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Introduction générale 

 

 

 La racine permet non seulement d’ancrer la plante au sol, mais aussi d’y 

absorber l’eau et les éléments minéraux nécessaires à la croissance de la plante. Pour 

permettre plus facilement cette absorption, la surface de contact avec le sol est 

considérablement augmentée par la présence de poils absorbants et par la formation d’un 

réseau de racines latérales. La racine est aussi le lieu de stockage de substances végétales 

importantes telles que les hormones (cytokinines, gibbérellines, acide abscissique) ou des 

substances allélopathiques. 

Le développement racinaire peut être séparé en deux phases bien distinctes. Le 

développement primaire permet la croissance en longueur de la racine ainsi que la formation 

du réseau de racines latérales, alors que la croissance secondaire entraîne une augmentation 

du diamètre de la racine. Dans une racine mature, le cortex, composé du rhizoderme, du 

parenchyme cortical et de l’endoderme, entoure les tissus de la stèle (péricycle, procambium, 

tissus vasculaires).  

A. thaliana présente une organisation tissulaire simple de la racine. Les tissus qui 

entourent les éléments vasculaires, ne sont composés chacun que d’une couche de huit 

cellules. Le petit nombre de cellules qui compose les différents tissus de la racine a facilité 

l’utilisation de techniques d’ablation au laser qui a permis d’étudier le devenir cellulaire au 

cours du développement. Enfin, un cycle de vie très court (60 jours de graine à graine), un 

génome de petite taille (120 millions de pb ; 25000 gènes) et la connaissance complète de sa 

séquence ont permis l’obtention et l’analyse fonctionnelle de milliers de mutants, afin 

d’étudier le rôle de gènes intervenant dans le développement. Cette plante est alors 

naturellement devenue un modèle d’étude du développement des plantes supérieures.  

Cependant, en plus d’être une plante possédant un grand intérêt agronomique pour la 

région, la chicorée présente une organisation racinaire beaucoup plus complexe qu’A. 

thaliana. En effet, le nombre de couches cellulaires ainsi que le nombre de cellules par couche 

sont beaucoup plus importants chez la chicorée. C. intybus présente la particularité de 

développer une racine pivot tubérisée, résultat d’une croissance secondaire importante, 

couplée à une réorientation métabolique qui aboutit au stockage d’un dérivé sucré, l’inuline. 

Cette racine tubérisée pourra donner, dans des conditions optimales, un bourgeon étiolé 

comestible, l’endive (variété foliosum), ou être torréfiée afin de produire un succédané de café 
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(variété sativum). C. intybus s’impose donc, pour nos recherches, comme un modèle adapté 

aux études concernant le développement d’une racine tubérisée et de s tructure complexe.d’un 

développement racinaire complexe. 

 Au laboratoire, des précédents travaux ont surtout traité du développement racinaire, et 

en particulier de la tubérisation, par le biais de l’étude des métabolismes azoté et carboné. La 

chicorée requiert des conditions de nutrition azotée contrôlées. Un apport trop important  de 

nitrate lors de la culture entraîne la production d’endives de mauvaise qualité. Des travaux ont 

permis d’isoler et de caractériser le gène et le promoteur de la nitrate rédu ctase (Palms et al., 

1996; Tétu, 2000). D’autres ont concerné l’activité de la nitrate réductase avant et au cours de 

la tubérisation (Dorchies et Rambour, 1985; Druart et al., 2000). Dans la racine de chicorée, 

lors de la tubérisation, le métabolisme carboné consiste, via l’augmentation de l’activité 

enzymatique, à la synthèse et au stockage de l’inuline (Druart et al., 2001). 

  

 Parallèlement à l’étude du métabolisme carbone/azote, les travaux présentés 

dans ce manuscrit concernent le développement racinaire de la chicorée. En effet, comme tout 

processus de développement, celui de la racine requiert un contrôle très fin du cycle cellulaire. 

Le cycle cellulaire est composé de quatre phases successives : G1, S (duplication de l’ADN), 

G2 et M (Mitose). La progression des cellules à travers le cycle cellulaire est régulée, lors des 

transtions G1/S et G2/M, par des complexes enzymatiques, composés d’une sous -unité 

catalytique, la kinase dépendante des cyclines (CDK) et d’une sous -unité régulatrice, la 

cycline. Les cyclines constituent à ce titre la première cible de contrôle du cycle cellulaire. 

Chez les plantes, deux groupes de cyclines sont présents. Les cyclines D interviennent lors de 

la transition G1/S, alors que les cyclines mitotiques de type A et B sont responsables de la 

transition G2/M. Dans nos études, nous avons observé, au cours du développement de la 

racine de chicorée, l’activité de deux promoteurs de cyclines mitotiques, cycB1;1 et cycA2;1, 

d’ Arabidopsis thaliana, dont les activités ont été largement décrites chez cette plante (Ferreira 

et al., 1994; Burssens et al., 2000). Les travaux ont été réalisés par l’intermédiaire de tests 

histochimiques GUS sur des chicorées contenant le gène uidA d’ E. coli, codant la β-

glucuronidase, est sous le contrôle de l’un ou l’autre de ces deux promoteurs.  

L’ensemble des résultats est présenté dans ce manuscrit dans trois chapitres distincts. 

Le premier chapitre traite de la croissance longitudinale de la racine. L’activité des 

promoteurs des cyclines B1;1 et A2;1 a été étudiée au cours de la germination, au niveau des 

apex racinaires ainsi qu’au cours de la formation des racines latérales. Les résultats obtenus 
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sont présentés dans ce chapitre sous forme d’un article scientifique soumis à Journal of 

Experimental Botany. 

 Le second chapitre concerne exclusivement la croissance en épaisseur de la racine de 

chicorée. L’activité du cambium vasculaire a été largement décrite dans les tiges 

d’angiospermes dicotylédones et de gymnospermes. Cependant, les données bibliographiq ues 

ne montrent pas l’existence de telles études au sein des racines. Nous avons donc réalisé une 

étude morphologique détaillée de la mise en place du cambium vasculaire ainsi que les 

premiers stades de la croissance en épaisseur. D’autre part, nous avons étudié l’activité du 

promoteur de la cycline B1;1 d’ A. thaliana, au cours de la croissance en épaisseur de la 

racine. Ces travaux sont présentés sous forme d’un article scientifique soumis à Journal of 

Experimental Botany. Les études morphologiques de la mise en place du cambium vasculaire 

ont permis la réalisation d’autres travaux de recherches menés par la technique de cDNA -

AFLP qui concernent les mécanismes moléculaires de la tubérisation qui sont encore très peu 

connus. Ces travaux ont fait l’objet d’un  article publié dans Journal of Plant Physiology. 

Enfin, dans le troisième chapitre, nous présentons des résultats concernant l’isolement 

et la caractérisation d’un gène codant une cycline mitotique de type B1 de chicorée: la 

Ci;CycB1;1. Nous y présentons la séquence d’ADNc de la région codante ainsi que la 

caractérisation de ce gène. Ces travaux sont complétés par l’étude de l’expression de ce gène 

dans des suspensions cellulaires de chicorée. 

 L’ensemble de ces résultats est précédé d’une analyse bibliogr aphique concernant le 

développement racinaire et le cycle cellulaire chez les plantes supérieures. Une discussion 

générale et des perspectives liées à ce sujet d’étude viennent clôturer le manuscrit.  
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I. La Chicorée 

 

 1. La plante 

 

 La chicorée est une plante herbacée de la famille des Astéracées qui se développe dans 

les régions à climat tempéré. La chicorée sauvage est une plante vivace (Sechley et al., 1991) 

qui croît le long des routes et des chemins. Connue depuis environ 6000 ans, elle était 

appréciée des plus grands médecins et botanistes grecs pour ses propriétés thérapeutiques. 

Elle répond aux jolis noms d’  «héliotrope», «barbe de capucin» ou encore «fiancée du soleil», 

car ses fleurs s’ouvrent à l’appariti on du soleil. Tout comme le salsifis, le pissenlit et la laitue, 

elle sécrète un suc laiteux amer et tonique contenant la lactucine et la lactucopricrinine. La 

chicorée en Europe est représentée par trois espèces Cichorium spinosum L., Cichorium 

endivia L., et Cichorium intybus L. Si la première espèce est très peu cultivée, les deux autres 

sont particulièrement intéressantes pour leurs caractères agronomiques. C.endivia L., plante 

typiquement annuelle, est sélectionnée pour la consommation des feuilles en salade (scarole 

ou chicorée frisée). C. intybus pousse sous forme annuelle, bisannuelle ou vivace. Elle se 

sépare en deux cultigroupes cultivés en tant que bisannuelle : le type foliosum (chicorée à 

feuille) qui produit l’endive et le type sativum (chicorée à racine ou industrielle) chez lequel la 

racine est utilisée pour la torréfaction. 

 

 2. La culture de la chicorée Witloof 

 

 La culture bisannuelle de la chicorée Witloof (Cichorium intybus L. var. foliosum) 

aussi appelée « chicorée de Bruxelles » est une déviation du cycle naturel. Semée en Avril-

Mai, la plante développe une rosette de feuilles, puis une racine pivot tubérisée (septembre-

octobre). La particularité de la racine tubérisée de chicorée est qu’elle emmagasine des 

fructosanes, polymères de fructose, tel que l’inuline. Les fructosanes représentent plus de 80% 

de la matière sèche et sont la seule source carbonée du métabolisme lors de l’étape de forçage 

(Fouldrin et Limami, 1993). De plus, l’hydrolyse de l’inuline permet la production de sirops 

de fructose (Améziane et al., 1995). 

