I’effet de certains composés comme la chloroquine (Tétu et al., 2000; Roszak et al., 2000) et
lautre pour étudier les effets du nitrate sur une suspension cellulaire possédant une
construction contenant un géne rapporteur UidA sous controle du promoteur du geéne de la NR

de la chicorée, introduite par co-culture avec des agrobactéries.

VI. Transformation de la suspension cellulaire de chicorée

Afin d’étudier la régulation du promoteur nia cloné en fonction de la source d’azote,
nous avons effectué la transformation de la suspension cellulaire de chicorée non transgenique
avec la construction contenant le géne rapporteur UidA sous contrble du promoteur nia cloné.
Nous nommerons par T+ la culture cellulaire ayant été incubée avec Agrobacterium
tumefaciens contenant la construction promoteur nia:UidA et par T- la culture cellulaire de
chicorée n’ayant jamais ét€ en contact avec les agrobactéries (figure 57). Le milieu de culture
de ces cellules contient toujours du nitrate a 7 mM (cf Matériel et Méthodes).

Un automate nous permet de lire rapidement, par épifluorescence, la fluorescence des
différents puits des plaques de microtitration. Une différence significative entre les cellules
ayant été en contact avec les agrobactéries (32,06 + 5,64 unités de fluorescence) et les cellules
qui n’ont pas été en contact (9,86 * 2,46) a été notée (tableau 21). Une telle différence nous
permet de dire que la culture cellulaire T+ est considérée comme transformée. Ces cellules
sont transformées car elles ont intégré la construction dans leur noyau mais on ne sait pas si

cette construction a pu €étre intégrée dans le génome.
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Figure 58:  Représentation schématique de la distribution des fluorescences corrigées
d’une culture cellulaire de Cichorium intybus (histogramme) et de la courbe
de distribution de la loi normale centrée réduite (courbe).
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I- T+
Fluorescenc moyenne 9,86 32,06

Ecart type 2,46 5,64

Tableau 21:  Valeurs moyennes de fluorescence pour la suspension cellulaire de Cichorium
intybus en présence ou non d’Agrobacterium tumefaciens contenant la
construction promoteur nia:UidA. Ces valeurs sont les moyennes de 13
expériences indépendantes de chacune 96 puits.

On peut cependant remarquer que les écarts types ne sont pas négligeables. En effet, les
valeurs de fluorescence varient d’une expérience a ['autre en fonction de la quantité de
cellules, du nombre de bactéries, mais surtout de I'état physiologique des cellules végétales.
Pour cela, afin d”harmoniser les résultats des différents essais, nous avons divisé les valeurs
de fluorescence par la valeur moyenne de fluorescence des cellules non transformées. Avec de
telles valeurs corrigées, on s’affranchit des variations liées a I'état physiologique, ou aux
parametres tels que le nombre de cellules ou de bactéries. Des courbes de répartition de la
fluorescence des cellules transformées ou non peuvent alors étre tracées.

De telles courbes permettent d’établir qu’il existe une variation de la fluorescence dans les
puits contenant des agrobactéries ajoutées aux cellules végétales par rapport aux puits
témoins, ne contenant que des cellules de chicorée. Le but de construire de telles courbes était
de pouvoir estimer la proportion de cellules transformées. Pour cela nous avons observé une
loi statistique. La courbe de distribution de fluorescence corrigée des cellules de chicorée a été
comparée a la distribution de la loi centrée normale réduite. Les deux distributions montrant
des similitudes, nous voulions calculer si la distribution des valeurs corrigées de fluorescence
suivait cette loi normale. Afin de parfaire I'analyse, les valeurs de la courbe de distribution

ont ¢été traitées de facon a obtenir une courbe de distribution centrée réduite :

Pt

O,

<

ol f est la valeur de fluorescence corrigée

f est la moyenne des valeurs de fluorescence corrigées des cellules de chicorée scules
-

O, est 'ccart type des valeurs de fluorescence corrigées des cellules de chicorée seules
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Figure 59:  Répartition des effectifs pour la suspension cellulaire de chicorée n’ayant pas été en contact avec les agrobactéries (T-) et celle
ayant éré ransforméespar Agrobacterium tumefaciens contenant la construction géne UidA sous contréle du promoteur du géne
de la NR de chicorée (T+).
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Un calcul du y°(tableau 22) a permis d’établir que la courbe de distribution des

fluorescences corrigées n’était pas significativement différente de la distribution de la loi

normale (figure 58).

Classe <-1,5 [-1,5;-1] [-1;-0,5[ [-0,5:0[ [0;0,5( [0,5;1] [1;1,5] > 1,5
Effectif observé 104 158 253 294 282 209 125 108

P(x) 0,067 0,092 0,149 0,192 0,192 0,149 0,092 0,067
Effectif théorique 102,711 141,036 228,417 294,336 294,336 228,417 141,036 102,711
X2 0,0161 2,040 2,645 0,0003 0,517 1,650 1,823 0,272

x* total Le x* est de 8,966. Pour un ddl de 5, avec 5%, le * max. est de 11,07. Hy n’est pas rejetée.

Tableau 22: Calcul du x* pour la suspension cellulaire de Cichorium intybus. L’hypothése
Hy est « la distribution des valeurs de fluorescence de la suspension cellulaire
de chicorée suit une loi normale centrée réduite ». Aprés calcul le x*est de
8,966. Pour un degré de liberté (ddl) de 5, avec un intervalle de confiance de
5%, le x* maximum doit étre de 11,07. Donc I'hypothése Hy n’est pas rejetée.

La distribution des valeurs de fluorescence suit une loi normale centrée réduite
avec un intervalle de confiance de 5%.

Dans le cas d’une loi normale centrée réduite, on peut, a ’aide d’une table statistique,
déterminer la proportion d’échantillon qui dépassent une valeur fixée. Ainsi, si on désire se
situer de facon a avoir 99% d’échantillons en-dessous d’une certaine valeur, la table nous
indique que cette valeur est égale a 2,326. Ainsi, pour les cellules témoins de Cichorium

intybus (non transformées), on a 99% des puits dont la fluorescence z est inférieure a 2,326.

C’est a dire que 99% des puits ont une fluorescence f inférieure a ]; St 23260, - En

conséquence, seuls 1% des puits ont une valeur supérieure a la valeur seuil. Au-dessus de
cette valeur, les puits pourront €tre considérés comme positifs, c’est a dire contenant des
cellules transformées. Ceci n’est valable que si nous acceptons de prendre un risque d’erreur
égala 1%.

La méme démarche, appliquée aux cellules de chicorée ayant été incubées en présence
d’agrobactéries, permet de dire que 79 % des puits dépassent la valeur limite au risque de 1%
(figure 59). On peut cependant remarquer trois groupes d’histogrammes pour la distribution
des effectifs T+ (cellules végétales en présence de la construction pnia:UidA). Un de ces
groupes se situe au niveau des classes [-0,5 ;0[ a [1;1,5[, c’est a dire dans des valeurs qui
représentent la distribution des effectifs T-. Ce groupe d’histogrammes représentent la part de

puits non positifs bien que les cellules végétales présentes aient été incubées en présence
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d’agrobactéries. Les deux autres groupes sont centrés respectivement autours des classes
[4 ;4,5 et [5,5;6[. Ces deux groupes représentent la part des puits positifs, c’est a dire
contenant des cellules transformées.

Notre technique permet donc de distinguer les puits contenant des cellules
transformées de ceux contenant les cellules non transformées. Cependant, pouvons-nous
déduire un taux de transformation a partir du taux de puits positifs ? Le taux de transformation
est le nombre de cellules exprimant le géne UidA au sein d’une population donnée. Chaque
puits peut étre considéré comme une population a part entiére contenant un certain nombre de
cellules transformées et non transformées. Nous ne prétendons pas établir un taux de
transformation, mais de déterminer la présence ou non de cellules transformées au sein d’un
puits et de donner une bonne approche de 'expression B-glucuronidase par la mesure de
fluorescence émise dans les puits.

