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RESUME

Chez le Cichorium hybride “474” (Cichorium intybus var. sativum x Cichorium
endivia var. latifolia), I’embryogenése somatique est directe et d’ origine unicellulaire. De
plus, la premiere division embryogene peut étre retardée par |I’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 modéle chicorée,
facilitent I’ é&ude des mécanismes inducteurs précoces de |’ embryogenéese somatique.

Au cours de cette éude, nous avons utilisé la technique de “differential display” (DD
RT-PCR) afin de mettre en évidence des modifications dans I’ expression des génes au cours
des stades précoces de I’ embryogenése somatique de la chicorée. Nous avons comparé les
populations d ARNm accumulés dans les fragments foliaires placés en conditions
d embryogenese somatiques pendant 0, 1, 2, 3, 4 et 7 jours. Un ADNCc partiel présentant de
fortes homologies avec des GSTs de plantes inductibles par I’auxine a ains été isolé. |l
s accumule fortement dans les fragments foliaires du génotype embryogéne “474”, mais pas
chez le génotype non embryogéne Pévele. La séquence compléte de cet ADNc, nommé CHI-
GST1, a été reconstituée apres 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 géne CHI-GST1 dans les tissus foliaires. Les résultats obtenus suggerent
I’ 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, Embryogenése Somatique, Glutathion S-

transférase.

© 2002 BUSTL-Grisemine & Rachel GALLAND. - Localisation : BU Lille 1



TABLE DESMATIERES

INTRODUCTION ..o
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE.............c.co

1.Présentation deI’embryogenésesomatique................................
1.1.Définitions... :
1.2.0riginesdel’ embryon somathue

2.Expression différentielle de genes au cburs de I embryogenese

somatique... .

2. 1Analysedesprofllsprote|ques
2.1.1.LesprotéineStiSSUIAINES. .. ... vvuveie et e e e ee e
2.1.2.Les protéines excrétées dans le milieu de culture.......................

2.2.Etude des populations ' ARNM. ...t e
2.2.1.Mise en évidence de marqueurstardifs..............cocoeeiiiiiinnenns

2.2.2.Larecherche de marqueurs précoces... .
3.Le Cichorium hybride “474” : un modele pour Ietude de

I”’embryogenése somatique directe..............o.ocveeeiiiiiiieee e,
3.1.Legenre Cichorium... ..o
3.2.Lesorigines de |’embryogenese somatique. .. ........c.ccvvevrevenieeinennnn
3.3.Lesfacteursinducteurs... :
3.4.Lesmarqueursdel’ embryogenese somathue .................................

3.4.1.Les margueurs cytologiques...
3.4.2.LesmarquEUrS ProtEIQUES. .....uuveeeeeeeee e e ieee e eeeae e e
3.4.3.LESgENESMAIQUELIIS. . . e e e eeeete et eeeeeeen e e e ee e e enennennas
3.5.Présentationde " &tude. ........couvie e

MATERIEL ET METHODES..............cc

1.Matérie végétal ... :

1.1.LeCichorium hybrl de 474 ....................................................

1.2.Milieux et conditionsde CUITUre...........ccoiiriii i e e e,

121 Milieudebase ML7. ... ..o e
1.2.2.Multiplication de plantules de Cichorium hybride “ 474" par

embryogenése somatique a partir de racines.. .

1.2.3.Embryogenese somatique a partir de feunles de pI antul&e de

Cichoriumhybride“ 4747 ...

1.2.4.Traitement a I’ acide 2,4-dichlorophénoxy acétique (2,4-D)..........

1.2.5.Culture en conditions statiquesa 25°C et 35°C.........ccceevnnnnnnn.

2. ANAYSEMOIECUIAIT ... ... e

2.1.Extraction et purification des ARNm polyadénylés..........................

© 2002 BUSTL-Grisemine & Rachel GALLAND. - Localisation : BU Lille 1

pll

p 15

pl7
pl7
p.18

p 19
p 20
p 20
p21
p 23
p 23
p 27

p 30
p 30
p 30
p 31
p 32
p 32
p 35
p 35
p 38



2.1.1.Extraction des ARN totaux.. . p 46
2.1.2.Purification des ARNm polyadenyles par chromatographle d aﬁ| nlte p 48
2.2.Transcription inverse différentielle des ARNmM polyadénylés et

amplification par PCR (Differential Display RT-PCR)..................... p 49
2.2.0.LatransCription INVEISE. .. ... cu it p 50
2.2.2.L amplification par PCR..........ccoiiiiii i e p 51
2.2.3.Sparation et revélation desADNC..........cccevveviieiiieiie e, P53
2.2.4.Elution desfragmentsd ADN AU gel........cccvvvviiiiiiiie e, p 54