Le cycle naturel peut être interrompu en fin de phase végétative : les feuilles 

composant la rosette sont coupées et les racines sont récoltées. Ces dernières sont conservées 

à 0°C durant deux semaines pour provoquer la vernalisation, puis sont soumises au forçage en 

les plaçant dans des conditions de cultures hydroponiques (18°C, obscurité, hygrométrie  
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Figure 1 : Schéma de la structure d’une racine d’Angiosperme Dicotylédone.  
Vue tridimensionnelle, à gauche en vue externe, à droite en coupe longitudinale, en haut en coupe transversale 
(extrait de Botanique Générale, Nultsch W., 1998) 
cc= cylindre central, ce= cellules corticales, co= coiffe, ed= endoderme, ex= exoderme, pa= poils absorbants, 
pc= péricycle, pf= poils absorbants flétris, ph= phloème, rh= rhizoderme, va= vaisseaux annelés, vp= 
vaisseaux ponctués, vs= vaisseaux spiralés, xy= xylème. 
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saturante). Cette méthode permet de produire un bourgeon étiolé, l’endive, à partir du 

bourgeon central de la rosette. 

 

II. Le développement racinaire des Angiospermes Dicotylédones 

 

 Les racines, délimitées d’une part par le collet et d’autre part par le méristème 

racinaire, ont pour rôle non seulement de fixer la plante au sol, mais aussi d’y absorber l’eau 

et les éléments minéraux essentiels à la croissance de la plante. Pour permettre plus facilement 

cette absorption, la surface de contact avec le sol est considérablement augmentée par la 

présence de poils absorbants et par la formation d’un réseau de racines latérales . Les racines 

présentent deux axes de croissance distincts. La croissance primaire permet la croissance 

longitudinale de la racine. Elle est initiée au niveau du méristème apical racinaire. La 

croissance secondaire ou radiale entraîne une augmentation du diamètre de la racine. Elle est 

permise par l’activité de deux méristèmes secondaires, les cambiums libéro -ligneux et subéro-

phellodermiques. Ceci est notamment le cas des racines tubérisées, résultant d’un 

épaississement important de la racine principale à la suite d’une forte activité de la croissance 

secondaire. Ces racines deviennent alors un organe de stockage de substances de réserve. 

Enfin, les racines sont encore des lieux de synthèse de substances végétales importantes telles 

que les hormones (cytokinines, gibbérellines, acide abscissique) ou des substances 

allélopathiques. 

 

1. Organisation des tissus primaires et secondaires de la racine 

 

 Les Angiospermes Dicotylédones présentent en général une organisation tissulaire 

similaire (figure 1). La couche la plus externe des racines est le rhizoderme ou épiderme 

racinaire. Il est composé de deux types de cellules, les trichoblastes et les atrichoblastes. Seuls 

les premiers sont capables de se différencier en poils absorbants pour permettre d’étendre la 

surface de contact entre la racine, et l’eau et les éléments minéraux du sol. Juste sous le 

rhizoderme se trouve le cortex principalement constitué de cellules parenchymateuses. Il 

occupe l’espace situé entre la stèle et le rhizoderme. A l’intérieur du corte x se situe 

l’endoderme, couche unique de cellules qui joue le rôle de barrière sélective réglant ainsi le 

passage des substances issues du sol vers les tissus conducteurs de la stèle. Pour ce faire, les 

parois de ces cellules sont imprégnées d’une substanc e hydrophobe proche de la subérine. Ces 

imprégnations localisées forment le cadre de Caspary et empêchent toute diffusion incontrôlée  
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Figure 2 : Représentation schématique de la racine d’ Arabidopsis thaliana (d’après Van den Berg 

et al., 1998) 
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de l’eau et des éléments minéraux par la voie apoplastique à travers les espaces 

extracellulaires. L’eau et les minéra ux empruntent donc la voie symplastique, c’est à dire à 

travers le cytoplasme des cellules. 

Le centre de la racine est occupé par la stèle. Celle-ci est composée du péricycle, des 

tissus vasculaires et suivant les cas, de tissus à vocation de méristèmes secondaires 

(procambium et cambium libero-ligneux). Certaines cellules du péricycle peuvent se 

dédifférencier pour former un nouveau méristème. Les divisions au sein de ce méristème 

donneront naissance aux racines latérales. Les tissus vasculaires sont composés de xylème et 

de phloème. Le xylème permet de transporter la sève brute (eau et éléments minéraux) vers 

les feuilles, alors que le phloème permet la conduction de la sève élaborée vers les organes 

utilisateurs ou vers les organes de réserve. 

 Les tissus secondaires sont issus des cambiums vasculaires et subéro-phellodermiques. 

Le premier se met en place à l’intérieur de la stèle à partir des cellules du procambium entre le 

phloème et le xylème. L’assise cambiale forme le xylème secondaire ou bois vers l’ intérieur 

et le phloème secondaire ou liber vers l’extérieur. Au fur et à mesure de la croissance en 

épaisseur de la racine, les cellules du rhizoderme et du cortex se desquament. Lorsque le 

péricycle arrive à l’extérieur de la racine, il donne naissance a u second cambium : le cambium 

subéro-phellodermique. Celui-ci est à son tour à l’origine du périderme qui constitue le 

nouveau tissu de protection de l’organe.  

 

2. Mise en place des différents profils d’organisation : exemple de la racine 

d’Arabidopsis thaliana 

 

 Chez les animaux multicellulaires, les tissus et les profils d’organisation sont 

déterminés pendant l’embryogenèse. Chez les plantes, la mise en place de ces profils n’est pas 

limitée à l’embryogenèse, mais continue tout au long de la vie de la pla nte, résultat de 

l’activité des méristèmes. Deux de ces méristèmes (caulinaire et racinaire), formés durant 

l’embryogenèse, se trouvent à chaque extrémité de l’axe apico -basal de l’embryon.  

 La racine d’ A. thaliana présente une organisation tissulaire simple (figure 2). Dans les 

différents tissus, chaque file de cellule ne comporte qu’un petit nombre de cellules, souvent 

constant et facilement observable en coupe transversale. Le cortex, l’endoderme et le 

péricycle ne comptent chacun que huit rangées de cellules. Au centre, la stèle comporte deux 

pôles de xylème et deux pôles de phloème en position alterne. Les tissus vasculaires sont 

entourés par des monocouches cellulaires formant successivement le péricycle, l’endoderme,  
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Figure 3 : Schéma du devenir cellulaire durant l’embryogenèse zygotique chez Arabidopsis 
thaliana. A: Zygote. B: première division asymétrique du zygote. C: embryon au stade globulaire. D: 
embryon au stade cordiforme; toutes les cellules initiales sont présentes. E: Apex racinaire d’un 
embryon mature. 

    A                           B                        C                                     D                                                  E 
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le cortex et le rhizoderme. A l’extrémité apicale de la racine, on dénote la présence de la 

columelle qui donnera naissance aux cellules de la coiffe. Enfin, dans la partie apicale de la 

racine, la columelle se prolonge par une couche de cellules qui entoure le rhizoderme. Ces 

cellules forment la partie latérale de la coiffe.  

Les files cellulaires des différents tissus trouvent leur origine au niveau d’un petit 

nombre de cellules mitotiquement actives. Ces dernières sont situées dans la partie apicale de 

la racine où elles forment la zone méristématique (figure 2). Les cellules de cette zone se 

divisent activement pour former les cellules initiales des tissus. Ces initiales sont regroupées 

pour former trois méristèmes bien distincts : des initiales génèrent les tissus de la stèle; elles 

composent le procambium. D’autres initiales forment à la fois les cellules du rhizoderme et 

les cellules de la partie latérale de la coiffe; elles composent le protoderme. Enfin, une 

dernière sorte d’initiales est à l’origine des cellules corticales et de  l’endoderme, formant ainsi 

le méristème fondamental. Toutes ces cellules initiales se situent au contact des quatre 

cellules formant le centre quiescent.  

 L’organisation tissulaire de la racine est établie durant l’embryogenèse. Chez 

Arabidopsis, la première division asymétrique du zygote entraîne la formation d’une petite 

cellule apicale et d’une grande cellule basale (figure 3). La cellule apicale, petite, constitue le 

proembryon (nom donné à l’embryon avant le stade globulaire), alors que la cellule ba sale, 

plus volumineuse, en contact avec le tissu maternel va se diviser pour donner le suspenseur 

(dont la cellule la plus basale est appelée hypophyse). Des divisions longitudinales et 

transversales du proembryon au stade quatre cellules permettent de donner naissance à 

l’embryon au stade globulaire. A ce stade, aucun organe n’est présent, mais il existe déjà des 

groupes de cellules individualisés. Ces cellules vont donner naissance aux cellules du 

méristème racinaire, appelées initiales (figure 3). Le protoderme va donner les initiales du 

rhizoderme et de la partie latérale de la coiffe, le méristème fondamental qui engendre lui les 

initiales du cortex et de l’endoderme, et enfin le procambium qui lui, donne naissance aux 

initiales des tissus vasculaires. Quand à l’hypophyse, elle engendre les initiales de la coiffe 

(ou columelle) et le centre quiescent (figure 4). 

 La racine se développe suivant trois profils d’organisation. Le profil apico -basal se 

met en place durant l’embryogenèse à partir de la premièr e division asymétrique de la cellule- 

œuf. Le profil radial se met en place à partir du stade globulaire; il permet la séparation des 

différents tissus de la racine. Enfin, le profil circonférentiel permet la différenciation entre les 

trichoblastes et les atrichoblastes au niveau du rhizoderme. 
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Figure 4 : Origine des différentes lignées cellulaires de la racine. Les cellules sont issues à la fois du 
proembryon et du suspenseur. D’après Howell (1998).
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2.1 Mise en place du profil apico-basal 

 

 Afin d’étudier la filiation et le devenir des cellules durant des stades très précoces de 

l’embryogenèse, de nombreux mutants présentant des aberrations du développement 

embryonaire ont été isolés chez A. thaliana. L’étude de ces mutants a permis d’étudier 

l’organisation apico -basale des cellules au cours de l’embryogenèse.  