Nous avons de plus comparé le pourcentage de puits positifs avec le pourcentage de
transformation défini par la proportion de cellules exprimant effectivement UidA au sein
d’une population. Ce pourcentage de transformation a ét€ vérifié par I’observation de cellules
au microscope a fluorescence. Les conditions de co-culture bactéries / cellules végétales ont
été réalisées de facon identique a la technique utilisant les microplaques. Certaines cellules
présentaient une fluorescence cytoplasmique due a I’expression de I’'enzyme [3-glucuronidase.
Leur représentation relative au sein de la population de cellules a été établie par comptage en
cellule de Nageotte. Ces cellules représentent 80 % (+ 5%) du nombre total des cellules de la
suspension. Il apparait ainsi que le pourcentage de cellules émettant une fluorescence
s’approche du taux de puits positifs. Il est donc probable que cette technique fournisse une

bonne estimation du taux de cellules transformées.

VII. Influence de la source azotée sur la suspension cellulaire de
chicorée transformée

Afin d’étudier 'expression du promoteur nia cloné en fonction de la source d’azote, la
suspension cellulaire de Cichorium intybus transformée par des agrobactéries contenant la
construction pria:UidA a été placée dans un milieu contenant ou non du nitrate. Les mesures
d’activités GUS ont €té effectuées selon la technique décrite précédemment.

Les valeurs de fluorescence des puits ont été réparties selon la courbe de distribution des

fluorescences corrigées (figure 60 a et b). Il apparait que le taux de puits positifs, comparé a la
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Figure 60:  Répartition des effectifs de la suspension cellulaire de chicorée transformée par pnia:UidA ayant poussé sur milieu ammonium

pendant 7 jours puis repiquée sur un milieu nitrate (en rouge) ou un milieu ammonium (en bleu) pendant 4 jours. a : distribution
de T~ NO: et T+NH, par rapport au témoin. b : distribution de NOs par rapport a NH, .
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répartition des cellules non transformées de chicorée, est de 68 % pour les cellules
transformées en milieu ammonium (T+ NH;") et 100 % pour les cellules transformées en
milieu nitrate (T+ NOj3") (figure 60a). Il apparait donc clairement que I’activité GUS de la
culture cellulaire transformée est différente selon la source azotée. Quand on compare les
distributions des cellules transformées et repiquées en milieu nitrate par rapport aux cellules
transformées et repiquées en milieu ammonium, on observe (figure 60b) que 11% des puits en
condition NOj™ sont significativement supérieurs, a 1% d’erreur, aux puits de la condition
NH,".

Les résultats obtenus ici confirment I’inductibilité du promoteur nia cloné. Cependant,
ils ne sont pas complétement satisfaisants dans la mesure ou les distributions des valeurs
corrigées de la culture cellulaire transformée par pnia: UidA sont relativement proches entre la

condition nitrate et la condition ammonium.

Quand on compare les distributions de valeurs corrigées des figures 60a et 60b, on remarque
des répartitions de classes différentes pour une méme condition. Ceci est du au fait que 1’on
divise les valeurs de fluorescence par la valeur moyenne de fluorescence du témoin. Or, les

témoins différent entre la figure 60a (T-) et la figure 60b (T+ NH,*).

Il s’agit ici d’une premicre expérience, il faudra réaliser de nouveaux essais sur la
suspension cellulaire afin de confirmer ces résultats. Il serait ensuite intéressant de pouvoir
réaliser des tests d’analyses de délétions du promoteur dans le but de localiser des régions

impliquées dans la réponse au nitrate.
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Chapitre III: Recherche de protéines
pouvant interagir avec le promoteur du
gene nia de la chicorée.



Figure 61:

NH,"
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Coloration argentique de protéines tissulaires solubles de chicorée ayant
poussé sur un milieu nitrate ou un milieu ammonium. Les carrés jaunes
indiquent les protéines dont |'accumulation est plus forte en condition
ammonium. Les carrés rouges celles dont |'accumulation est plus forte en
condition nitrate.



Recherche de protéines impliquées dans la réponse a la source azotée

Chez les plantes, la caractérisation de facteurs de transcription impliqués dans la
régulation de I’expression de la NR (et d’autres enzymes comme la NiR) par la source
d’azote, reste un enjeu important pour la compréhension des mécanismes moléculaires de
cette régulation. Afin de caractériser des protéines (facteurs de transcription potentiels)
pouvant interagir avec le promoteur nia de Cichorium intybus, deux approches ont €été
entreprises. Dans un premier temps nous montrerons la caractérisation de protéines
extraites de la suspension cellulaire cultivée sur deux conditions azotées différentes, puis
nous présenterons des expériences de retard sur gel.

Dans ce chapitre, nous allons comparer des protéines extraites de cellules ayant poussé sur
milieu nitrate ou sur milieu ammonium dans le but d’isoler des facteurs de transcription
impliqués dans la régulation du gene nia. Nous baserons notre étude sur des différences
d’accumulation des protéines. Nous formulons donc le postulat que les facteurs de
transcription recherchés soient également accumulés de fagon différentielle en fonction de
la source d’azote. Ce postulat sera discuté en conclusion de la premiere partie de ce

chapitre.

I. Caractérisation de protéines accumulées de fagon
différenticlle dans une suspension cellulaire de Cichorium

intybus cultivée sur un milieu NH;" et un milieu NO3~

I.1. Protéines tissulaires solubles

Des extractions de protéines tissulaires de cellules provenant de la
suspension cellulaire de Cichorium intybus L. ont été réalisées sur des cellules ayant
poussé 3 jours sur milieu ammonium puis repiquées pendant 90 minutes sur un milieu
contenant ou non du nitrate. Ces protéines (80 ug) ont été ensuite soumises a des
migrations 2D. Il n’existe aucune différence au point de vue qualitatif (figure 61). En effet,

les protéines sont toutes présentes dans les deux conditions. Par contre, apres analyse des
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gels par le logiciel SOLARIS sur station SUN, on peut remarquer des différences

d’intensité des spots protéiques (tableau 23).

Désignation du  Intensité  Intensité Coefficient N°du spot Intensité  Intensité Coefficient

spot protéique NOy NH/ NOyNH,; (NHJ/NOs)  NH/ NoOy NH/NO;
3.800 1.258 3.02 h 10.350 2.306 4.49
1.763 0.263 6.70 i 4.374 1.605 272
2.266 0.373 6.07 J 5.532 3.343 1.65

3.252 0.332 9.79
3.397 1.299 2.61
12.234 1.435 8.52
9.381 5.275 1.78

RN S a N 8

Tableau 23:  Intensité des spots protéiques en condition nitrate et ammonium. Dans la
partie gauche du tableau figurent les intensités des protéines dont
Uaccumulation est plus forte en milieu nitrate, dans la partie droite celles
dont l'accumulation est plus forte en milieu ammonium. Les intensités sont
calculées par le logiciel 2-D Analyser sur SOLARIS.

Dans la condition nitrate, on remarque donc 7 spots protéiques dont I’accumulation est plus
forte qu’en condition ammonium. On dénombre également 3 spots protéiques dont
I"accumulation est plus élevée en condition ammonium qu’en condition nitrate. La protéine
« I'» présente une différence d’accumulation trés importante entre la condition nitrate et la
condition ammonium. On peut estimer sa taille a environ 100-110 kDa et son pHi a
environ 5,5-6. Ces caractéristiques peuvent correspondre a la sous unité de la protéine NR.
En effet, sous www.exspasy.ch, la masse moléculaire de la NR de chicorée peut étre
estimée & partir de la séquence en acides aminés a 103519 Da et son point isoélectrique a
6.21. Le spot « f » semble donc correspondre a ces caractéristiques.

En conclusion, on peut donc remarquer qu’il n’existe aucune protéine tissulaire soluble
dont la présence obéisse a la loi du « tout ou rien » en fonction de la source azotée dans nos
conditions d’extraction protéique. Il n’existe que des protéines dont I'accumulation varie

selon la nutrition azotée.