2.3.Amplification rapide de I’ extrémité 5’ del’ADNc (5° RACE-PCR)...... p 55
2.4 Amplification del’ ADN génomiqUE.........ccovureriieiieiecie e e eeen, p 57
2.5.Clonage desfragmentSPCR..........ccoiiiii e p 57
2.6.S80UENGATE. .. ...t evvee et eeeneeaeeaeeenneieneneeane e aieaneeaenennennenes P D9
2.7.NOrthern DIOt... ... p 59

2.7.1.Migration et transfert des ARN totaux...............ccveeevvveevneennen.. P59
2.7.2.Marquage delasondechaude..................ccoeei i viiiiiiiieiee . P60
2.7.3.Hybridation.............ccciiiiii e P60

3. Etudedelaprot@ine..............ooiiiiiiiii i) p 61
3.1.Production de la protéine recombinante CHI-GST1................cceceveee. p 61
3.1.1.Levecteur d eXPreSSION. ... ..c.u v ee et e eee e e p 61
3.1.2.Production et purification dela protéine................ccccevevneeenn. p 62
3.2.Activité enzymatique de |a protéine recombinante CHI-GST1............. p 64
3.3.Production d'anti-corps polyclonaux dirigés contre la protéine
recombinante CHI-GSTL.........c.oiiiiie i e e e e e e p 64
3.4.Extraction des protéinestissulaires... .. ciieiie P65
3.5.Immunodétection de la protéine t|$ular re par Western bI ot vieen P66
3.5.1.Electrotransfert sur membrane.............cooviiiiiiiiiiiii e p 66
35.2.REvEAtiON. ... .. PGB
A.Etude CytolOgIQUE..........ciiveiee e e e e p67
4.1.Préparation des coupes de tissus foliaires.............ooevveeevieeeeeinn, p67
4.2 Hybridation in situ... e e, POT
421Preparat|ondesr|bosondes TR ¢ 1T/
4.2.2.TFANSCIIPON. .. ...ttt e e e e e e e e e e p 68
4.2.3.Digestion alCAliNE. .. ... ...vveveiee e e e, p70
i Yoo =i o) O UPR  £
4.3.1MMUNOIOCAIISIION. .. ... e e e e e p73
RESUL TATS oo p75

1.Mise en évidence et caractérisation d’un ADNc correspondant
aun ARNm exprimé au cours de I’embryogenése somatique de
la chicorée... . p 77
1.1.Isolement par DD RT PCR d un ADNc partrel correspondant a un
ARNmM exprimeé différentiellement au cours des étapes précoces de
I” embryogenese SOMatiqUE. .. .......ovvvevvrieeiieeiieiee e veieeieeinennnns PTT

1.2.Séquencage de I’ ADNc partiel iSOl€.......c.oeeviii i, p 80
1.3.0btention de I’ ADNc pleinelongueur.............coocviiiii i p 82
1.4.Etudedel’expression dugene CHI-GST1..........ccovviiviie e e, p 87
1.4.1.Verification des profils obtenus par DD RT-PCR... e p 87
1.4.2.Influence de la température sur |’ expression du gene CHI GSI'l p 89

1.4.3.Expression du géne CHI-GST1 en réponse a un traitement au 2, 4—D p 90

© 2002 BUSTL-Grisemine & Rachel GALLAND. - Localisation : BU Lille 1



1.4.4.Localisation destranscrits dans lestissusfoliaires..................... p 90

2.Production et activité dela protéinerecombinante.................. p 101
2.1 LeVeCteUr 0 eXPrESSION. ... .t ee e e et e e e e e e e e e eae e e p 101
2.2.Clonage de |’ ORF dans le vecteur d’ eXpression..........ooveeveeeninnineenns p 102
2.3.Production et purification de la protéine recombinante....................... p103
2.4.D0sage de " aCtiVIte. ... ... ..ot p 104

3.Accumulation de la protéine dans les tissus foliaires de
'RYyDride“ 474" ... p 105

3.1.Etude électrophorétique. ............coovvi i
3.2.Locdisation de la protéine native dans les  tissus