 Les mutations dans le gène MONOPTEROS entraînent la formation de jeunes 

plantules sans racine ni hypocotyle (Berleth et Jürgens, 1993). Dans ces mutants, des 

modifications sont observables dès le stade huit cellules de l’embryogenèse. Au stade triangle, 

les cellules constituant le tiers inférieur ainsi que l’hypophyse se divisent de manière 

anarchique (figure 5b) par rapport au type sauvage (figure 5a). Parmi ces cellules, celles 

responsables de la formation des tissus vasculaires ne produisent pas de files de cellules 

allongées. Enfin, à la base de l’embryon, se forme un alignement de cellules en contac t avec 

le suspenseur. Dans tous les organes, les cellules composant les tissus vasculaires ne sont pas 

totalement différenciées. De plus les contacts entre ces cellules ne sont pas optimaux 

(Przemeck et al., 1996). Le gène MONOPTEROS a donc une fonction précoce dans la 

formation des tissus vasculaires et dans la mise en place du profil apico-basal (Hardtke et 

Berleth, 1998). La caractérisation du gène MONOPTEROS montre une homologie avec le 

facteur de transcription ARF1 d’ A. thaliana étudié antérieurement par Ulmasov et al. (1997). 

Ce facteur de transcription a été décrit comme se liant à des promoteurs de gènes régulés par 

les auxines. MONOPTEROS coderait une protéine régulant l’expression de gènes en réponse à 

un signal auxinique. 

 Les mutants hbt du gène HOBBIT possèdent des cotylédons, un hypocotyle et une 

petite racine embryonnaire. Ils présentent une désorganisation du méristème racinaire. De 

plus, ces mutants possèdent des racines latérales qui se développent anormalement 

(Willemsen et al., 1998). Les premiers effets de la mutation sont visibles dès le stade quadrant 

de l’embryogenèse. A partir de ce stade, des divisions atypiques apparaissent dans le 

suspenseur qui donne naissance, chez le sauvage, à l’hypophyse, engendrant une absence de 

centre quiescent et de columelle. Au stade cœur, les divisions des cellules initiales sont 

réduites voire inexistantes. Cette mutation affecte également les cellules à l’origine de la 

partie latérale de la coiffe. Le gène HBT est donc essentiel, lors de l’embryogenèse,  à la 

formation du méristème racinaire. Des aberrations apparaissent également plus tardivement 

lors du développement racinaire. Ces observations suggèrent que le gène HBT a non 
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Figure 5: Représentations schématiques d’embryons d’ Arabidopsis thaliana mutants 
au stade cœur. Les régions affectées chez les mutants sont grisées. a: type sauvage. b: 
mutant « monopteros »; présence d’un empilement central de cellules en continuité avec 
le suspenseur. c: mutant « hobbit »; absence de divisions des cellules dérivant de 
l’hypophyse et du méristème racinaire. d: mutants « scarecrow/shortroot »; absence de 
divisions périclines des cellules du parenchyme cortical (d’après Van den Berg et al., 
1998). 
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seulement un rôle lors de l’embryogenèse, mais aussi lors du développement  post-

embryonnaire de la racine. Blilou et al. (2002) ont isolé et caractérisé le gène HBT. Ce gène 

code une protéine homologue à la protéine CDC27/Nuc2 composant le complexe APC 

(Anaphase Promoting Complex). L’introduction du gène HBT dans des mutants nuc2 de 

Schizosaccharomyces pombe restaure partiellement les problèmes de division. Ils ont 

également mis en évidence chez les mutants hbt, l’accumulation au sein des méristèmes d’un 

inactivateur de transcription régulé par les auxines. Le gène HBT jouerait donc deux rôles 

dans la balance division/différenciation. D’une part, il régulerait la progression du cycle 

cellulaire dans les méristèmes. D’autre part, il réprimerait la réponse à des facteurs de 

différenciation. Enfin, la colocalisation des transcrits du gène HBT et de la cycline B2;2 ( une 

des sous-unités régulatrices des complexes CDK/cycline, contrôlant la transition G2/M du 

cycle cellulaire) montre une accumulation conjointe des deux types de transcrits dans les 

mêmes cellules. L’expression du gène HBT est variable selon les phases du cycle cellulaire 

avec un pic autour de la transition G2/M. 

 

2.2 Mise en place du profil radial 

 

 La mise en place du profil d’organisation radiale de la racine a été étudiée à l’aide de 

deux approches différentes. 

 Van den Berg et al. (1995) ont utilisé un rayon laser pour détruire de manière ciblée 

des cellules du méristème racinaire d’ A. thaliana. Dans un premier temps, ils ont détruit les 

cellules du centre quiescent. Ils ont observé que les cellules mortes étaient remplacées par des 

cellules du cyclindre central adjacentes au centre quiescent. L’ablation d’une seule cellule du 

centre quiescent entraîne l’arrêt des divisions de l’initiale de la columelle qui se trouve en 

contact direct avec la cellule détruite (Van den Berg et al., 1997). 

 Un des événements principaux de la mise en place du profil radial est la division 

péricline de la cellule fille issue de la cellule initiale du cortex/endoderme (figure 6a). A la 

suite de l’ablation au laser, la cellule initiale du cort ex/endoderme est remplacée par la cellule 

adjacente du péricycle qui, elle, subit une division péricline (Van den Berg et al., 1995; figure 

6b). L’ablation d’une cellule -fille n’a aucun effet sur la mise en place du profil radial (figure 

6c); elle est remplacée par une nouvelle division transversale d’une cellule initiale. Enfin 

l’ablation de trois cellules -filles voisines bloque la division péricline de la cellule qui se 

trouve en contact direct avec les cellules détruites, inhibant ainsi la formation du cortex et de 

l’endoderme (figure 6d). Ces expériences tendent à montrer que la position des cellules joue  
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Figure 6 : Représentation schématique des expériences d’ablation au laser réalisées chez 
Arabidopsis thaliana (d’après Van den Berg et al., 1995). A : division transversale de la cellule 
initiale du cortex/endoderme (vert) puis division péricline de la cellule fille (jaune) pour 
engendrer les deux tissus : cortex et endoderme (jaune et bleu) . B : ablation de la cellule 
initiale du cortex/endoderme (rouge), remplacée par la cellule du péricycle adjacente (orange). 
C : ablation de la cellule fille (rouge) qui n’a aucun effet sur la cellule initiale (vert). D : 
ablation de trois cellules filles adjacentes (rouge) à une cellule initiale (vert); absence de 
division péricline de la cellule initiale. 
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un rôle dans l’acquisition de l’identité cellulaire. Les méristèmes ne sont donc pas le point 

central du devenir des cellules (Van den Berg et al., 1995). 

L’autre approche a consisté comme précédemment à l’isolement et à la caractérisation 

de plusieurs mutants responsables de défauts d’organisation du profil radial (Van den Berg et 

al., 1998). Parmi ces mutants, scarecrow (scr) et shortroot (shr) entraînent la perte d’une 

couche de cellules entre le rhizoderme et le péricycle (figure 5d). Les mutants shr ne 

présentent pas d’endoderme alors que les mutants scr ne possèdent qu’une seule file de 

cellules exprimant à la fois des marqueurs du cortex et de l’endoderme (Di Laurenzio et al., 

1996). Les phénotypes de ces deux mutants sont observables dès le stade cœur de 

l’embryogenèse. A ce stade, la division péricline, qui donne habituellement naissance aux 

files de cellules corticales et d’endoderme, n’a pas  lieu (figure 5d). Le mutant fass présente 

des divisions périclines supplémentaires dans toutes les files de cellules.  

Des doubles mutants fass/scr et fass/shr ont été obtenus par croisement (Scheres et al., 

1995). Les doubles mutants fass/shr présentent plusieurs couches de cellules corticales, mais 

l’endoderme n’est pas restauré. Le gène SHR est donc spécifique de la formation de 

l’endoderme. Par contre, les doubles mutants fass/scr présentent une couche d’endoderme 

entourée par plusieurs couches de cellules corticales. Le gène SCR contrôlerait donc la 

division péricline des cellules-filles du cortex/endoderme, permettant la séparation du cortex 

et de l’endoderme. Di Laurenzio et al. (1996) ont cloné et caractérisé le gène SCR chez A. 

thaliana. Il code un facteur de transcription de la famille GRAS (GAI, RGA, SCR; Pysh et al., 

1999). Des expériences d’hybridation in situ ont montré que le transcrit du gène SCR était 

présent dans les initiales du cortex/endoderme, mais aussi dans toutes les cellules de 

l’en doderme. Le facteur de transcription SCR pourrait donc, d’une part réguler la division 

péricline des initiales corticales, mais aussi jouer un rôle dans la différenciation des cellules 

endodermiques. 

Le gène SHR code lui aussi un facteur de transcription putatif de la famille GRAS 

(Nakajima et al., 2001). Contrairement au gène SCR qui est exprimé dans les cellules initiales 

du cortex/endoderme où il est requis pour la division péricline. Les ARNm du gène SHR sont 

exclusivement retrouvés dans les cellules de la stèle. La protéine SHR, quand à elle, migre de 

la stèle vers l’endoderme. La protéine SHR jouerait donc à la fois le rôle d’un signal 

provenant de la stèle et d’un activateur de la formation et de la différenciation des cellules de 

l’endoderme par le b iais du contrôle du facteur de transcription SCR. 

Enfin, les mutations touchant le gène WOODEN LEG (WOL) ont pour conséquences la 

formation d’un petit nombre de cellules vasculaires. De plus, toutes ces cellules s’orientent  
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Figure 7 : Modèle de développement des racines latérales chez A. thaliana. A : stade I, B : 
stade II, C : stade III, D : stade IV, E et F : stade V, G et H : stade VI, I : stade VII. Les 
couleurs permettent de suivre le devenir des cellules au cours du développement : 
jaune=péricycle; rouge=rhizoderme; bleu ciel=cortex; vert=endoderme; violet=tissus 
vasculaires; bleu=initiales du cortex/endoderme; orange=coiffe. D’après Malamy et Benfey 
(1997). 
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vers une différenciation en xylème (Scheres et al., 1995). Le gène WOL est donc essentiel 

dans un premier temps pour la division cellulaire des initiales des tissus vasculaires, mais 

aussi dans un second temps pour la détermination des caractères du phloème. 