Parmi les protéines tissulaires solubles, on retrouve des protéines pariétales, des protéines
cytoplasmiques, ou des protéines nucléaires. On peut estimer a plus de 900 les spots
protéiques présents sur les gels bi-dimensionnels que nous avons obtenus. Partant du fait
que nous voulions tenter d’isoler des facteurs de transcription, qui sont localisés dans le

noyau, et du fait qu'avec les protéines tissulaires solubles nous n’observions pas de
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Figure 62:  Coloration argentique de protéines nucléaires de chicorée ayant poussé sur

un milieu nitrate ou un miliew ammonium. Les cercles entourent des
protéines existant dans les deux conditions afin de se repérer. Les
rectangles rouges soulignent des régions qui seront étudiées par la suite.
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Composite

Agrandissement de la région I de la figure 62. Les protéines de référence
sont entourées et annotée de a a h. Les protéines d’intérét sont encadrées,
en rouge pour celles qui sont accumulées plus fortement en condition nitrate
et en jaune pour celles retrouvées uniquement dans une des deux conditions.

Figure 63:



Figure 64:

Condition nitrate Condition ammonium

Composite

Agrandissement de la région Il de la figure 62. Les protéines de référence
sont entourées el annotée de i a k. La protéine d’intérét est encadrée en
rouge. Elle présente une accumulation plus forte en condition nitrate qu’en
condition ammonium.
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différences marquées, il nous a semblé intéressant d’extraire les protéines nucléaires plutdt
que les protéines tissulaires solubles. De plus, le nombre de protéines étant plus faible
(estimé a 300 sur les gels bi-dimensionnels), peut-&tre verrions-nous plus nettement les

différences.

L2 Protéines nucléaires

Des extractions de protéines nucléaires ont été réalisées sur des cellules
ayant poussé dans les mémes conditions que pour les extractions des protéines tissulaires.
Ces protéines (80 pg) ont également été soumises a des migrations 2D. Contrairement aux
protéines tissulaires, il existe de nombreuses différences entre les deux conditions, que cela
soit au niveau quantitatif ou qualitatif. La figure 62 représente les gels dans leur ensemble.
Certaines protéines, communes aux deux conditions, sont entourées et servent de points de
repére sur les gels. Deux zones ont été encadrées, elles renferment des protéines exprimées
de fagon différentielle dans les cellules cultivées sur milieu NO; et sur milieu NH,".

Dans la zone I (figure 63), deux protéines sont présentes aussi bien dans la condition
nitrate que dans la condition ammonium. Ces protéines ont été numérotées 4 et 5.
L’intensité de ces spots protéiques est plus élevée dans la condition nitrate que dans la
condition ammonium. L’intensité du spot 4 est de 7,534 en condition nitrate et de 0,639 en
condition ammonium. Pour le spot 5, ces intensités sont de 12,310 et de 0,502 en condition
nitrate et ammonium, respectivement. On peut également remarquer, dans cette zone, une
protéine qui n’est présente que dans la condition nitrate (n°2, avec une intensité de 2,366)
et une présente uniquement dans la condition ammonium (n°l, avec une intensité de
4,386). On peut remarquer sur la composite, que ces deux protéines sont relativement
proches 'une de I’autre. La composite est la somme des deux gels réalisée par le logiciel
2D Analyser sur station SUN sous SOLARIS. On retrouve ainsi sur une composite les
spots protéiques existant dans les deux conditions mais aussi ceux spécifiques de chaque
condition. Une composite permet donc de pouvoir positionner artificiellement sur une
image les protéines présentes sur deux gels différents. Ces 4 spots ont été découpés afin de
réaliser leurs spectres en spectrométrie de masse puis un séquengage par nano-spray (cf
Matériel et Méthodes).

Dans la zone II (figure 64), on remarque une protéine (n°3) dont ’accumulation est plus

forte en condition nitrate qu’en condition ammonium, les intensités respectives étant de
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Tableau 25: Tableau recapltulatlf des résultats obtenus lorsque les spectres de masse des 5
protéines nucléaires sont soumis sur le site http://fwww.prospector.uscf.edu au
logiciel MS-Fit. Le pourcentage d’homologie représente le pourcentage de
peptides du spectre de masse qui sont retrouvés dans le spectre de masse de
protéines connues.
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7,724 et 0,686. Ce spot a également été découpé afin de les analyser en spectrométrie de

masse.

Les 5 spots protéiques prélevés ont ét€ soumis & une digestion trypsique puis une analyse
en spectrométrie de masse. Les spectres de masse obtenus sont présentés dans le tableau

24, cidessous.

Spots protéiques Masse moléculaire pHi

1 55 000 — 60 000 Da

Masse des peptides obtenus

6,5-7 1127,7 1428,6 1476,9 1803,8

1941,8 2190,8 24383 25674

2 55000-60000Da 6,5-7 1067,4 1127,1 1278,3 1366,5
1428,3 1476,7 1606,3 1804,7
1941,7 2239,2 2564,5

3 120 000 Da 5 8429 1127,1 13174 14255
1505,5 1803,4 1941,3 19879
22399

4 55000 - 60000 Da 4,5 1127,7 1275,6 1425,7 1477,1
1804,3 1942,4 2240,5

5 45000 -50000Da 6 843,1 1127,7 1426,3 1477,0
1805,3 19422 2241,0 2566.,6

Tableau 24: Tableau récapitulatif des spectres de masse des 5 protéines nucléaires

prélevées.

Il est possible de soumettre ces résultats de spectres de masse contre des bases de données
de protéines afin de chercher un profil connu. Les spectres de masse sont soumis sous
http://www.prospector.ucsf.edu, dans le logiciel MS-Fit. 1l est alors possible d’obtenir des
homologies de masse avec des protéines connues. Cependant, ces résultats ne sont
qu’informatifs, en effet nous ne soumettons en fait qu'un faible nombre de masses
peptidiques.-De plus, les banques de données ne donnent que des homologies de masse
avec des protéines connues de ces banques. Or, dans le domaine végétal, ou méme dans le
domaine fongique, ces bases de données ne contiennent que tres peu d’informations. Le
tableau 25 montre les protéines trouvées lorsqu’on soumet les profils de masse des 5

peptides au site http://www.prospector.ucsf.edu. On peut remarquer que la protéine 1
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présente des homologies de spectre de masses avec des protéines qui ont été isolées chez
Arabidopsis thaliana, mais dont le rdle est inconnu.

La protéine 2 ne présente d’homologies qu’avec des protéines du régne bactérien,
principalement avec la protéine nifA. Le spectre de masse de la protéine 2 n’a aucune
homologie avec des protéines issues d’Arabidopsis thaliana ou de Brassica napus, deux
des seuls végétaux présents dans les banques de données. NifA est un géne qui code pour
un activateur de transcription et intervient, selon les espéces, dans des conditions
physiologiques différentes telles la réponse a I'oxygene, a2 ’ammonium ou encore au
nitrate. Ce gene controle I’expression des autres génes nif, qui sont regroupés en 8 opérons.
L’activation par nifA requiert un facteur o°* (Kustu et al., 1989), dont la partie C-terminale
contient un motif de liaison & I’ ADN qui est trés conservé. Les promoteurs des opérons nif
sont précédés par plusieurs séquences dont le noyau consensus est TGT-N,;o-ACA, appelé
UAS (Upstream Activator Sequence) et qui correspond au site de fixation de nifA. La
fixation d’une troisieme protéine IHF (Integration Host Factor) entre la région UAS et la
région du promoteur —12/-24 favorise la formation d’une boucle entre la région UAS et
celle du promoteur, permettant a NifA d’entrer en contact avec le complexe ARN
polymérase — ¢°* pour la formation du complexe de transcription ouvert (Santero et al.,
1990). Le produit de traduction du géne nifA est formé de plusieurs domaines. Le domaine
N-terminal est trés peu conservé, il est d’ailleurs absent chez certaines souches
bactériennes. La partie C-terminale porte le site de liaison a I’ADN (pour revue: Elmerich,
1997).

La protéine 3 donne avec Arabidopsis thaliana le mé&me type de réponses que la protéine 1,
a savoir des protéines isolées mais dont le rble demeure inconnu. Par contre, cette protéine
3 donne des homologies avec des facteurs de transcription caractérisés chez les levures.