DISCUSSION......ooii e pll7/
l.1solement d’une glutathion S-transférase par DD RT-PCR
dans les tissus foliaires du Cichorium hybride “ 474", cultivés

en conditions d’embryogenese somatique...................cceeeeee p 119
2L esGSTschezlesplantes..........cooooviiiiiiiiii p 121
3.Embryogenéese somatique et GSTS..........cc.vviieeeeiiiiieceeiiin p 124

4.LesGSTschezleCichorium hybride“474” ............................ p126
CONCLUSIONSET PERSPECTIVES...............ceooeveveeee. P135
REFERENCESBIBLIOGRAPHIQUES.................................. p 141

ANNEXES. ... p 159

Annexe 1: Liste des amorces aéatoires utilisées pour laDD RT-PCR............ p161
Annexe 2 : Composition du tampon TBE 10X concentré............................ p161
Annexe 3 : Composition des gels de polyacrylamide...................cocooinnne. p 162
Annexe 4 : CompositiondumilieuLB............cccevvvieiii i iiiiiiecieeeee.. P 162
Annexe5: Compositiondutampon TTE...........ccccoviviiici i e, p 163
Annexe 6 : Carte du vecteur d’ expression peT-16b......................c. oo, p 163

Annexe 7 : Carte du vecteur pBIUESCIIPt..........ovvieiiii i p 164

Annexe 8 : Composition du tampon PBS 10X concentré..............c..ccevvvnennns p 164
Annexe 9 : Molécules antioxydantes et réactions catal ysées par |es enzymes du

systeme de défense antioXydant.............cccoveiieiiiiiiie i e e, p 165

Annexe 10 : Réduction de I’H,0, par le cycle ascorbate-glutathion............... p 166
Annexe 11 : Schéma du cycle eau-eau dans le chloroplaste et potentiels redox

des especes mol éculaires réduites de p 166

I"oXygene.........ccoeevee e ieneen, p 167

Annexe 12 : Les différentes étapes de la biosynthése deslignines.................. p 169
ANNeXe 13 PUBIICAIION. ..o

© 2002 BUSTL-Grisemine & Rachel GALLAND. - Localisation : BU Lille 1



INTRODUCTION

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

-lareproduction sexuée d' une part, qui aboutit alaformation d’ un zygote par fusion de
deux gameétes, 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
maniére spontanée : production de stolons, bulbes, rhizomes...ou peut étre provoquée par
I"homme pour la multiplication de plantes d'intérét agronomique: par greffage, bouturage,
marcottage et plus récemment, par micropopagration in vitro.

Parmi les différents modes de multiplication végétative, soulignons une caractéristique
propre au regne vegétal qui est la capacité d'initier et de développer des embryons a partir de
cellules somatiques. Ce processus appel € embryogenese somatique a été pour la premiére fois
décrit sur des cals et des suspensions cellulaires de carotte (Stewards et al., 1958 ; Reinert,
1958). L’embryogenese 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 a former des
embryons somatiques ait éé depuis mise en évidence chez 300 espéces agronomiques et
horticoles (Griga, 1999), la technique n’est pas généralisable a tous les végétaux et varie en
fonction de |’ espéce, 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 I’embryogenése. L’embryon somatique constitue un bon
modele pour I’ é&tude des événements physiologiques, biochimiques et moléculaires ayant lieu
lors du développement précoce des plantes supérieures. En effet, |” absence de tissus maternels
entourant I’embryon somatique facilite son acces. De plus, le développement de I’ embryon
somatique bipolaire est caractérisé par les mémes stades de développement globulaire,

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

© 2002 BUSTL-Grisemine & Rachel GALLAND. - Localisation : BU Lille 1



des mécanismes de régulation communs sont probablement impliqués dans les événements
clés de I’ embryogenese (Zimmerman, 1993 ; figure 1).

Afin de préciser les mécanismes moléculaires précoces impliqués dans le contréle de
I”embryogenese somatique chez les végétaux, nous avons appliqué la technique de mRNA
“differential display” (Liang & Pardee, 1992) a un génotype embryogéne de chicorée, le
Cichorium hybride “474”. Cette technique permettant une étude directe des modifications de
I’ expression génigque, nous avons cherché a identifier des genes marqueurs impliqués dans la

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

EMBRY OGENESE SOMATIQUE

cds —p (O —m @ — — »  Régénération
d'une plante entiére

embryqn embryon
explants globulaire coeur/torpille plantule

EMBRY OGENESE 2Y GOTIQUE

Maturation
Dessiccation
- - —
@ Dormance
Germination

zygote embryon embryon embryon
globulaire coeur/torpille cotylédonnaire

Figure 1: Comparaison entre I’ embryogenese somatique et I’ embryogenése zygotique