 

2.3 Formation des racines latérales 

 

 Durant toute la vie de la plante, de nombreuses racines latérales sont formées à partir 

de la racine principale. Ces racines latérales présentent elles-mêmes des ramifications. Le 

nombre et la position de ces racines latérales déterminent l’a rchitecture du système racinaire. 

Contrairement à la majeure partie des organes, les racines latérales sont entièrement formées 

de manière post-embryonnaire à partir d’un petit nombre de cellules différenciées.  

Chez la majeure partie des espèces végétales, les racines latérales se forment à partir de 

cellules du péricycle adjacentes aux pôles de xylème primaire. Cependant chez Daucus carota 

ou Zea mays, les racines latérales se forment à partir de cellules du péricycle situées face aux 

pôles de phloème primaire (Casero et al., 1995). Par contre, chez toutes les espèces, la 

formation d’une racine latérale débute toujours par une division asymétrique de deux cellules 

de péricycle d’une même file cellulaire (Casimiro et al., 2003). Des cellules situées sur les 

files adjacentes à cette file vont aussi subir une série de divisions asymétriques. Puis les 

petites cellules ainsi formées vont toutes subir une division péricline permettant de former une 

deuxième rangée de cellules du péricycle, constituant ainsi le début du primordium de la 

future racine latérale. Des divisions symétriques et asymétriques nombreuses vont ensuite 

permettre la croissance du primordium jusqu’à l’émergence de la racine latérale. Chez A. 

thaliana la formation des racines latérales a été divisée en sept stades successifs avant 

l’émergence (Malamy et Benfey, 1997). L’initiation d’une racine latérale démarre avec des 

divisions perpendiculaires à l’axe apico -basal aboutissant à la formation de huit à 10 petites 

cellules du péricycle qui présentent une élongation radiale (figure 7A). Ces cellules subissent 

ensuite une série de trois divisions périclines qui permet de former un dôme composé de 

quatre rangées de cellules (figure 7 A-D). La cellule centrale des deux files les plus externes 

subit alors une division anticline pour former  quatre cellules cubiques. Puis les cellules 

adjacentes à ces dernières subissent une division péricline pour former une cinquième file 

cellulaire (figure 7E et 7F). Par la suite les cellules de ces cinq files subissent une série de 

divisions périclines et anticlines plus complexes pour former un primordium de racine latérale 

dont l’organisation ressemble à celle d’un apex d’une racine mature (figure 7 G -I). A partir de 

ce stade, les cellules initiales constituant le méristème de la racine latérale sont présentes. 
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L’émergence de la racine latérale ne passe pas par la division des cellules initiales, mais par 

une élongation cellulaire des cellules du primordium. Le méristème racinaire ne devient actif 

qu’après l’émergence de la racine latérale (Malamy et Benfey, 1997). 

 De nombreux travaux récents ont montré l’implication de facteurs endogènes et 

exogènes régulant la formation des racines latérales. Parmi ces facteurs, le plus étudié est sans 

doute l’auxine. Chez A. thaliana, l’étude des mutants de la formation des racines latérales met 

en évidence majoritairement des problèmes liés aux auxines (Casimiro et al., 2003). Casimiro 

et al. (2001) ont traité des plantules d’ A. thaliana avec un inhibiteur du transport d’auxines, 

l’ acide N-1-naphthylphtalamique (NPA). Le NPA réduit le transport basipète des auxines de 

l’apex racinaire vers les parties les plus âgées de la racine, entraînant une baisse considérable 

de la quantité d’auxine dans les tissus âgés de la racine. Ils ont pu ainsi observer que l’ajout de 

fortes concentrations de NPA bloque l’initiation des racines latérales en empêchant la 

première division transversale des cellules du péricycle. Le transport basipète de l’auxine est 

donc essentiel à l’initiation des racines l atérales. Reed et al. (1998) ont montré quant à eux 

que l’inhibition du transport acropète des auxines (des feuilles vers les racines) entraînait une 

diminution significative du nombre d’émergences de racines latérales. Ils en ont donc conclu 

que le transport acropète des auxines était essentiel à l’émergence des racines latérales. Les 

transports basipète et acropète des auxines agiraient donc indépendamment, et 

respectivement, au niveau de l’initiation des racines latérales et au niveau de l’émergence. Les  

auxines sont en fait essentielles à différents moments du développement des racines latérales. 

De très jeunes primordiums de racines latérales qui ont été excisés sont capables de continuer 

leur développement en présence d’acide indole -3-acétique (AIA ; Dubrovsky et al., 2001). Par 

contre, lors des phases plus tardives du développement, les primordiums deviennent 

indépendants des auxines exogènes, montrant ainsi qu’ils doivent contenir des cellules jouant 

le rôle de sources d’auxines (Casimiro et al., 2003). 

La protéine AUX1 est un transporteur d’auxine. Elle est située dans les cellules du 

protophloème de la racine au niveau de la face basale de la membrane plasmique, où elle 

faciliterait le transport acropète des auxines. Des plantules d’ A. thaliana ne possédant pas la 

protéine AUX1, n’accumulent pas l’AIA au niveau de l’apex racinaire (Swarup et al., 2001). 

Elle présentent aussi une diminution de 50 % du nombre d’initiation de racines latérales 

(Marchant et al., 2002). Le transport acropète des auxines vers l’apex racinaire semble donc 

essentiel à la formation des racines latérales. De, plus Bhalerao et al. (2002) ont montré 

l’existence d’une accumulation brutale de la quantité d’auxines dans les racines lors de 

l’émergence de racines latérales. La décapit ation des tissus aériens bloque cette accumulation 
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ainsi que l’émergence des racines latérales. La formation des racines latérales semble ainsi 

dépendante de la synthèse d’auxines au niveau des parties aériennes de la plante.  

D’autres travaux ont montré l’ importance des nutriments sur la formation des racines 

latérales. Par exemple, chez A. thaliana, l’étude de la nutrition azotée a montré trois effets 

différents de cette nutrition sur la formation des racines latérales, qui semblent agir à des 

stades différents. Un rapport élevé carbone/azote inhibe l’initiation des racines latérales en 

bloquant le transport de l’auxine depuis les parties aériennes vers les racines (Malamy et 

Ryan, 2001). D’un autre côté, des quantités trop importantes de nitrate inhibent l a formation 

des racines latérales en agissant juste après l’émergence lorsque le méristème devient actif 

(Signora et al., 2001). En fait, les plantules qui poussent sur un milieu très riche en nitrate 

présentent un nombre de racines latérales identiques aux plantules qui poussent sur un milieu 

à faible teneur en nitrate. Cependant, ces racines latérales montrent un défaut d’allongement 

(Zhang et Forde, 1999). Enfin, l’application locale de nitrate au niveau de racines entraîne une 

accélération de la croissance des racines latérales dans les zones traitées, mais n’a aucun effet 

sur le nombre de racines latérales formées (Zhang et Forde, 2000). 

L’acide abscissique (ABA) joue, quant à lui, un très grand rôle dans l’inhibition de la 

formation des racines latérales par le biais de fortes doses de nitrates (Signora et al., 2001). En 

effet, l’application de quantités importantes d’ABA exogène stimule l’effet inhibiteur d’une 

forte concentration en nitrates (De Smet et al., 2003). L’ABA est aussi connu pour inhiber l a 

germination des graines. Cependant, l’inhibition de la formation des racines latérales est dix 

fois plus sensible à l’ABA que ne l’est l’inhibition de la germination. De plus, des mutants 

devenus insensibles à l’action de l’ABA en ce qui concerne la germ ination, ne le sont pas 

pour ce qui est de l’inhibition de la formation des racines latérales (De Smet et al., 2003). 

Enfin, des études morphologiques ont montré que l’ABA inhibait la formation des racines 

latérales en agissant entre les stades III et V du développement du primordium de la racine 

latérale (Casimiro et al. , 2003). 

 

2.4 Mécanismes morphologiques et physiologiques de la tubérisation 

 

 Une jeune racine principale, non tubérisée, possède encore la fonction d’organe -

source. Elle est toujours le lieu d’absorption des éléments minéraux du sol ainsi que celui de 

la synthèse d’hormones (cytokinines, gibbérellines, ABA). La tubérisation est le mécanisme 

qui permet une croissance radiale importante de la racine principale, appelée racine pivot. 

Cette tubérisation est initiée par une forte activité des méristèmes secondaires : cambium 
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libero-ligneux et cambium subéro-phellodermique. La première assise engendre 

respectivement, le xylème secondaire vers l’intérieur (ou bois) et le phloème secondaire vers 

l’extérieur (ou liber). La seconde donne naissance au phelloderme (vers l’intérieur) et au 

suber (vers l’extérieur). Cette croissance radiale est souvent accompagnée d’une réorientation 

métabolique permettant à la racine tubérisée de devenir un organe-puits stockant des réserves 

sous forme de dérivés sucrés, comme chez la chicorée, la carotte, la betterave, le radis ou le 

dahlia par exemple. 

 

 2.4.1 Structure et fonction du cambium libero-ligneux 

 

 Le cambium libero-ligneux joue un très grand rôle dans la croissance en épaisseur des 

tiges et des racines des Angiospermes Dicotylédones et des Gymnospermes. Il constitue un 

méristème secondaire placé entre le xylème primaire et le phloème primaire. Il est engendré 

par les cellules du procambium. 