La protéine 4 présente des homologies de spectre avec une protéine du régne bactérien,
chez Neisseria meningitidis et Borrelia burgdorferi. Cette protéine, nommée N-utilisation
protéine A, est impliquée dans la réponse au nitrate (Tettelin et al., 2000).

Pour obtenir plus d’informations, quant & la nature des 5 protéines prélevées, il serait

nécessaire de les soumettre a un séquencage.
Seules les protéines 1 et 2, spécifiques respectivement des conditions ammonium et nitrate,

ont été soumises a un micro-séquencage par nano-spray. Les trois autres le seront

ultérieurement.
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Tableau 26: Tableau récapitulatif du micro-séquengage par nano-spray de la protéine 1. Le
parent est le peptide qui est séquencé.



‘Masse du parent  Masse des peptides Séquence
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Tableau 27: Tableau récapitulatif du micro-séquengage par nano-spray de la protéine 2. Le
parent est le peptide qui est séquencé.
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Pour la protéine 1, il a été possible de déterminer 3 micro-séquences (tableau 26). Pour
chaque séquence, on donne le parent, c’est a dire la masse du peptide séquencé ainsi que la
masse des peptides encadrant. Cependant, ces 3 micro-séquences sont insuffisantes pour
pouvolr les soumettre aux banques de données. En effet, elles ne sont composées que de 2
a 3 acides aminés. Ces motifs ne sont donc pas assez longs pour pouvoir les soumettre a

une analyse fiable.

Pour la protéine 2, nous avons pu mettre en évidence 8 micro-séquences (tableau 27). Les
micro-séquences ont été soumises sous le serveur www.expasy.ch aux logiciels PROWL
ou Tagldent, il en résulte de nombreuses homologies avec des protéines existantes, quel
que soit le regne concerné. Cependant, on peut regretter 'absence des champignons
filamenteux tels Aspergillus nidulans et Neurospora crassa de ces banques de données. En
effet, chez ces deux especes, on connait les facteurs de transcription AREA et NIT2
impliqués dans la réponse au nitrate. Cependant, on peut remarquer que nous obtenons de
nombreuses réponses dans le régne bactérien, ou il existe de nombreuses protéines
impliquées dans la réponse au nitrate. Et notamment, une qui est toujours retrouvée dans
les réponses, NARQ d’Escherichia coli. NARQ est une protéine de 566 acides aminés et
qui a une masse moléculaire de 63696 Da. Elle agit comme un senseur de la présence de
nitrate et de nitrite, et elle intervient dans la transduction du signal en activant
probablement NARL et NARP par phosphorylation. Parmi les 8 séquences obtenues avec
la protéine 2, 7 sont retrouvées dans la séquence de NARQ (figure 65)

Curieusement, on ne retrouve pas la séquence Ala - Ser — Ser — (Asp/Asn) — Gln — Glu -
Phe dans la séquence de NARQ. Quand on soumet cette dernicre séquence aux banques de
données, les serveurs sont incapables d’identifier une protéine qui contiendrait ce motif. Ce

motif semble donc étre inconnu.

I.3. Conclusions
Nous nous sommes intéressés aux effets quantitatifs et qualitatifs sur les
protéines tissulaires et les protéines nucléaires d'un passage d’'un milieu ammonium a un
milieu nitrate de cellules en culture de chicorée. Lanalyse des protéines tissulaires, ne
permet pas de mettre en évidence de protéines spécifiques de 'une ou l'autre condition.
Sur les gels bi-dimensionnels on peut cependant remarquer des différences d’accumulation

de certaines protéines selon que les cellules ont été cultivées en présence de nitrate ou
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Figure 65:  Alignement de la séquence en acides aminés de NARQ d’Escherichia
coli avec certains motifs séquencés a partir de la protéine 2. Les acides
aminés parfaitement conservés sont en rouge et ceux qui différent sont
en vert.

NB : le code des acides aminés est disponible en Annexe 1.
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d’ammonium. Afin de cibler des facteurs de transcription éventuels, nous avons abordé
I’isolement des protéines nucléaires. Nous avons remarqué des diftérences beaucoup plus
marquées qu’avec les protéines tissulaires. Il existe des protéines spécifiques de chaque
condition, ainsi que des différences dans I’accumulation de certaines protéines en fonction
de la source azotée. Nous avons prélevé 5 de ces protéines afin d’en réaliser une
caractérisation par spectrométric de masse. Il en résulte des homologies avec les protéines
isolées chez Arabidopsis thaliuna mais dont le rdle est inconnu pour les protéines 3 et 5.
La protéine 4 présente des homologie de spectre avec une protéine impliquée dans
I'utilisation de I’azote chez certaines bactéries. Les protéines 1 et 2, spécifiques de la
nutrition en ammonium et en nitrate respectivement, ont été séquencées. Les séquences
obtenues a partir de la protéine ! sont insuffisantes pour nous donner une idée de son role.
En effet, nous ne disposons que de 3 motifs de 2 ou 3 acides aminés, ce qui est trop peu
pour rechercher des homologies avec des protéines connues. La protéine 2, spécifique de la
condition nitrate, présente de nombreuses homologies avec la protéine NARQ
d’Escherichia coli. NARQ joue un rdle dans la réponse au nitrate chez cette bactérie. Elle
semblerait activer les genes NARL et NARP en réponse a la présence de nitrate.

Cependant, un motif séquencé de la protéine 2 n’est pas retrouvé dans la protéine NARQ.
Ce motif, Ala - Ser — Ser — (Asp/Asn) — Gln — Glu — Phe, n’est d’ailleurs retrouvé dans

aucune protéine connue des banques de données, et ceci quel que soit le régne étudié.

Dans notre recherche de facteurs de transcription, nous avons étudié I'effet du passage
d’un milieu ammonium & un milieu nitrate sur I’accumulation de certaines protéines. Nous
avons donc basé cette étude sur le fait que les facteurs de transcription puissent étre cod¢€s
par des génes dont I'expression varie en fonction de la source azotée. Cependant, nous
sommes actuellement dans I'impossibilité de dire si cette hypothese est valable ou non. En
effet, on peut imaginer que les facteurs de transcription soient des protéines produites de
tagon constitutive dans la cellule et que leur action soit basée sur un changement de
conformation allostérique. On peut supposer que le nitrate, directement ou indirectement,
puisse créer une transition allostérique du facteur de transcription et ainsi entrainer une
modification de la conformation au niveau du site de liaison a ’ADN. Cette modification
allostérique entrainant une affinité plus ou moins forte pour une séquence cible du

promoteur du geéne nia, qui activerait ou réprimerait [’expression du géne de la NR.
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Figure 66:  Isolement des fragments du promoteur du géne de la nitrate réductase de
chicorée pour les expériences de retard sur gel par digestion avec l'enzyme de
restriction Hinfl.
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Figure 67:  Représentation schématique des fragments du promoteur du géne nia isolés
pour les expériences de retard sur gel. Les séquences régulatrices site
putatif d’initiation de la transcription et boite TATA sont représentées des
rectangles gris.
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II. Etude du promoteur de la nitrate réductase de la

chicorée par des expériences de retard sur gel

Les expériences de retard sur gel ont été entreprises dans le but de déterminer les
régions du promoteur nia de la chicorée impliquées dans le processus de réponse au
stimulus nitrate par des liaisons avec des protéines nucléaires, facteurs de transcription
putatifs. Par de telles expériences de retard sur gel, il est en effet possible de déterminer les
régions de I’ADN sur lesquelles les facteurs de transcription viennent activer ou réprimer
la transcription du gene. Cependant, ces expériences ne donnent que des indications sur le
nombre de protéines qui se lient a I’ADN. Il n’est en effet pas possible de donner une idée

des masses moléculaires des protéines se liant a I’ ADN.

II.1. Isolement des fragments de promoteur et extraction des
protéines nucléaires

Le promoteur nia cloné a été digéré par Hind Il et BamH I de fagon a isoler
un fragment de 907 pb correspondant a la presque totalité du promoteur. Puis, avec une
digestion par Hinf I de ce fragment de 907 pb, nous obtenons 5 fragments représentant la
quasi-totalité du promoteur a notre disposition. Ces 5 fragments ont ensuite été purifiés de
facon a s’assurer qu’il n’y ait pas contamination par des fragments d’autres tailles (figure
66 et 67). Ces 5 fragments ont des tailles de 89, 145, 168, 225 et 274 pb. Les expériences

de retard sur gel seront entreprises avec ces fragments.