(D’ aprés Zimmerman, 1993)
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CONCLUSIONSET PERSPECTIVES

Notre travail sintégre dans une thématique globale d'étude du déterministe de
I”’embryogenese somatique chez le Cichorium hybride “474”. L’ approche développée ici
consiste a rechercher des marqueurs moléculaires précoces de I’ embryogenése somatique.
L’ application de latechnique de DD RT-PCR nous a permis de révéler des modifications dans
I’expression des genes au cours des étapes précoces de I’embryogenése somatique et plus
particulierement pendant I'induction du processus. Un ADNCc partiel présentant une
accumulation différentielle lors des premiers jours de la culture embryogene de fragments
foliaires a ains été isolé. Sa sequence est fortement homologue a celles de GSTs de plantes
inductibles par I’auxine. La séquence compléte de cet ADNc, nommé CHI-GST1, a été
reconstituée apres amplification de la partie 5° par RACE-PCR. L’ expression du géene CHI-
GST1 a été analysée par northern blot. Lors de la culture embryogéne, les transcrits sont
eme

détectés dans les tissus foliaires a partir du jour d'induction, lors de I’ observation des

premiéres cellules réactivées, et Saccumulent jusquau 7°™ jour de culture. Cette
accumulation n’est jamais mise en évidence dans les feuilles du génotype non embryogene
Pévele. De plus, les transcrits ne sont pas détectés dans les tissus foliaires du génotype
embryogéne cultivés a une température favorable au développement de cals et de bourgeons
(25°C). Ces observations suggerent que l'induction du géne CHI-GST1 semble
particulierement liée au phénoméne d embryogenése somatique. L’application d'une
température de 35°C lors de la culture est nécessaire a I'induction de I’embryogenese
somatique, elle n’est cependant pas suffisante car, dans ces conditions, les tissus du géenotype
Pévéle ne développent pas d embryons. || semblerait que les 2 cultivars ne montrent pas la
méme sensibilité au stress. Ce phénoméne a déa été observé, Iturbe-Ormaetxe et al. (1998)
notamment ont remarqué des différences dans la réponse du systeme antioxydant de 2
cultivars de pois exposés a un stress hydrique équivalent. Il nous semble intéressant de
mesurer le taux de GSH dans les tissus foliaires de I’hybride “474” et de Pévele afin de
connaitre |’ éat redox des cellules (déterminé par le rapport GSH/GSSH). Il a été montré que

la concentration en GSH augmentait dans les tissus foliaires de coniféres exposeés a différents
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stress (pollution al’ ozone, stress lumineux, stress hydrique, acclimatation au froid) (Tausz &
Grill, 2000). En effet, la production d’ H,0, associée aux stress modifie les concentrations et
I"état redox des antioxydants cellulaires tels que le GSH et |'ascorbate (Vanacker et al.,
1998). Or ces métabolites agissent comme des molécules signal. Chez la carotte, | état redox
est déterminant pour [I'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 inorganisee des cellules alors que
I’achévement du processus embryogéne nécessite une diminution des concentrations en
antioxydants (GSH et AA). Ces concentrations sont contr6lées directement par le 2,4-D gjouté
au milieu de culture. Les auteurs ont observé gue I’ augmentation des taux de GSH et d’AA
dans les tissus était associée a la présence de 2,4-D. Dans le systeme chicorée, I’ obtention des
embryons somatiques ne passe pas par une phase de prolifération cdlulaire et |I'addition de
2,4-D n'est pas nécessaire a I'induction du processus. Il serait néanmoins intéressant de
mesurer le taux d’ auxine intratissulaire afin d éablir, si elle existe, une corrélation entre le
niveau redox des cellules, le taux d'auxine, |’expression de CHI-GST1 et I’induction de
I’embryogenése. Il est important de rappeler ici que CHI-GST1 est un géne inductible par
I’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’ embryogenése somatique, suggérant I’ existence d'isoformes. C'est
pourquoi, nous envisageons dans un premier temps de vérifier |’ existence de plusieurs génes
de GSTschez lachicorée:

-par PCR, al’aide d’ amorces choisies dans des régions conservees
-par Southern blot, en utilisant la sonde CHI-GST1 afin de mettre en évidence
éventuellement plusieurs copies du gene CHI-GST1
-mais auss par sequencage du fragment amplifié par RACE-PCR aux jours 0, 1 et 2.