 Historiquement, le mot cambium a été employé pour la première fois par Grew en 

1682. Cependant, jusqu’à la moitié du 19 ième siècle, le cambium était présenté comme un 

liquide de nutrition situé entre le liber et le bois. De Mirbel (1828) a été le premier à avancer 

que le cambium n’était pas un liquide, mais un tissu dont la partie externe produisait le liber et 

dont la partie interne donnait naissance au bois. Cette analyse, pourtant vraie, fut contestée par 

de nombreux auteurs (pour review : Larson, 1994). Si maintenant l’organisation tissulaire du 

cambium libero-ligneux a été largement étudiée et démontrée, il existe toujours un point de 

divergence quant au nombre de files cellulaires composant ce cambium libero-ligneux. En 

1853, Hartig fait état d’un cambium libero -ligneux composé de deux couches de cellules dont 

la plus externe donne le liber et la plus interne le bois. A l’opposé, Raatz (1892) a considéré le 

cambium comme étant composé de plusieurs couches de cellules. En fait, depuis les travaux 

de Sanio (1873) sur le pin sylvestre, le cambium est généralement présenté comme une 

monocouche cellulaire. Les cellules du cambium se divisent pour donner, d’une part une 

cellule mère du bois ou du liber et  d’autre part, une cellule gardant les caractéristiques des 

cellules cambiales. Les cellules mères du bois et du liber peuvent ensuite se diviser plusieurs 

fois avant que n’ait lieu la différenciation centripète du xylème secondaire et centrifuge du 

phloème secondaire (figure 8). A l’heure actuelle, la difficulté rencontrée q uant à la 

détermination de la différence entre les cellules mères et les cellules cambiales amène les 

auteurs à parler de zone cambiale comprenant les cellules du cambium, ainsi que les cellules 
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mères du bois et du liber. Chaffey et al. (1997) ont montré que les cambiums vasculaires 

observés dans les tiges et les racines étaient complètement similaires. 

 Le cambium libero-ligneux est composé de deux types de cellules. Les initiales 

courtes, appelées aussi initiales des rayons, produisent les rayons libéroligneux. Les initiales 

fusiformes produisent vers l’intérieur les éléments du bois (vaisseaux, parenchyme xylémien 

et fibres chez les Angiospermes Dicotylédones et trachéides chez les Gymnospermes) et vers 

l’extérieur les éléments du liber (tubes criblés,  cellules compagnes et parenchyme phloémien) 

(Lachaud et al., 1999). Le rapport entre le nombre de cellules fusiformes et le nombre de 

cellules initiales des rayons varie en fonction de l’âge du cambium, mais aussi en fonction de 

l’espèce étudiée. Ce rappo rt peut varier de 25% chez certaines espèces tropicales à 100% chez 

le bougainvillier. L’absence complète d’initiales de rayons est assez surprenante, car ces 

rayons jouent un grand rôle dans le transport horizontal de la sève entre le bois et le liber 

(Lachaud et al., 1999). Le rapport entre les deux types cellulaires peut être modifié d’une part, 

par des divisions périclines des cellules allongées fusiformes pour donner deux cellules 

initiales des rayons et d’autre part, par l’élongation d’une cellule ini tiale des rayons pour 

donner une cellule fusiforme. 

La forme et la taille des noyaux des cellules initiales des rayons et des cellules 

fusiformes sont différentes. Les cellules initiales des rayons présentent des noyaux ronds avec 

un ou deux nucléoles, alors que les cellules fusiformes possèdent des noyaux ovoïdes et 

allongés avec de nombreux nucléoles alignés. Ces derniers noyaux grossissent avec l’âge de 

la plante (Lachaud et al., 1999). 

 

 2.4.2 Régulation de l’activité du cambium libero-ligneux 

 

 Différentes expériences de décapitation des bourgeons ou des feuilles, d’application 

d’inhibiteurs du transport ou de la synthèse des hormones ainsi que de mesure des quantités 

d’hormones ont permis d’avancer dans la compréhension des mécanismes de régulation de 

l’activité du cambium libero -ligneux. Il est acquis maintenant que l’acide indole -3-acétique 

(AIA) joue un rôle central dans cette régulation. Cette hormone est essentielle à l’initiation du 

procambium, à la division des cellules cambiales ainsi qu’à la fo rmation de la paroi primaire 

pecto-cellulosique (Aloni, 1995 ; Little et Pharris, 1995). L’AIA permet aussi d’éviter les 

divisions transversales des cellules fusiformes donnant naissance aux cellules des rayons (Cui 

et al, 1996). De plus, la comparaison des quantités d’AIA dans les tissus montre un pic dans 

les cellules cambiales (Uggla et al, 1998). Enfin, l’action de l’AIA sur l’activité du cambium 
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libero-ligneux a été stimulée par l’ajout de gibbérellines (Wang et al., 1997), de cytokinines 

(Moritz et Sundberg, 1996) et d’éthylène (Eklund and Little, 1996). Par contre l’acide 

abscissique inhibe cette action (Little et Pharris, 1995). 

 Contrairement aux actions des hormones végétales, assez largement étudiées, peu de 

gènes spécifiques de l’activité cambial e, ont été isolés et caractérisés. Les gènes homéobox 

(HB; contenant une courte séquence d'ADN retrouvée dans des gènes ayant en commun la 

propriété de moduler l'activité d'autres ensembles de gènes au cours du développement 

embryonnaire) codant pour un homéodomaine (HD) semblent jouer un grand rôle dans les 

processus du développement, dans le devenir cellulaire et dans la différenciation cellulaire. 

Des gènes HB ont été isolés à partir de la région cambiale d’un hybride de peuplier ( Populus 

tremula x P. tremuloides Michx.). Ils font partie d’une nouvelle classe de gènes, appelée 

PALE, jamais décrite auparavant dans aucun système (Hertzberg et Olsson, 1998). 

L’expression de deux membres de cette classe ( PttHB1 et PttHB2) a été étudiée en détail. Le 

gène PttHB1 s’exprime juste au début de la formation de la paroi secondaire des vaisseaux de 

xylème, alors que le gène PttHB2 s’exprime dans le phloème en différenciation, le cambium 

libero-ligneux et le xylème en différenciation. Un autre gène HB a été étudié chez 

Arabidopsis. Le gène AtHB8 est exprimé de manière préférentielle dans les cellules du 

procambium, indiquant ainsi son rôle dans l’activité de ces cellules et dans le développement 

du système vasculaire (Baima et al, 2001). Des A. thaliana et des tabacs surexprimant ce gène 

ont été étudiés et montrent que, chez A. thaliana, le diamètre des vaisseaux de xylème était 

plus important chez le mutant, et que chez le tabac, le nombre de cellules du xylème 

secondaire par file radiale de cellules est plus grand chez le mutant. Ces observations 

montrent que le gène AtHB8 intervient au niveau de la différenciation des cellules-filles du 

cambium libero-ligneux en xylème secondaire (Baima et al., 2001). 

 Sterky et al. (1998) ont réalisé, sur deux hybrides de peuplier, deux banques d’ESTs 

(expressed sequence tag) issues de tiges et construites, l’une à partir d’une région cambiale 

(cambium libero-ligneux, xylème secondaire en développement et  phloème secondaire) et, 

l’autre à partir du xylème en développement. Ils ont pu en déduire la présence dans ces 

banques de 820 séquences codant des protéines connues. Ces protéines ont été classées en 12 

groupes différents (protéines de liaison à l’ADN, hormones, synthèse protéique, protéines 

modifiées, synthèse de nucléotides, parois cellulaires, stress, cytoskelette, cycle cellulaire, 

protéines de signal, métabolismes et autres protéines). Ils ont pu observer que la plus grande 

différence entre les deux banques était la présence deux fois plus importante de gènes 

responsables de la formation des parois végétales dans la banque de xylème en 
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développement. Les cellules du xylème secondaire en cours de différenciation ont ainsi besoin 

de la production de protéines impliquées dans la synthèse de lignine qui est le composé le plus 

abondant des parois de ces cellules. 

Les gènes marqueurs du cycle cellulaire sont aussi de bons moyens d’étude de la 

régulation de l’activité du cambium libero -ligneux, mais à l’heure actuelle peu de travaux 

relatent de l’expression de ces gènes lors de la divisio n des cellules cambiales. Il est à noter 

que des gènes tels que des CDKs (cyclin dependant kinases), des cyclines mitotiques ou des 

ubiquitine-like ont été isolés dans des banques ESTs de la région cambiale du peuplier (Sterky 

et al., 1998). 

 

 2.4.3 Réorientation métabolique au cours de la tubérisation 

 

 La tubérisation est souvent couplée à une réorientation métabolique. Ce dernier aspect 

a été étudié chez quelques plantes comme Daucus carota, Taraxacum officinale et Cichorium 

intybus. Chez D. carota, les concentrations en glucose et en saccharose sont deux à trois fois 

plus importantes dans les cellules situées à proximité du cambium libero-ligneux que dans la 

moëlle ou le périderme (ensemble suber, cambium subéro-phellodermique et phelloderme ; 

Korolev et al., 2000). Les plus fortes concentrations en sucres ont été mises en évidence dans 

les cellules des parenchymes xylémien et phloémien secondaires, qui sont des parenchymes 

de réserve. En même temps, les concentrations en ions tels que le potassium, sont plus 

importantes dans la moelle et dans le périderme. Les cellules du cambium libero-ligneux 

présentent quant à elles, des faibles concentrations aussi bien en sucres qu’en ions. Des 

plantes de la famille des Astéracées, telles que T. officinale ou C. intybus, stockent des dérivés 

sucrés sous forme de polymères de fructosanes. L’enzyme clef de la synthèse de ces dérivés 

est la saccharose:saccharose 1-fructosyltransférase (1-SST). Van den Ende et al. (2000) ont 

montré que chez T. officinale, l’expression de la 1-SST était importante dans les racines et 

faible dans les feuilles. Au cours de la tubérisation de la racine, le taux d’ARNm 1 -SST ainsi 

que l’activité de l’enzyme sont plus forts dans le phloème secondaire résultant en une plus 

grande quantité de fructosanes dans ce tissu. Ces dérivés sucrés sont stockés 

préférentiellement dans les cellules du parenchyme phloémien secondaire. Chez C.intybus, 

une augmentation des activités de la 1-SST et de la fructosane:fructosane 1-fructosyl 

transférase (1-FFT) se produit dans les racines lors de la mise en place des tissus secondaires, 

entraînant du même fait une synthèse accrue de l’inuline dans ces tissus (Druart et al., 2001). 