La culture cellulaire de chicorée a été placée dans des conditions d’induction et de
répression de l’activité nitrate réductase. Comme décrit dans le chapitre précédent, apres
trois jours de culture sur milieu ammonium, I’ANR est a son plus faible niveau. Une
extraction de protéines nucléaires a alors été effectuée. Afin d’extraire des protéines
nucléaires en condition d’induction de I’ANR, nous avons prélevé les cellules
préalablement cultivées pendant trois jours en milieu ammonium puis 90 minutes en milieu
nitrate.

Les expériences de retard sur gel seront toujours effectuées avec des protéines nucléaires

ayant été extraites dans ces deux conditions.
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IT.2 Retards sur gel

Les retards sur gel sont utilisés pour mettre en évidence l'attachement de
protéines sur un fragment d’ADN. Les conditions dans lesquelles ces retards sur gel sont
réalisés correspondent a des conditions in vitro. 1l se peut donc qu’elles ne refletent pas
exactement les conditions in vivo. Ces retards sur gels fournissent donc une premiere
indication quant au nombre de protéines qui pourraient s’attacher sur un fragment d’ADN
donné, mais des conditions de tests in vivo seront nécessaires pour confirmer les
attachements éventuels. Ici, nous allons réaliser des expériences de retards sur gel avec
différents fragments du promoteur et des protéines nucléaires isolées dans différentes
conditions. Lorsqu’on utilise des extraits bruts, un acide nucléique de synthése, le poly(dl-
dC).poly(dIdC) nommé plus couramment dIdC, est ajouté au mélange réactionnel afin de
prévenir ou de limiter les interactions non-spécifiques des protéines nucléaires avec la
sonde.

Lorsqu’un attachement est obtenu, des essais de spécificité de cet attachement doivent &tre
réalisés. Pour tester cette spécificité, de I’ADN hétérologue doit étre utilisé en large exces.
Si Pattachement n’est pas spécifique, le signal diminuera avec [’augmentation de la
quantité de I’ADN hétérologue. Ensuite, toujours afin de tester cette spécificité, on doit
réaliser des compétitions entre le fragment marqué et le méme fragment non marqué en

large exces.

Dans les expériences décrites ci-dessous, nous allons adopter un schéma qui sera
appliqué pour chaque fragment testé. Sur chaque autoradiographie, un puits contiendra le
fragment d’ADN testé (sonde), les dIdC mais pas d’extrait nucléaire (EN), ceci afin de
localiser la sonde sur le gel. Ce puits sera annoté: sonde + dIdC — EN. Ensuite, afin de
montrer 1'importance des dIdC, un puits contiendra le fragment d’ADN avec les extraits
nucléaires mais sans les dIdC (sonde + EN — dIdC). Enfin, les autres puits contiendront les
trois éléments, a savoir le fragment d’ADN, les dIdC et les extraits nucléaires qu’ils
proviennent de la condition nitrate (EN NOjy) ou de la condition ammonium (EN NH,").
Par contre, les expériences de compétitions n’ont pas pu étre réalisées au cours de cette

these. 1l seront réalisés ultérieurement.
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Figure 68:  Autoradiographie des retards sur gel effectués avec le fragment [ (89 pb) du
promoteur. 1: sonde + dldC — EN. 2: sonde - dldC + EN NOs. 3: sonde +
dldC + NO5. 4: sonde + dIdC + EN NH,". 5: sonde — dldC + EN NH,".
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Figure 69:  Autoradiographie des retards sur gel effectués avec le fragment Il du

promoteur. 1 : sonde + EN - dIdC. 2 : sonde + dldC. 3 : sonde + EN NO3 +
dldC. 4 : sonde + EN NH;" + dIdC. 5 : sonde + EN NH;' - dldC.
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I1.2.1. Fragment I (89 pb)

3 actccaaaca cgtcactcte tttcactaaa tatatatatt aaaaaatata

bzip

tgtggagatg taaatatttg tatttcgatt aaataaacg -

Les expériences de retard sur gel avec le fragment 1, de 89 pb, montrent que 5 protéines
nucléaires se lient & cette partie du promoteur (figure 68). Selon que les protéines soient
extraites de cellules cultivées avec nitrate ou avec ammonium, ce sont toujours ces 5
mémes protéines qui s’attachent.

Les réactions de compétitions qui seront réalisées nous indiquerons s’il existe, parmi ces
protéines, des protéines qui agissent comme activateur ou comme répresseur ou alors, si ce

sont des protéines qui se lient de fagon non-spécifique.

11.2.2. Fragment II (145 pb)

5" actett cacttagaac ataatatatc ttaaaacacc ttatttataa

NIT-2
ASF-1 ARF-1

attatcctaa tatatataat actctaatac tctcaatctt aataataag a-
NIT-2

Les réactions de liaison entre les protéines nucléaires extraites de cellules cultivées avec
nitrate et le fragment II nous montrent que 6 protéines s’attachent (figure 69). Quand on
réalise la réaction avec les protéines extraites de la condition ammonium, 2 protéines
s’attachent. Il semblerait donc que quatre protéines se lient spécifiquement au fragment 11
quand les cellules sont cultivées en milieu nitrate.

La séquence nucléotidique du fragment II révéle 1’existence supposée de 2 sites de liaison
a NIT2 ainsi que deux éléments GATA. On peut donc supposer qu’il existerait dans la
culture cellulaire de chicorée des éféme_nts ressemblant a NIT2, comme il a été montré

chez la tomate (Daniel-Vedgle et Caboche, 1993).
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Figure 70:

. 1 2 3 4 5 6 7 8

Autoradiographie des retards sur gel effectués avec le fragment III (168 pb) du
promoteur. 1: sonde + EN NOj - dldC. 2: sonde - EN + dIdC. 3: sonde + EN
NO3 + dldC. 4: sonde + EN NH," + dIdC. 5: sonde + EN NOs; + dIdC +
50xDC8 «102» . 6 : sonde + EN NOs + dldC + 500xDC8 « 102 ». 7: sonde +
EN-NOj + dldC + 50xDC8 «258» . 8: sonde + EN NOs + dldC +
500xDC8 «258» .
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Concernant les deux protéines se liant a ce fragment II, lorsque les cellules sont cultivées
sur nitrate ou sur ammonium, on peut supposer qu’il puisse s’agir de protéines se liant aux
séquences reconnues par les facteurs de transcription impliqués dans la réponse a I’auxine :

ARF-1 et ASF-1.

I11.2.3. Fragment I1I (168 pb)

“a ctctttttac dJgtcatcattt ctttattata aagaaatcgc aagattttat

bzZiPp
tactagttca tagttttcectt gatgdgtatat atatacacac acgcatgagt

+ |
gattaag gcaaccttgt gtctcacttt tcecteggcaca gcaagcaaca

gggaagctga ccaactg s

Quand des protéines nucléaires sont extraites en conditions d’induction de la NR par le
nitrate, il existe 3 protéines se liant au fragment Il (figure 70). Quand on se place en
conditions telles qu’on ait une ANR faible, 2 de ces 3 protéines se lient toujours au
fragment [1I. Il semblerait donc qu’il y ait 1 protéine spécifique se liant au niveau de cette
région du promoteur en condition nitrate.

Le fragment I contient en fait les boites régulatrices TATA et site putatif d’initiation de la
transcription. On peut donc se demander si les protéines s’accrochant sur le fragment ne le
font pas sur ces boites régulatrices. Pour tester cela, nous avons effectué des réactions de
compétition entre le fragment III et des fragments du promoteur DC8 de la carotte (Goupil
et al., 1992). Nous avons amplifié par PCR un fragment de 102 pb contenant la boite
TATA et un fragment de 285 pb contenant la boite TATA et le site d’initiation de la
transcription de promoteur DC8. Quand on ajoute ces fragments 50 a 500 fois
équimolairement au fragment III lors des réactions de liaison, on peut remarquer que les
protéines se lient également pour ces fragments. II semble donc que les protéines
nucléaires s attachant au fragment 111 soient des protéines impliquées dans les processus de

transcription.
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Figure 71: Autoradiographie des retards
sur gel effectués avec le fragment IV (225
pb) du promoteur. 1: sonde + dldC —EN.
2: sonde — dldC + EN NOj. 3: sonde +

dldC + EN NOgs. 4: sonde - dldC + EN
NH,". 5: sonde + dIdC + EN NH,'.