Cette étude pourrait étre complétée en testant les anti-corps anti CHI-GST1 sur des
protéines seéparées par éectrophorese 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 I’ observation des coupes
ne nous permet pas toujours de localiser précisement le transcrit ou la protéine. 1l serait donc
intéressant de poursuivre ces travaux par une éude en ultrastructure, a1’ or colloidal afin de
préciser les types cellulaires et/ou les organites concernés. Les résultats ainsi obtenus nous
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permettrons d’ attribuer avec plus de précision un role aux GSTs mises en évidence par
immunol ocalisation.

Lors de cette étude, nous n’avons pas pu définir de fagon précise la fonction de CHI-
GST1 durant la culture embryogene, nous pensons cependant qu’il est impliqué dans
Iinduction du processus embryogéne. Un gene trés homologue a des génes de GSTs
inductibles par I’ auxine, le géne EgHypar, a été mis en évidence également dans un processus
de différenciation. Il s'exprime lors de la mise en place de I’ association symbiotique entre
I"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 |’addition d’AlA et de 2,4-D exogenes 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 géne EgHypar et agirait comme une molécule
signal lors des premieres étapes de la relation de symbiose. Le géne EgHypar serait, d’ aprés
les auteurs, impligué dans les changements morphologiques ayant lieu dans la racine lors de
I’ ontogenése des tissus symbiotiques. Ces observations nous confortent dans I’idée du réle de
CHI-GST1 lors de la mise en place du processus embryogene. C'est pourquoi, la mise au
point de plantes transgéniques, réalisees a partir des deux génotypes embryogene et non
embryogéne, sur ou sous-exprimant le gene CHI-GST1 serait une bonne approche pour
I’ étude de la fonction du produit de ce géne. Par ailleurs, |’ étude du promoteur de CHI-GST1
et de sa régulation aiderait a la compréhension de I'implication de CHI-GST1 dans le
processus d embryogenese somatique. 1l a été montré que plusieurs promoteurs de GSTs de
plantes renfermaient des ééments ocs (octopine synthase). Ces éléments composes d’ une
vingtaine de paires de bases ont été pour la premiere fois identifiés chez le virus de la
mosaique du choux-fleur (as-1, CaMV 25S) et chez Agrobacterium tumefasciens (nos,
nopaline synthase). Chez les plantes, les promoteurs de genes de GSTs sont les seuls a
posseder ces éléments ocs. IIs semblent inductibles par le stress et répondent a une variété
d’ agents électrophiles tels que les hormones mais aussi |’ H,O, ou les métaux lourds géenérant
des conditions de stress oxydatifs (Marrs, 1996). Chez le tabac, le facteur de transcription
TGA 1a, de type glissiére a leucine, induit I’expression de génes de GSTs régulés par des
éléments de type as-1, en réponse a des stress (Klinedinst et al., 2000).

Les travaux développés ici illustrent la capacité des plantes a contréler les
changements environnementauix, par |’ intermédiaire de capteurs, puis a coordiner les voies de
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transduction qui convertissent ces informations en réponses appropriées. Nous avons esquissé
une de ces voies, mise en place lors de I'induction de |I’embryogenese, dans laquelle
I"expression de CHI-GST1 est induite en réponse a 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 a préciser.

Ve 2\
Cytoplasme Induction de
Culture I'embryogenése somatique
- coupure
- milieu liquide
oo 2 W
-/ delapression osmotique _ 7 / A
-\ delaconcentration en O, Régulation de / |
I'activité d'enzymes / |
?/ !
/ |
Modification de I'état / \
redox des cellules \
(GSH/GSSG, AA/MDHA) |
7
Régulation de
/ I'expression de génes \I
™| 2 ros

7 H,0,

p e
Dommages
oxydeatifs

\ Détoxication

Production de
molécules cytotoxiques

Figure 43 : Représentation schématique des événements consécutifs au stress occasionné aux
cellules lors de la culture en conditions d’ embryogenese somatique. La production d’ H,0,
engendrée par le stress modifie les concentrations et I'état redox des antioxydants
intracellulaires. Ces variations influent sur la régulation de I’ activité de certaines enzymes ou
directement sur la régulation de I’ expression de génes codant des protéines du systéme de
défense antioxydant, potentiellement impliquées dans I'induction de |’embryogenese
somatique, telle que la GST. Cette derniére serait d’ autre part impliquée dans la détoxication

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