Dans le même temps, l’activité d’une des enzymes responsables de l’assimilation du nitrat e, la 
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nitrate réductase, diminue fortement dans la racine lorsque la plante débute son processus de 

tubérisation (Druart et al., 2000). 

 

III) Le cycle cellulaire des plantes supérieures 

 

 Depuis les travaux sur le pois (Howard et Pelc, 1953), le cycle cellulaire a pu être 

défini par quatre phases successives appelées G1, S, G2 et M (figure 9). La division d’une 

cellule passe par les phases de réplication de l’ADN (phase S), de division nucléaire et 

cytodiérèse (mitose ou phase M), intercalées avec les phases G1 et G2 (G pour «GAP» : 

intervalle) pendant lesquelles la cellule croît et prépare sa division. 

 La progression du cycle cellulaire est régulée au niveau de deux points : 

- Le premier, situé au niveau de la transition G1/S, est connu sous le nom de point 

de restriction (R) chez les mammifères ou de START chez les levures. A ce 

niveau, la cellule décide de continuer sa progression dans le cycle cellulaire ou 

d’en sortir afin de se différencier.  

- Le second point de régulation apparaît lors de la transition G2/M et permet à la 

cellule de contrôler si elle est capable ou non de se diviser : la réplication de 

l’ADN doit être achevée afin qu’il puisse être réparti dans les deux cellules -filles. 

Les événements qui se produisent à ce niveau définissent la transition G2/M. 

Au cours de l’évolution, les mécanismes principaux de contrôle du cycle cellulaire ont 

été fortement conservés chez tous les eucaryotes. La progression à travers le cycle est contrôlé 

par des hétérodimères Ser/Thr protéines kinases. Ces dimères sont composés d’une sous -unité 

catalytique, la kinase dépendante des cyclines ou CDK (cyclin-dependent kinase), et d’une 

sous-unité régulatrice, la cycline. Si la plupart des protéines contrôlant le cycle cellulaire a été 

découverte chez les levures ou les animaux, elles ont été aussi retrouvées chez les plantes 

(Mironov et al., 1999). 

 

1. Facteurs moléculaires contrôlant la division cellulaire 

 

 1.1 Les kinases dépendantes des cyclines ou CDKs 

 

 L’étude de la séquence génomique complète d’ A. thaliana a permis de mettre en 

évidence l’existence de 12 gènes codant des CDKs. Ils ont été classés en dix grands groupes 

(A1, B1, B2, C1, C2, D1, D2, D3, E1, F1) sur la base de leurs séquences protéiques  
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Figure 9 : Représentation schématique du cycle cellulaire chez les plantes 
supérieures. Les cellules en division passent par les phases successives G1, 
S=duplication de l’ADN, G2 et M=mitose. Les cellules peuvent sor tir du cycle 
cellulaire aussi bien lors de la transition G1/S pour passer en phase G0, et lors de la 
transition G2/M, afin de subir des événements de différenciation/dédifférenciation.
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(Vandepoele et al., 2002; figure 10). Des kinases homologues ont été isolées chez d’autres 

espèces (Medicago sativa, Nicotiana tabacum, Glycine max, Zea mays,…). Les CDKs les plus 

étudiées sont les CDKs de type A. Ces protéines présentent des homologies importantes avec 

les groupes de CDKs cdc2/CDC28 chez la levure et les CDK1 et CDK2 chez les animaux. 

Toutes ces protéines kinases possèdent un motif PSTAIRE, situé au niveau d’un domaine de 

16 acides aminés, dans la région de liaison aux cyclines. Parmi ces kinases, nous pouvons 

citer la cdc2a d’ A. thaliana (At;CDKA;1), les cdc2a et cdc2b de Medicago sativa 

(Ms;CDKA;1 et Ms;CDKA;2) ainsi que la cdc2a de Zea mays (Zm;CDKA;1). Ces kinases 

sont exprimées dans les cellules en division, mais aussi dans les cellules qui présentent la 

capacité à se diviser. Les activités les plus élevées de phosphorylation de l’histone H1 par ces 

kinases sont retrouvées lors des phases S, G2 et M du cycle cellulaire. Cependant, 

l’observation de l’accumulation des transcrits cdc2aAt montrent une expression complètement 

indépendante des phases du cycle cellulaire, ce qui est typique de la majorité des CDKs de 

type A (Mironov et al., 1999). Cette expression constante est de plus suivie par une quantité 

constante en protéines au cours du cycle cellulaire. La régulation de l’activité de cdc2aAt 

semble donc être de nature post-traductionnelle en réponse à des stimuli environnementaux. 

Les CDKs de type B sont divisées en deux sous-groupes, basés sur leurs séquences en 

acides aminés (Joubès et al., 2000). Elles possèdent au niveau de leur site de liaison aux 

cyclines des motifs différents. Par exemple, la kinase CDKB1;1 d’A. thaliana présente un 

motif PPTALRE et fait partie du premier sous-groupe, alors que la kinase CDKB2;1 de M. 

sativa présente un motif PPTTLRE et fait partie du deuxième sous-groupe. Ces kinases ne 

possèdent pas d’homologies de séquences avec les cdc2/CDC28 de levure. Leur expression 

n’a été mise en évidence que dans les cellules en division. Elles sont les seules à être 

fortement régulées de manière transcriptionnelle (Sorrell et al., 2001). Les transcrits de ces 

kinases s’accumulent préférentiellement entre les phases S et G2 et entre les phases G2 et M. 

Les quantités de protéines n’ont été étudiées que chez Medicago sativa. Ces quantités varient 

au cours du cycle cellulaire et sont maximales au moment de la phase M. Cette accumulation 

de protéines est aisément corrélée à une activité élevée de phoshorylation in vitro de l’histone 

H1 au cours de la transition G2/M (Magyar et al., 1997).  

Les CDKs de type C possèdent des motifs PITAIRE ou SPTAIRE. Chez A. thaliana, 

deux CDKs de types C, les CDKC;1 et CDKC;2 ont été étudiées (Barrôco et al., 2003). Des 

techniques de double hybrides ont montré que ces CDKs n’interagissent pas avec des cyclines 

G1 ou mitotiques. A ce titre, elles ne joueraient donc pas de rôle dans le contrôle du cycle 

cellulaire dans les cellules mitotiquement actives. Dans les racines, les transcrits CDKs C ont  
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Figure 10 : Arbre phylogénétique des kinases dépendantes des cyclines de classe A, B, 
C, D, E et F de quelques espèces végétales. Arath: A. thaliana; Lyces: Lycopsersicon 
esculentum; Medsa: Medicago sativa; Orysa: Oryza sativa. D’après Vandepoele et al., 
2002 
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été retrouvés au niveau de l’endoderme (tissu hautement différencié), ce qui semble montrer 

une implication de ces CDKs dans des cellules totalement différenciées. Ces CDKs présentent 

des homologies avec la CDK9 des animaux. Elles interagissent avec des protéines 

homologues aux cyclines T et cyclines K des animaux. Chez les animaux, les complexes 

CDK9/CycT sont responsables de la machinerie de transcription. Les CDKs C d’ A. thaliana 

feraient donc partie d’un complexe jouant un rôle probable lors de la régulation de la 

transcription au niveau des cellules différenciées. 

 Les CDKs de type D représentent les CAK (CDKs activating kinase). Chez le riz, un 

gène codant une CAK a été isolé (Umeda et al., 1998), et nommé CDKD;1. Basée sur des 

homologies de séquences avec la CDKD;1 du riz, l’étude du génome d’ A. thaliana a mis en 

évidence trois gènes, CDKD;1, CDKD;2 et CDKD;3, codant pour une classe de CAKs 

(Vandepoele et al., 2002). 

 Il existe enfin deux autres classes de CDKs, les CDK E et CDK F. Deux gènes de 

CDK E ont été identifiés, l’un chez M. sativa (CDKE;1), l’autre chez A. thaliana (CDKE;1, 

d’après des homologies de séqu ences avec la CDKE;1 de M.sativa). La CDKE;1 de M. sativa 

possède des homologies de séquence avec la CDK8 humaine qui intervient dans la régulation 

de l’ARN polymérase II (Joubès et al., 2000). Enfin, un membre de la classe des CDKs F a 

été retrouvé chez A. thaliana. La CDKF;1 est en fait la CAK1At. Cette CAK a été classée 

indépendamment des CDKs de type D, du fait de sa différence de séquence par rapport aux 

CDKs D d’ A. thaliana (Vandepoele et al., 2002). 

 

 1.2 Les cyclines, sous-unités régulatrices des complexes CDK/Cycline 

 

 Dans tous les systèmes eucaryotes, les cyclines sont assez fortement conservées. C’est 

grâce à ces homologies importantes que ces protéines ont été caractérisées de manière étendue 

chez les plantes. Les cyclines sont essentielles pour l’activation des CDKs et sont donc à ce 

titre la première cible de régulation lors des événements qui impliquent les gènes responsables 

du contrôle du cycle cellulaire. 

 Chez les levures et les mammifères, de nombreuses cyclines ont été isolées et séparées 

en deux groupes en se basant sur des similitudes de séquence et de fonction (Pines, 1996). Les 

premières, les cyclines de type G1, jouent un rôle élémentaire durant la phase G1 et lors de la 

transition G1/S (Stern et Nurse, 1996). Les secondes, les cyclines mitotiques, sont essentielles 

pour la progression en phase G2 et l’entrée en phase M.  
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Figure 11 : Arbre phylogénétique des groupes A, B, D et H de cyclines végétales. Arath: A. 
thaliana; Nicta: Nicotiana tabacum; Orysa: Oryza sativa; Poptr: Populus tremula X Populus 
tremuloides. D’après Vandepoele et al., 2002. 