Figure 72: Autoradiographie des retards
sur gel effectués avec le fragment V (274
pb) du promoteur. 1 : sonde + dldC - EN.
2 :sonde + EN NOj - dIldC. 3 : sonde +
EN NOjs + dldC. 4 : sonde + EN NH,' -
dIdC. § : sonde + EN NH;" + dIdC.
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I1.2.4. Fragment 1V (225 pb)

aatttattta
tggecctegte
tttgtgttca

acctecectttt

a gtcttttta

tcagatataa tctaataatc cttatgtatt taggagacaa

NIT-2

gcagaaagtt
aatctttggce
agtggatgca

tctcececcaaga

gagatgtaat
ccccaaattt
tcceccaatge

gctgetttag

ctaatacgat ccaacatatg
tgtttttatt ttttttctcet
ttgectgtgge tegctcattt

3

Les réactions de liaison entre les protéines nucléaires des deux conditions, nitrate et
ammonium, montrent la liaison de 2 protéines sur le fragment IV du promoteur (figure 71).
Il semblerait donc qu’il n’existe pas de protéine spécifique d’une condition ou de 1’autre se
liant sur ce fragment du promoteur. Les réactions de liaison ADN-protéines réalisées sont
réalisés en conditions in vitro. L’existence de motifs NIT-2 et GATA sur ce fragment ne
signifie pas que des facteurs de transcription reconnaissant ces motifs se lieront avec eux
du fait (i) des conditions in vitro et (ii) du fait que ces motifs sont des sites de liaisons

putatifs.

11.2.5. Fragment V (274 pb)

5'cat:cgtggtt: aaagaagaat tttttccett tttttctaac tcectgattggg
tgaaagtttg taaacaatgg aaaataaaca taattcagga agattaaatt
taaaaacatg acttttttaa tgtcaatgaa a—

ASF-1
—gtatttt tgcattaaat aaaaatgaaa cgactacata
ASF-1

tagttgaacc attaaaattg ttatatatta agttcattaa gtgagagaaa
aaaaaacaaa aaacagcacc ttag -

Le fragment V lie 2 protéines qu’elles proviennent de la condition nitrate ou de la
condition ammonium (figure 72). On pourrait supposer qu’il puisse s’agir ici, comme dans
le cas du fragment II, de protéines se liant sur les AuxRE ASF-1, puisque le milieu de
culture cellulaire contient beaucoup d’auxines. Par contre, on pouvait s’attendre a trouver

au moins une protéine spécifique au nitrate se liant dans cette zone du promoteur puisque
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celle-ci contient la séquence commune a tous les promoteurs de génes nia et nii définie par

Hwang et al. (1997).

IT.3. Conclusions

Le but des expériences de retard sur gel est de mettre en évidence les
complexes ADN-protéines. Nous avons digéré le fragment cloné du promoteur nia par
Hinf 1 pour obtenir 5 fragments qui ont été testés dans le but de mettre en évidence des
régions impliquées dans la réponse au nitrate. Dans le premier chapitre de résultats,
« clonage et caractérisation du promoteur du geéne de la NR », nous avions remarqué
I’existence de trois motifs TATC cibles du facteur de transcription NIT-2, ainsi qu’une
séquence ACTCA noyau d’un motif commun aux promoteurs de génes de NR et NiR
(Hwang et al., 1997). Avec les expériences de retard sur gel décrites ici, ont peut
remarquer que, dans nos conditions, il ne semble pas avoir de liaison de protéine spécifique
de la condition nitrate sur les fragments I, IV et V. En effet, sur le fragment I, qui porte une
séquence GATA et un noyau pour un facteur bZIP (ACGT), 5 protéines s’attachent quelle
que soit la condition de culture. Pour le fragment IV , contenant un site NIT2 et un site
GATA, nous observons I'attachement de deux prot€ines en condition nitrate comme en
condition ammonium. Pour le fragment V, nous obtenons également 2 protéines
indépendamment de la nature de la source azotée. Ce fragment contient pourtant la
séquence décrite par Hwang et al. (1997) comme étant commune aux promoteurs de genes
nia et nii de végétaux supérieurs. On aurait pu s’attendre a trouver un attachement
spécifique sur cette séquence en condition nitrate. Le fragment III, contenant les éléments
régulateurs TATA et site d’initiation de la transcription putatif, semble s’attacher avec une
protéine spécifique de la condition nitrate. Cependant, il semble que les trois protéines
s’attachant sur cette partie du promoteur en condition nitrate soient spécifiques des
éléments régulateurs TATA et site putatif d’initiation de la transcription. Enfin, le fragment
II du promoteur, compris entre les nucléotides —391 et —536 par rapport a !’initiation
supposée de la transcription, semblerait impliqué dans la réponse au nitrate. En effet, deux
protéines nucléaires se lient préférentiellement sur cette région en condition nitrate par
rapport a la condition ammonium. La séquence nucléotidique de ce fragment montre
I’existence de deux sites GATA et deux sites NIT2.

Les expériences qui seront entreprises seront de réaliser des tests de compétition afin de

confirmer I’attachement spécifique des différentes protéines sur le promoteur nia cloné.
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Les études menées au laboratoire avant le début de ce travail de these étaient basées
sur I’étude de la régulation de la nitrate réductase.
Afin d’entreprendre les €tudes de la régulation du geéne de la nitrate réductase chez la

chicorée au niveau moléculaire, le clonage du promoteur du gene nia était nécessaire.

Dans un premier temps nous avons entrepris ’isolement du promoteur par criblage
d’une banque d’ADN génomique. Les clones obtenus se sont révélés chimériques et ne
contenaient pas la région 5’ recherchée. Nous avons abandonné cette technique pour
entreprendre celle de la PCR-Inverse. La technique de PCR-I permet de rechercher une
région d’ADN inconnue adjacente a une région connue. Par digestion de I’ADN
génomique par BamH 1, nous avons mis en €vidence une région d’environ 1700 pb
intéressante pour ’amplification du promoteur du geéne nia. Apres amplification par PCR-
I, un fragment de 1700 pb environ a été cloné. Deux clones ont été obtenus. Les deux
extrémités de ces clones ont été séquencées, les séquences obtenues se sont avérées
identiques entre elles et trés homologues (a plus de 99%) a la séquence connue du géne
nia. Nous avons donc séquencé la région contenue entre ces deux extrémités. La séquence
obtenue contient 932 pb. Par alignement avec des promoteurs de génes codant pour la NR
chez d’autres végétaux supérieurs nous avons mis en évidence que les régions conservées
étaient composées des régions régulatrices TATA et d’un site putatif d’initiation de la
transcription. Par analyse informatique de la séquence promotrice, nous avons identifié des
séquences présentant des homologies avec des sites reconnus par divers facteurs de

transcription, tels NIT2, ARF-1, ASF-1 ou encore des régions GATA.

