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RESUME

Chez le Cichorium hybride “474” (Cichorium intybus var. sativum x Cichorium

endivia var. latifolia), l’embryogenèse somatique est directe et d’origine unicellulaire. De

plus, la première division embryogène peut être retardée par l’addition de glycérol dans le

milieu lors de la phase d’induction et synchronisée lors du transfert des tissus dans un milieu

d’expression dépourvu de glycérol. Ces trois caractéristiques, spécifiques du modèle chicorée,

facilitent l’étude des mécanismes inducteurs précoces de l’embryogenèse somatique.

Au cours de cette étude, nous avons utilisé la technique de “differential display” (DD

RT-PCR) afin de mettre en évidence des modifications dans l’expression des gènes au cours

des stades précoces de l’embryogenèse somatique de la chicorée. Nous avons comparé les

populations d’ARNm accumulés dans les fragments foliaires placés en conditions

d’embryogenèse somatiques pendant 0, 1, 2, 3, 4 et 7 jours. Un ADNc partiel présentant de

fortes homologies avec des GSTs de plantes inductibles par l’auxine a ainsi été isolé. Il

s’accumule fortement dans les fragments foliaires du génotype embryogène “474”, mais pas

chez le génotype non embryogène Pévèle. La séquence complète de cet ADNc, nommé CHI-

GST1, a été reconstituée après amplification de la partie 5’ par RACE-PCR. Des expériences

d’hybridation in situ et d’immunolocalisation nous ont permis de localiser les transcrits et le

produit du gène CHI-GST1 dans les tissus foliaires. Les résultats obtenus suggèrent

l’existence de plusieurs isoformes de GSTs chez la chicorée dont une serait spécifique des

cellules réactivées et des cellules embryonnaires.

Mots clés : Cichorium, Differential Display, Embryogenèse Somatique, Glutathion S-

transférase.
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INTRODUCTION

Les végétaux ont la particularité de disposer de deux modes principaux de reproduction :

-la reproduction sexuée d’une part, qui aboutit à la formation d’un zygote par fusion de

deux gamètes, produisant ainsi un individu nouveau dont le génotype est une combinaison de

celui des parents, 

-et la reproduction asexuée ou multiplication végétative d’autre part, qui assure la

stabilité génétique en générant des individus tous identiques. Elle existe dans la nature de

manière spontanée : production de stolons, bulbes, rhizomes…ou peut être provoquée par

l’homme pour la multiplication de plantes d’intérêt agronomique : par greffage, bouturage,

marcottage et plus récemment, par micropopagration in vitro.

Parmi les différents modes de multiplication végétative, soulignons une caractéristique

propre au règne végétal qui est la capacité d’initier et de développer des embryons à partir de

cellules somatiques. Ce processus appelé embryogenèse somatique a été pour la première fois

décrit sur des cals et des suspensions cellulaires de carotte (Stewards et al., 1958 ; Reinert,

1958). L’embryogenèse somatique a rapidement trouvé des applications, telles que la

propagation de génotypes sélectionnés, notamment chez les ligneux (Egertsdotter, 1996), la

multiplication de lignées transgéniques (Wenck et al., 1999 ; Levée et al., 1999) ou encore la

production de semences artificielles (Gray et al., 1991). Bien que, la capacité à former des

embryons somatiques ait été depuis mise en évidence chez 300 espèces agronomiques et

horticoles (Griga, 1999), la technique n’est pas généralisable à tous les végétaux et varie en

fonction de l’espèce, du génotype, du tissu ou des conditions de culture. C’est pourquoi, afin

d’étendre cette technique de régénération et la généraliser, il est nécessaire d’étudier les

mécanismes fondamentaux de l’embryogenèse. L’embryon somatique constitue un bon

modèle pour l’étude des événements physiologiques, biochimiques et moléculaires ayant lieu

lors du développement précoce des plantes supérieures. En effet, l’absence de tissus maternels

entourant l’embryon somatique facilite son accès. De plus, le développement de l’embryon

somatique bipolaire est caractérisé par les mêmes stades de développement globulaire,

cordiforme et torpille observés lors de la formation de l’embryon zygotique, suggérant que



des mécanismes de régulation communs sont probablement impliqués dans les événements

clés de l’embryogenèse (Zimmerman, 1993 ; figure 1).

Afin de préciser les mécanismes moléculaires précoces impliqués dans le contrôle de

l’embryogenèse somatique chez les végétaux, nous avons appliqué la technique de mRNA

“differential display” (Liang & Pardee, 1992) à un génotype embryogène de chicorée, le

Cichorium hybride “474”. Cette technique permettant une étude directe des modifications de

l’expression génique, nous avons cherché à identifier des gènes marqueurs impliqués dans la

réorientation d’une cellule somatique dédifférenciée vers une voie embryogène.