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


Chez les végétaux, de nombreux ADNc codant des cyclines putatives ont été isolés et 

caractérisés chez plusieurs espèces (Renaudin et al., 1996). Toutes ces cyclines possèdent une 

séquence d’acides aminés hautement conservée d’une cycline à l’autre et d’un individu à 

l’autre. Cette séquence correspond au site de liaison à une CDK et est appelée «  boîte 

cycline ». L’analyse de la séquence peptidique déduite au niveau de cette boîte ainsi que 

l’étude exhaustive du génome complet d’ A. thaliana ont permis d’identifier 30 gènes de 

cyclines regroupés en 14 classes : A1, A2, A3, B1, B2, B3, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7 et H 

(Vandepoele et al., 2002; figure 11). Plus récemment, des travaux de Barrôco et al. (2003), 

évoquent la présence chez A. thaliana d’une cycline de type T qui présente des homologies de 

séquences avec les cyclines T animales. Ces cyclines font partie d’un complexe essentiel à la 

régulation de la transcription. 

 

 1.2.1 Les cyclines de type D 

 

 Les cyclines de type D sont connues pour jouer un grand rôle dans la régulation du 

cycle cellulaire en réponse à des stimuli extérieurs. Ces cyclines ont été isolées et classées en 

fonction de leur capacité à restaurer le cycle cellulaire dans des mutants de levures présentant 

un défaut dans l’activité des cyclines de type G1. Chez A. thaliana, sept groupes de cyclines 

D (CycD1, CycD2, CycD3, CycD4, CycD5, CycD6 et CycD7) ont ainsi pu être mis en 

évidence (Vandepoele et al., 2002). Seules les cyclines D1, D2, D3 et D4 ont été caractérisées 

expérimentalement. L’homologie de séquences entre ces cyclines et leurs homologues chez 

les animaux et levures reste très faible, comprise entre 9 et 14%. Cependant, elles possèdent 

comme chez les animaux, un motif de liaison LxCxE (ou x est un acide aminé quelconque ; 

L=leucine, C=cystéine, E=acide glutamique) à la protéine du rétinoblastome (Rb), à 

l’exception, chez A. thaliana, de CycD4;2 et CycD6;1 qui n’ont aucun domaine de liaison et  

de CycD5;1 qui présente un domaine FxCxE (Vandepoele et al., 2002). Chez les animaux, la 

phosphorylation de la protéine Rb par le complexe CycD/CDK est requis pour la sortie de la 

phase G1 et la progression en phase S. Dans le groupe CycD1, la leucine du motif LxCxE est 

toujours précédée par un résidu acide, ce qui n’est pas le cas dans les groupes CycD2 et 

CycD3. Ces différences suggèrent l’existence de multiples protéines du rétinoblastome chez 

les plantes, reconnues par les cyclines D de différents groupes. 

 De nombreux mécanismes de contrôle transcriptionels et post-traductionels de 

l’activité de ces cyclines ont été décrits chez les végétaux. Le saccharose semble contrôler 

l’activité des cyclines de type D (Riou -Khamlichi et al., 2000). Les cyclines du groupe D3 
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semblent jouer un rôle important dans la régulation du cycle cellulaire via les hormones 

végétales. En effet, la transcription du gène cycD3,1 est régulée par les cytokinines (Riou-

Khamlichi et al, 1999), ainsi que par les brassinostéroïdes (Hu et al., 2000).  

 

 1.2.2 Les cyclines mitotiques de type A et de type B 

 

 Les cyclines des classes A et B de plantes possèdent une organisation structurale 

définie chez les cyclines A et B des autres eucaryotes (Renaudin et al., 1996). Elles présentent 

toutes une boîte cycline très conservée. Une seule séquence située dans l’hélice H1 de cette 

boîte permet de séparer sans ambiguïté les cyclines de type A des cyclines de type B. En effet, 

les cyclines de type B possèdent à cet endroit un motif HxKF (H=Histidine, K=Lysine, 

F=Phénylalanine). Toutes les cyclines de type A possèdent une séquence peptidique 

conservée LVEVxEEY (L=leucine, V=valine, E=acide glutamique et Y=tryptophane), alors 

que les cyclines de type B présentent une séquence (H/Q)x5K/R/L)(F/L) (H=histidine, 

Q=glutamine, K=lysine, R=arginine, L=leucine et F=phénylalanine). Par ailleurs, chez les 

plantes, les cyclines de types A et B présentent une région variable d’environ 180 acides 

aminés situés dans le domaine N-terminal. Au niveau de cette région, il existe différents 

motifs conservés. Le premier, long de neuf acides aminés est décrit chez les animaux et les 

levures comme étant une « boîte de destruction », dont le premier résidu, une arginine, semble 

essentiel (Glotzer et al., 1991). On peut toutefois noter que chaque type de cyclines A ou B 

possède des séquences consensus différentes pour cette région, ce qui pourrait refléter 

l’existence de plusieurs systèmes de dégradation de ces cyclines. D’autres motifs ont pu être 

mis en évidence dans cette région variable. L’exemple le plus frappant est trouvé chez les 

cyclines de type B1. Elles possèdent une séquence conservée de six acides aminés (soulignés) 

au sein du motif TS(V/T)LTARSKAAC. 

Chez les mammifères, une seule cycline A et deux cyclines B ont été identifiées et 

sont suffisantes pour contrôler l’activité des CDKs entre les phases S et M. Chez les végétaux, 

plusieurs types de cyclines A ont été isolés et regroupés en trois sous-groupes : A1, A2 et A3 

(Vandepoele et al., 2002). Cependant même si ces cyclines ont été classées, leurs régulations 

et leurs modes d’action restent mal connus à l’heure actuelle. Des expériences d’hybridation 

in situ réalisées sur des cellules d’ A. thaliana arrêtées au niveau de la transition G1/S par 

l’hydroxyurée ou au ni veau de la métaphase par l’oryzaline, semblent montrer que les 

cyclines CycA2;1 et CycA2;2 seraient exprimées entre le début de la phase S et la fin de la 

phase G2 (Burssens et al., 2000). Dans des cellules BY2 de tabac contenant le gène 
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rapporteur uidA sous le contrôle du promoteur de At;cycA2;1, il est observé une augmentation 

des transcrits pendant la phase S et jusqu’à la fin de la phase G2 (Shaul et al., 1996). 

 Les cyclines de type B ont été classées en trois groupes B1, B2 et B3, en fonction de 

leurs homologies de séquences avec les cyclines B des animaux et des levures (Vandepoele et 

al., 2002). Des expériences de blocage du cycle cellulaire par des inhibiteurs, similaires à 

celles faites sur les cyclines de type A, ont montré que les cyclines de type B étaient 

exprimées de manière spécifique lors de la transition entre les phases G2 et M (Ferreira et al., 

1994, Hemerly et al., 1992). De plus, les différentes expériences réalisées chez A. thaliana et 

sur des cellules BY2 de tabac ont toutes corrélé l’ expression de cyclines de type B 

exclusivement avec des cellules en division. Cependant, récemment, Boucheron et al. (2002) 

ont mis en évidence un activité de la �-glucuronidase dans des plantes de tabacs contenant le 

gène uidA, sous le contrôle du promoteur de cycB1,1 d’ Arabidopsis thaliana, au niveau de 

cellules du phloème interne de tige qui ne subissent pas de divisions, mais qui pourraient 

avoir acquis la compétence à se diviser. 

La présence de plusieurs cyclines dans un même groupe pose la question de 

l’expression spécifique de ces cyclines dans un ou plusieurs tissus. Chez le lupin par exemple, 

quatre cyclines de type B1 (CycB1;1, CycB1;2, CycB1;3 et CycB1;4) ont été isolées à partir 

de banques d’ADNc issues de nodules en développement et de racines traitées par des 

phytohormones. L’expression de ces quatre membres a été étudiée dans les différents tissus 

lors de la formation des nodules racinaires. Même si les quatre cyclines sont exprimées durant 

la formation des nodules, les auteurs ont constaté que CycB1;3 et CycB1;4 étaient exprimées 

durant les phases précoces de la nodulation, alors que les transcrits CycB1;1 et CycB1;2 

étaient présents lors des événements tardifs. De plus, CycB1;1 et CycB1;4 sont exprimés dans 

les méristèmes racinaires, caulinaires et floraux (Jelenska et al., 2000). Les cyclines 

mitotiques d’un même type interviendraient de manière spécifique d’une part, en f onction de 

l’organe et d’autre part, en fonction du stade de développement étudié.  

 

2. La régulation du cycle cellulaire chez les plantes supérieures 

 

 2.1 L’entrée en G1 et la transition G1/S 

 

 Chez les animaux et les levures, le mécanisme général de contrôle de la transition 

G1/S est assez bien connu. Au niveau du point START chez les levures ou de Restriction chez 

les animaux, les cellules choisissent entre la poursuite du cycle cellulaire et la différenciation.  
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Figure 12 : Modèle de régulation de la transition G1/S chez les plantes. T160: phosphorylation de la 
thréonine 160. Les complexes CDK/cycline sont inactivés par la liaison à une protéine KRP. 
L’activation de ce complexe demande le décrochage de la protéine KRP ainsi que la phosphorylation 
du résidu T160 de la CDK par une CAK. Le complexe CDK/cycline actif phosphoryle la protéine du 
rétinoblastome, libérant ainsi le facteur de transcription E2F qui va activer les gènes requis pour le 
passage en phase S.
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En réponse à des stimuli environnementaux et par l’intermédiaire de facteurs de croissance, la 

transcription des gènes codant des cyclines D est mise en route. Ces cyclines s’associent avec 

des CDK4 ou des CDK6. Les complexes ainsi formés sont activés par phosphorylation par 

une kinase activatrice des CDKs (CAK) afin de phosphoryler une protéine du rétinoblastome 

(Rb). La phosphorylation de cette dernière a pour conséquence la libération du facteur de 

transcription E2F, lié à la protéine de dimérisation DP,  et donc l’activation de la transcript ion 

des gènes responsables du passage en phase S (figure 12).  