Afin de tester la fonctionnalité du promoteur nia cloné, une construction pria: UidA
a été réalisée et introduite, via Agrobacterium tumefaciens, dans des chicorées. La
technique de transformation de la chicorée a été mise au point au laboratoire par M. Abid
(Abid et al., 1995). Les cotylédons étiolés étant les explants les plus efficaces pour la
transformation, nous avons effectué leur transformation avec la construction pnia:UidA.
Nous avons obtenu 17 transformants apres régénération de bourgeons. Sur ces 17 plantes,

N

11 contiennent a la fois les geénes Nptll et UidA. De ces 11 plantes potentiellement
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transformées, nous avons obtenu des graines de 6 plantes. Nous n’avons obtenu que peu de
graines de chicorée transformée. La chicorée étant une plante préférentiellement allogame
(le taux peut varier de 60 a 95%), on obtient généralement peu de graines. Les graines ont
germé sur un milieu ammonium ou sur un milieu nitrate. Les descendants de ces
transformants primaires ont une activité NR 3 fois supérieure apres germination sur milieu
nitrate que sur milien ammonium. L’activité B-glucuronidase de cette descendance a
également été mesurée. Une seule plante présente une activité GUS significative. Cette
plante, n°8, présente une activit¢é GUS nettement supérieure sur milieu nitrate que sur
milieu ammonium (80 fois plus dans les cotylédons et 101 fois plus dans les racines).
L’activité GUS dans les plantes transformées 35S:UidA est égale sur milieu nitrate a celle
sur milieu ammonium. La plante n°8 présente donc une activité plus importante du
promoteur NR cloné de chicorée dans le milieu nitrate. De plus, P'activité GUS mesurée
dans les racines de la plante n°8 est 3 fois supérieure a celle mesurée dans les cotylédons
sur le milieu nitrate. De tous ces résultats, on peut conclure que le promoteur nia cloné est
fonctionnel. Nous retrouvons le schéma classique de régulation de ’expression de la NR
chez la jeune plantule de chicorée (Dorchies et Rambour, 1985). Nous avons remarqué que
Pactivité B-glucuronidase était environ 90 fois plus élevée en milieu nitrate qu’en milieu
ammonium, alors que la différence d’activité NR entre les deux conditions n’est que de 3
fois. Ceci pourrait étre due a une différence de stabilité des enzymes B-glucuronidase et
NR. En effet, la NR pourrait avoir une demi-vie plus courte lorsqu’elle fonctionne en
présence de son substrat (condition nitrate) comparée a la demi-vie en absence de substrat
(condition ammonium). La demi-vie de la B-glucuronidase ne devrait pas varier en
fonction de la source d’azote. Il est envisagé de poursuivre les études sur les plantes
transformées par des expériences de Northern blot afin de confirmer si I’augmentation
d’activité GUS correspond a une augmentation du nombre de transcrits UidA. Nous
n’avons pas réalisé ces expériences a cause du faible nombre de graines obtenues. Nous
avons privilégié I’obtention de générations suivantes afin de produire des graines plutdt
que de risquer de perdre cette plante.

Il serait intéressant de poursuivre la localisation de I'activité B-glucuronidase par
des coupes dans des racines entiéres. Les essais préliminaires que nous avons réalisés
confirment les expériences d hybridation in situ sur organe entier réalisées au laboratoire
(Palms et al., 1996). En effet, Pexpression de la B-glucuronidase est principalement

localisée dans les apex latéraux de racines ainsi que dans 1’apex racinaire.
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Afin de confirmer la fonctionnalité du promoteur nia cloné, montrée par la plante
n°8, nous avons entrepris la transformation d’une suspension cellulaire de chicorée par des
agrobactéries contenant la construction pria:UidA.

Chez la chicorée, I'induction de la NR par son substrat, le nitrate, avait été montré au
laboratoire par B. Palms (1995) dans des jeunes plantules. Cette induction de I’ANR n’est
observable que dans les racines, mais jamais dans les feuilles. Dans les cellules en culture
de chicorée, nous n’avions pas de renseignements quant a la régulation de I’expression de
la NR par le nitrate. Durant notre travail, nous avons montré que les cultures cellulaires de
racines de chicorée montrent une baisse de I’ANR et de I"accumulation de transcrits NR
lors du passage d’un milieu nitrate a un milien ammonium. Ces baisses sont maximales au
bout de trois jours. Lorsqu’une culture cellulaire de chicorée, ayant poussé sur milieu
ammonium, est transférée dans un milieu nitrate, nous observons (i) une augmentation tres
rapide de la quantité de nitrate endogene, (ii) une accumulation de transcrits NR trés rapide
également (90 minutes), (iii) une accumulation de protéine NR, (iv) une augmentation de
I’ANR in vitro. Dans les cellules en culture de chicorée, nous observons donc un schéma
classique de régulation de la NR par son substrat.

La culture cellulaire étant régulée par le nitrate, nous avons pu commencer 1’étude de sa
transformation par les agrobactéries contenant pnia: UidA.

Dans un premier temps, nous avons mis au point une technique rapide de détection
et d’estimation de I’activité B-glucuronidase d’une culture cellulaire en microplaques. Pour
cela, nous avons utilisé une suspension cellulaire d’Arabidopsis thaliana transformée par
une construction p35S:UdiA. Nous montrons que la mesure de fluorescence est une bonne
estimation de l’activité B-glucuronidase et qu’il est possible, par un test statistique, de
définir comme transformée, a 1% d’erreur pres, une population de cellules incubée en
présence d’agrobactéries par rapport a une population de cellules témoin. Nous utilisons le
terme de cellules transformée arbitrairement. En effet, nous ne vérifions pas si le transgéne
est intégré dans le génome, mais uniquement si il y a expression du transgene. Nous
utilisons donc ce terme par commodité pour transformation transitoire. Apres co-culture
des cellules de chicorée avec des agrobactéries contenant la construction pnia: UidA, nous
montrons que la culture cellulaire contient environ 80% de cellules transformées. Cette
culture de cellules transformées est ensuite placée en condition nitrate ou ammonium.
Nous montrons ainsi que 11% des puits en condition nitrate sont significativement
supérieurs aux puits en condition ammonium. Cependant, ceci n’est que le résultat d’une

premiere expérience. Il nous faudra répéter ces expériences afin de confirmer un schéma de
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régulation en fonction de la source azotée de ’activité B-glucuronidase dans les cellules
transformées.

La poursuite du travail prévoit de réaliser des expériences de délétions du promoteur nia
cloné. Apres introduction de ces fragments de promoteur contrdlant un géne rapporteur
UidA, il pourrait étre possible de mettre en évidence des régions du promoteur NR

impliquées dans la réponse au nitrate.

Afin de rechercher des protéines interagissant avec le promoteur nia, donc des
facteurs de transcription potentiels impliqués dans la régulation de 'expression de la NR
par la source azotée, nous avons réalisé des expériences de retard sur gel. Nous avons pu
montrer que certaines protéines nucléaires se lient au promoteur en condition nitrate et
ammonium. Ainsi on a pu mettre en évidence 4 protéines spécifiques de la condition
nitrate s’attachant sur le fragment II (145 pb) du promoteur NR cloné. Afin de confirmer
ces expériences de retard sur gel, il serait intéressant de réaliser des réactions de
compétition. Les réactions de compétitions consistent a chasser I’ADN marqué avec de
I’ ADN non homologue froid afin de tester la spécificité de I’attachement des protéines
pour le fragment d’ADN marqué. Si I’attachement avec le fragment marqué diminue, on
peut supposer que la liaison n’était pas spécifique. Dans le cas ol I’attachement semble
spécifique a un fragment, il faudra réaliser des compétitions en chassant le fragment
marqué avec le méme fragment mais froid. Dans ce cas, si I’attachement avec le fragment
marqué diminue, on peut dire que cet attachement est spécifique du fragment. De plus, il
serait intéressant d’effectuer des expériences de chromatographie d’affinité en se servant
des séquences nuléotidiques interagissant avec les protéines nucléaires.

La chromatographie d’affinité (figure 73) permet de purifier des protéines se liant
spécifiquement & certaines séquences d’ADN. Un oligonucléotide portant certaines
séquences du promoteur pourrait €tre ligaturé en longues séquences répétées qui seraient
ensuite couplées chimiquement a une résine. Les fractions protéiques éluées a
concentrations salines élevées seraient récupérées et une caractérisation de ces protéines
serait alors entreprise. Le séquencage de ces protéines entrepris, I’isolement des ADNc

codant pour ces protéines serait alors réalisé a partir d’oligonucléotides dégénérés.