Figure 1 : Comparaison entre l’embryogenèse somatique et l’embryogenèse zygotique

(D’après Zimmerman, 1993)
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Notre travail s’intègre dans une thématique globale d’étude du déterministe de

l’embryogenèse somatique chez le Cichorium hybride “474”. L’approche développée ici

consiste à rechercher des marqueurs moléculaires précoces de l’embryogenèse somatique.

L’application de la technique de DD RT-PCR nous a permis de révéler des modifications dans

l’expression des gènes au cours des étapes précoces de l’embryogenèse somatique et plus

particulièrement pendant l’induction du processus. Un ADNc partiel présentant une

accumulation différentielle lors des premiers jours de la culture embryogène de fragments

foliaires a ainsi été isolé. Sa séquence est fortement homologue à celles de GSTs de plantes

inductibles par l’auxine. La séquence complète de cet ADNc, nommé CHI-GST1, a été

reconstituée après amplification de la partie 5’ par RACE-PCR. L’expression du gène CHI-

GST1 a été analysée par northern blot. Lors de la culture embryogène, les transcrits sont

détectés dans les tissus foliaires à partir du 3ème jour d’induction, lors de l’observation des

premières cellules réactivées, et s’accumulent jusqu’au 7ème jour de culture. Cette

accumulation n’est jamais mise en évidence dans les feuilles du génotype non embryogène

Pévèle. De plus, les transcrits ne sont pas détectés dans les tissus foliaires du génotype

embryogène cultivés à une température favorable au développement de cals et de bourgeons

(25°C). Ces observations suggèrent que l’induction du gène CHI-GST1 semble

particulièrement liée au phénomène d’embryogenèse somatique. L’application d’une

température de 35°C lors de la culture est nécessaire à l’induction de l’embryogenèse

somatique, elle n’est cependant pas suffisante car, dans ces conditions, les tissus du génotype

Pévèle ne développent pas d’embryons. Il semblerait que les 2 cultivars ne montrent pas la

même sensibilité au stress. Ce phénomène a déjà été observé, Iturbe-Ormaetxe et al. (1998)

notamment ont remarqué des différences dans la réponse du système antioxydant de 2

cultivars de pois exposés à un stress hydrique équivalent. Il nous semble intéressant de

mesurer le taux de GSH dans les tissus foliaires de l’hybride “474” et de Pévèle afin de

connaître l’état redox des cellules (déterminé par le rapport GSH/GSSH). Il a été montré que

la concentration en GSH augmentait dans les tissus foliaires de conifères exposés à différents



stress (pollution à l’ozone, stress lumineux, stress hydrique, acclimatation au froid) (Tausz &

Grill, 2000). En effet, la production d’H2O2 associée aux stress modifie les concentrations et

l’état redox des antioxydants cellulaires tels que le GSH et l’ascorbate (Vanacker et al.,

1998). Or ces métabolites agissent comme des molécules signal. Chez la carotte, l’état redox

est déterminant pour l’orientation des cellules vers la prolifération cellulaire ou le

développement d’embryons somatiques (Earnshow & Jonhson, 1987). Un état fort réduit

(taux important d’antioxydants) favorise la croissance inorganisée des cellules alors que

l’achèvement du processus embryogène nécessite une diminution des concentrations en

antioxydants (GSH et AA). Ces concentrations sont contrôlées directement par le 2,4-D ajouté

au milieu de culture. Les auteurs ont observé que l’augmentation des taux de GSH et d’AA

dans les tissus était associée à la présence de 2,4-D. Dans le système chicorée, l’obtention des

embryons somatiques ne passe pas par une phase de prolifération cellulaire et l’addition de

2,4-D n’est pas nécessaire à l’induction du processus. Il serait néanmoins intéressant de

mesurer le taux d’auxine intratissulaire afin d’établir, si elle existe, une corrélation entre le

niveau redox des cellules, le taux d’auxine, l’expression de CHI-GST1 et l’induction de

l’embryogenèse. Il est important de rappeler ici que CHI-GST1 est un gène inductible par

l’auxine, ce qui nous permet de supposer que son expression est sensible aux variations

cellulaires de la concentration en auxine.

L’étude cytologique a révélé plusieurs localisations de la GST dans les tissus foliaires

cultivés en conditions d’embryogenèse somatique, suggérant l’existence d’isoformes. C’est

pourquoi, nous envisageons dans un premier temps de vérifier l’existence de plusieurs gènes

de GSTs chez la chicorée :

-par PCR, à l’aide d’amorces choisies dans des régions conservées

-par Southern blot, en utilisant la sonde CHI-GST1 afin de mettre en évidence

éventuellement plusieurs copies du gène CHI-GST1

-mais aussi par séquençage du fragment amplifié par RACE-PCR aux jours 0, 1 et 2.