Des protéines nucléaires ont été extraites dans des conditions d’induction et de
répression de I’ANR afin de réaliser des expériences de retard sur gel. Il est envisagé de

réaliser des expériences de « South-Western » afin d’essayer de caractériser ces protéines.
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Pour cela, on réaliserait une migration des extraits de protéines nucléaires en gel de
polyacrylamide, puis le transfert des protéines sur membrane serait effectué comme lors de
la réalisation d’un « Western Blot ». La membrane serait incubée avec les sondes
nucléiques a étudier, marquées au P** comme pour les expériences de retard sur gel. On
aurait alors une idée de la taille des protéines sur lesquelles les sondes se sont hybridées. Il
serait alors possible de relier ces résultats avec ceux entrepris pour I’isolement des facteurs

de transcription par chromatographie d’affinité.

+ ADN ligose de T4
+ ATP

J Préparer une colonne
% Couplage chimique & Pagoross

-

Laver ovec 4y SEGIUENICE Cible
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t
Lover avec - \\A.... %,
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o facteur de transcription
ce DuUrifié

Figure 73:  Principe de la chromatographie d’affinité (d’aprés «ADN Recombinant»,
DeBoeck Université). Cette technique permet d’isoler les protéines qui se
lient spécifiquement a certaines séquences nucléotidiques.

Afin de caractériser des protéines, facteurs de transcription potentiels, dont
I’expression est différentielle en fonction de la source azotée, nous avons entrepris des
expériences de migrations en 2D de protéines en gels de polyacrylamide. Cependant, avant

d’entreprendre ces expériences, nous devons formuler le postulat que les facteurs de
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transcription recherchés soient également accumulés de facon différentielle en fonction de
la source d’azote. Nous ne savons pas actuellement si ce postulat est valable ou non. En
effet, on peut également imaginer que le nitrate agisse, directement ou indirectement, en
créant une ftransition allostérique du facteur de transcription et ainsi entrainer une
modification du site de liaison a I’ADN. Cette modification allostérique pourrait alors
entrainer une baisse ou une hausse de I’affinité du facteur de transcription pour la séquence
cible du promoteur. Si un tel mécanisme était mis en ceuvre, le facteur de transcription
pourrait alors étre exprimé de fagon constitutive.

Lors de I'induction de I’ANR par le nitrate dans les cultures cellulaires, nous avons montré
qu’il existe des différences quant aux protéines nucléaires présentes. De plus, il existe deux
protéines spécifiques a chacune des conditions. 5 protéines nucléaires furent ainsi
prélevées a partir des gels bidimensionnels, 3 dont I’accumulation est plus élevée dans la
condition nitrate ainsi que les 2 protéines retrouvées dans I’'une ou 'autre des conditions.
Ces 5 protéines ont subi une digestion trypsique afin de réaliser un spectre MALDI-TOF
par un spectrometre de masse. On obtient ainsi la masse des peptides qui constituent ces
protéines. Il est cependant assez difficile d’obtenir des informations concernant les familles
auxquelles ces protéines peuvent appartenir du fait du peu de renseignements a notre
disposition dans le regne végétal. Deux protéines, celles spécifiques de chaque condition,
ont été soumises a un micro-séquengage par nano-spray. On a ainsi pu obtenir des
fragments de séquences d’acides aminés qui ont été soumises a des banques de données
afin de tenter de les identifier. Il existe des homologies entre la protéine 2 et la protéine
NARQ d’Escherichia coli. Cette protéine est impliquée dans la transduction du signal
nitrate, elle active les protéine NARL et NARP par phosphorylation. Cependant, une
séquence d’acides aminés obtenue de la protéine 2 n’est pas retrouvée dans cette protéine
NARQ. Ce motif (Ala-Ser-Ser-(Asn/Asp)-Gin-Glu-Phe) n’est retrouvé dans aucune des
protéines connues des banques de données.

La suite de ce travail sera donc de synthétiser des oligonucléotides dégénérés, situés dans
les régions homologues, afin d’amplifier, dans une population d’ADNc, les séquences
codant pour les protéines isolées. Les ADNc seront obtenus a partir d’ARNm de cellules
de chicorée ayant poussé dans un milieu ammonium pendant 3 jours et repiquées ou non
dans un milieu nitrate. On espere ainsi isoler des geénes codant pour des protéines

impliquées dans les mécanismes moléculaires de régulation de I’expression de la NR par la

source d’azote.
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On peut également entreprendre des expériences d’AFLP-ADNc, technique au point au
laboratoire. Cette technique permet de mettre en évidence des génes exprimés de fagon
différentielle entre deux conditions. Elle pourrait donc nous apporter de nombreux
renseignements quant aux génes mis en ceuvre dans la réponse au nitrate, mais aussi sur les
genes répondant au nitrate.

La technique d’AFLP-ADNCc dans le but d’isoler les génes codant pour les facteurs de
transcription implique que ces genes soient exprimés de fagon différentielle en fonction de
la source d’azote. Nous rejoignons en ce sens le postulat que nous avions proposé lors de

Iisolement de protéines par les gels 2D.
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ANNEXE I : Le code des acides aminés et nucléotides

Code 3c

Codons

Symbole

A
B
C
D
E
F
G
H
1
K
L
M
N
P
Y
R
S
T
14
w
X
Y
Z

Ala
Asp
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
XXX
Tyr
Glu
Gln

Asn

Acide aminé
Alanine

Acide aspartique Asparagine

Cystéine

Acide aspartique
Acide glutamique
Phénylalanine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Lysine

Leucine
Méthionine
Asparagine
Proline
Glutamine
Arginine

Sérine
Thréonine
Valine
Tryptophane
Inconnu
Tyrosine

Acide glutamique
Glutamine

GCT GCC GCA GCG

GAT GAC AAT AAC

TGT TGC

GAT GAC

GAA GAG

TTT TTC

GGT GGC GGA GGG

CAT CAC

ATT ATC ATA

AAA AAG

TTGTTA CTT CTC CTA CTG
ATG

AAT AAC

CCT CCC CCA CCG

CAA CAG

CGT CGC CGA CGG AGA AGG
TCT TCC TCA TCG AGT AGC
ACT ACC ACA ACG

GTT GTC GTA GTG

TGG

XXX

TAT TAC

GAA GAG CAA CAG




Abstract:

Nitrate reductase (NR) catalysing the reduction of nitrate to nitrite is the first enzyme in the
assimilation of nitrate by plants. In order to study molecular regulation of Cichorium intybus
NR, we attempt to isolate the NR promoter. Whilst the classical method of isolating a gene is
the screening of a genomic library, the IPCR technique provides a novel alternative approach.
A 932 bp fragment was isolated. Sequence alignment of chicory NR promoter and other
higher plants NR promoters shows a conserved stretch (ATG/IT/TATA). Computer analysis
shows that there are three TATC sequences, motive of the binding site for NIT2 of
Neurospora crassa. We have constructed a chimaeric UidA gene driven by the chicory NR
promoter. Transformation, mediated by Agrobacterium tumefaciens, permitted the obtention
of six transformed plants. One of these transformants shows a strong regulation of f3-
glucuconidase activity by nitrate. This regulation gives a good evidence of the functionality of
the cloned promoter.

We showed that chicory suspension cell culture is a good model for studying NR regulation
by nitrate. So, in order to confirm the results obtained with stable transformants, we
developed a technique based on the detection of GUS activity in microtiter plates on a
transformed cell suspension culture with agrobacteria containing the pnia: UidA construct. The
first results obtained confirm the regulation of B-glucuronidase activity by nitrate.

In order to isolate transcription factors involved in the nitrate transduction pathway, nuclear
proteins from suspension cells were isolated and separated by 2D electrophoresis. Seven
sequenced peptides (from protein N°2) show strong homology with an Escherichia coli
protein, NARQ. Surprisingly, a sequenced stretch, Ala - Ser — Ser — (Asp/Asn) — Gln — Glu —
Phe, is not found in NARQ. Moreover, that stretch is not found in other known proteins.
Electrophoretic mobility shift assays were performed with 5 fragments of NR promoter. One
of these (n°Il, 145 bp) was shown to bind 4 nuclear proteins when nuclear extracts were

prepared with suspension cells grown with nitrate.

Key-words: Nitrate reductase — Promoter — Transcription factor — Cichorium intybus — 1-PCR.