Cette étude pourrait être complétée en testant les anti-corps anti CHI-GST1 sur des

protéines séparées par électrophorèse bidimensionnelle afin de mettre en évidence des

isoformes de GSTs qui auraient une masse moléculaire identique.

Le seuil d’observation du microscope photonique utilisé pour l’observation des coupes

ne nous permet pas toujours de localiser précisément le transcrit ou la protéine. Il serait donc

intéressant de poursuivre ces travaux par une étude en ultrastructure, à l’or colloïdal afin de

préciser les types cellulaires et/ou les organites concernés. Les résultats ainsi obtenus nous



permettrons d’attribuer avec plus de précision un rôle aux GSTs mises en évidence par

immunolocalisation.

Lors de cette étude, nous n’avons pas pu définir de façon précise la fonction de CHI-

GST1 durant la culture embryogène, nous pensons cependant qu’il est impliqué dans

l’induction du processus embryogène. Un gène très homologue à des gènes de GSTs

inductibles par l’auxine, le gène EgHypar, a été mis en évidence également dans un processus

de différenciation. Il s’exprime lors de la mise en place de l’association symbiotique entre

l’Eucalyptus globulus et le champignon Pisolithus tinctorius (Nehls et al., 1998). Ces

transcrits sont préférentiellement accumulés dans la racine des plantules et leur accumulation

est accrue par l’addition d’AIA et de 2,4-D exogènes ou encore d’extrait de P.tinctorius,

suggérant la présence de molécules inductrices chez le champignon ectomycorrhyzien.

L’hypaphorine notamment, le composé indolique le plus abondant dans le mycélium et les

exudats de P. tinctorius, semble induire le gène EgHypar et agirait comme une molécule

signal lors des premières étapes de la relation de symbiose. Le gène EgHypar serait, d’après

les auteurs, impliqué dans les changements morphologiques ayant lieu dans la racine lors de

l’ontogenèse des tissus symbiotiques. Ces observations nous confortent dans l’idée du rôle de

CHI-GST1 lors de la mise en place du processus embryogène. C’est pourquoi, la mise au

point de plantes transgéniques, réalisées à partir des deux génotypes embryogène et non

embryogène, sur ou sous-exprimant le gène CHI-GST1 serait une bonne approche pour

l’étude de la fonction du produit de ce gène. Par ailleurs, l’étude du promoteur de CHI-GST1

et de sa régulation aiderait à la compréhension de l’implication de CHI-GST1 dans le

processus d’embryogenèse somatique. Il a été montré que plusieurs promoteurs de GSTs de

plantes renfermaient des éléments ocs (octopine synthase). Ces éléments composés d’une

vingtaine de paires de bases ont été pour la première fois identifiés chez le virus de la

mosaïque du choux-fleur (as-1, CaMV 25S) et chez Agrobacterium tumefasciens (nos,

nopaline synthase). Chez les plantes, les promoteurs de gènes de GSTs sont les seuls à

posséder ces éléments ocs. Ils semblent inductibles par le stress et répondent à une variété

d’agents électrophiles tels que les hormones mais aussi l’H2O2 ou les métaux lourds générant

des conditions de stress oxydatifs (Marrs, 1996). Chez le tabac, le facteur de transcription

TGA 1a, de type glissière à leucine, induit l’expression de gènes de GSTs régulés par des

éléments de type as-1, en réponse à des stress (Klinedinst et al., 2000).

Les travaux développés ici illustrent la capacité des plantes à contrôler les

changements environnementaux, par l’intermédiaire de capteurs, puis à coordiner les voies de



transduction qui convertissent ces informations en réponses appropriées. Nous avons esquissé

une de ces voies, mise en place lors de l’induction de l’embryogenèse, dans laquelle

l’expression de CHI-GST1 est induite en réponse à la production d’AOS engendrée par le

stress de la culture (figure 43). Les circuits sensoriels ainsi que les voies de communication du

signal restent cependant à préciser.

Figure 43 : Représentation schématique des événements consécutifs au stress occasionné aux

cellules lors de la culture en conditions d’embryogenèse somatique. La production d’H2O2

engendrée par le stress modifie les concentrations et l’état redox des antioxydants

intracellulaires. Ces variations influent sur la régulation de l’activité de certaines enzymes ou

directement sur la régulation de l’expression de gènes codant des protéines du système de

défense antioxydant, potentiellement impliquées dans l’induction de l’embryogenèse

somatique, telle que la GST. Cette dernière serait d’autre part impliquée dans la détoxication

des produits cytotoxiques générés par l’accumulation des AOS dans la cellule.
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