Chez les plantes, aucune CDK homologue aux CDKs 4 et 6 des animaux n’a été mise 

en évidence. Lors de la phase G1, seule la kinase CDKA;1, homologue de la CDK1 des 

animaux, est exprimée et est capable de se lier aux cyclines de type A2;1, D2;1 et D3;1 

(Healy et al., 2001; Roudier et al., 2000). De plus le complexe CDKA;1/CycD3;1 de tabac est 

capable in vitro de phosphoryler une protéine Rb-like de tabac (Nakagami et al., 1999). Les 

protéines Rb-like ont été caractérisées chez plusieurs espèces végétales telles que le maïs, le 

tabac, A. thaliana, le peuplier et Chenopodium rubrum. Mieux encore, la protéine Rb isolée 

chez le maïs (Zeama ;RB1) et la protéine Rb humaine sont capables de se lier in vitro à toutes 

les classes de cyclines D de plantes (Huntley et al., 1998). 

 L’activité des complexes CDK/CyclineD est inhibée par l’action de protéines 

inhibitrices des CDKs (ICK) ou KRP (Kip/Cip Related Protein). Chez Arabidopsis, sept 

gènes codant des KRPs, nommées KRP1 à KRP7, ont été isolés à partir de banques d’ADNc 

et caractérisés sur la base d’homologies de séquences avec des protéines p27 KIP2 (De Veylder 

et al., 2001). Des études d’interaction entre ces KRPs et des protéines contrôlant le cycle 

cellulaire ont été réalisées en utilisant la technique du double hybride (Zhou et al., 2002; De 

Veylder et al., 2001). Les auteurs ont constitué deux groupes de KRPs (A et B) en fonction de 

leur liaison avec la CDKA;1. Les KRPs 1, 2, 6 et 7 se lient à la CDKA;1 et à trois types de 

Cyclines D (CycD1, CycD2 et CycD3), alors que les KRPs 4 et 5 ne se lient pas à la 

CDKA;1. A l’opposé, aucune KRP ne se lie à cycB1;1. Ces résultats montrent que les KRPs 

permettent de réguler l’activité des CDKs lors de la transition G 1/S et n’agiraient pas lors de 

la transition G2/M (De Veylder et al., 2001). 

 Afin d’entraîner l’expression de gènes essentiels pour le passage en phase S, le facteur 

de transcription E2F se lie à l’ADN en formant un hétérodimère avec une protéine de 

dimérisation DP. La protéine Rb peut se lier à ce complexe afin de l’inhiber. Huntley et al. 

(1998) ont montré que la protéine Rb-like de maïs était capable de se lier aux facteurs de 

transcription E2F humain et de drosophile et de les inactiver. Des protéines présentant des 

homologies avec le facteur de transcription E2F ont été isolées chez plusieurs plantes comme 
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le tabac, la carotte ou A. thaliana. Ces travaux ont tendance à montrer l’existence probable 

d’un complexe E2F -DP chez les plantes, fonctionnant certainement selon un mécanisme 

similaire à celui des animaux. 

 

 2.2 La transition G2/M 

 

 Pour terminer le cycle cellulaire, lorsque la cellule est passée par la phase S, elle doit 

encore subir la mitose ou phase M. Pour permettre la transition G2/M, l’associ ation entre une 

CDK et une cycline mitotique n’est pas suffisante. Ce complexe doit aussi subir, pour être 

activé, des événements de phosphorylation et de déphosphorylation (figure 13). 

Les complexes CDK/cyclines qui régulent la transition G2/M sont inactivés par 

phosphorylation de la CDK au niveau des sites thréonine 14 et tyrosine 15. Cette 

phosphorylation est réalisée par une kinase WEE1. L’analyse complète du génome d’ A. 

thaliana montre la présence d’un gène  homologue WEE1 (Vandepoele et al., 2002). Dans le 

même temps, ce gène a été isolé et caractérisé en utilisant une technique de RT-PCR (Sorrell 

et al., 2002). Il présente des homologies de séquences avec des gènes WEE1 animaux. La 

surexpression de ce gène dans des levures Saccharomyces pombe bloque la division cellulaire 

et entraîne la formation de cellules plus grandes. La protéine WEE1 d’ A. thaliana serait donc 

bien essentielle à la division cellulaire. Un gène homologue avait précédemment été isolé à 

partir de l’endosperme de maïs (Sun et al., 1999a). Il présente, dans le domaine kinase, 65 % 

d’identité avec le gène WEE1 d’ A. thaliana. La surexpression de ce gène dans les levures 

entraîne les mêmes phénotypes qu’avec le gène WEE1 d’ A. thaliana. L’endosperme de maïs 

est caractérisé par un niveau important d’endoréplication, consistant en une duplication de 

l’ADN (phase S du cycle cellulaire) sans qu’il y ait mitose (phase M). La protéine WEE1 de 

maïs est abondamment retrouvée dans les cellules en division et dans l’endosperme pendant la 

phase d’endoré plication. Elle pourrait donc être à ce titre un des éléments qui inhibe l’activité 

mitotique des CDKs. 

L’inactivation par phosphorylation des sites Thr14/Tyr15 se fait de manière similaire à 

la CDK2 humaine. Pour être activée, la CDK2 doit subir une déphosphorylation de ce site. 

Elle est réalisée par une phosphatase spécifique, la CDC25 (Russo et al., 1996). Elle doit être 

en même temps phosphorylée sur le site de la thréonine 160 par une CAK. Jusqu’à maintenant 

aucune protéine homologue de la phosphatase CDC25 n’a été isolée chez les plantes (Stals et 

Inzé, 2001). L’analyse du génome complet d’ A. thaliana n’a pas mis en évidence une 

séquence homologue à la CDC25 (Vandepoele et al., 2002). Cependant la CDC25 de  
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Figure 13 : Modèle de régulation de la transition G2/M chez les plantes. Les
complexes CDK/cyclines sont inactivés par la phosphorylation, réalisée par la kinase 
WEE1, des résidus T14 et Y15. L’activation de ces complexes néce ssite la 
déphosphorylation de ces résidus ainsi que la phosphorylation par une CAK du résidu 
T160. Les cyclines sont ensuite dégradées par le complexe APC.
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drosophile est capable d’augmenter in vitro l’activité de la CDKA;1 de M. sativa (Mészàros et 

al., 2000). Une phosphatase, non encore isolée à ce jour, pourrait être responsable de 

l’activation des complexes CDK/cycline lors de la transition G2/M. Par contre, la 

phosphorylation de la Thr 160 est réalisée par une kinase activatrice des CDKs (CAK). Chez 

les plantes, deux CAKs ont été isolées chez le riz et chez Arabidopsis et ont été nommées 

CDKD;1. La CDKD;1 du riz est capable de phosphoryler in vitro aussi bien la CDK2 

humaine et la CDKA;1 du riz. Elle est aussi capable, tout comme le complexe CDK7-CycH-

Mat1, de phosphoryler la partie C-terminale de nombreuses ARN polymérases II (Yamaguchi 

et al., 1998). De plus, elle est régulée par une cycline de type H, la cycline CycH;1 du riz 

(Yamaguchi et al., 2000). Elle pourrait donc jouer à ce titre non seulement un rôle dans la 

phosphorylation du résidu Thr160 des CDKs, mais aussi au niveau des mécanismes de 

transcription. L’analyse du génome complet d’ A. thaliana montre l’existence de trois gènes 

CDKD;1, CDKD;2 et CDKD;3, homologues à CDKD;1 du riz (Vandepoele et al., 2002). 

Chez A. thaliana, une autre classe de CAKs représentée par la cak1At, récemment renommée 

CDKF;1 (Vandepoele et al., 2002), a été mise en évidence (Umeda et al., 1998). D’après des 

analyses phylogénétiques, la CDKF;1 d’ A. thaliana  serait distincte de la CDK7 des 

métazoaires et pourrait donc représenter un nouveau type de CAK (Umeda et al., 1998). Cette 

CAK ne phosphoryle in vitro que la CDK2 humaine et pas le domaine carboxy-terminal des 

ARN polymérases II (Umeda et al., 1998). L’existence de deux types de CAKs semble 

montrer que ces kinases joueraient un rôle lors de phases différentes du cycle cellulaire ou 

seraient spécifiques d’un type de CDK (Stals et Inzé, 2001).  

  

3. Cycle cellulaire et développement 

 

 Contrairement aux animaux, tous les organes d’une plante adulte ne sont pas formés 

lors de l’embryogenèse. Seul l’axe apico -basal est formé dans l’embryon. A ce stade, 

l’activité mitotique importante des cellules des méristèmes caulina ires et racinaires permettent 

la croissance en longueur. Cependant, la plante va continuer à produire de nouveaux organes 

ou tissus tout au long de sa vie : feuilles, tiges, fleurs, racines latérales, tissus secondaires 

(bois et liber). Que ce soit lors de la croissance en longueur ou lors de la formation de 

nouveaux tissus ou organes, la plante a besoin de groupes de cellules mitotiquement actives. 

Au cours de sa vie, le contrôle du cycle cellulaire est donc un événement essentiel pour le 

développement correct de la plante. De nombreux gènes contrôlant le cycle cellulaire ont 
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donc fait l’objet d’études approfondies lors de différentes phases du développement. Quelques 

exemples relatant ces études seront donnés dans cette partie. 

Chez les plantes, les divisions cellulaires sont surtout concentrées au niveau des 

méristèmes. Le rôle essentiel joué par les divisions dans ces zones au cours du développement 

a été démontré grâce à l’obtention de mutants. Le mutant «  rootmeristemless » (rml1) présente 

des profils axiaux et radiaux normaux, mais il est incapable de garder une zone 

méristématique indifférenciée au sein de la racine. Cette mutation empêche la division 

cellulaire au niveau de l’apex racinaire. Les cellules de cette zone sont arrêtées en phase G1 

du cycle cellulaire (Vernoux et al., 2000). Le gène RML1 code la première enzyme de la voie 

de biosynthèse du glutathion. Les auteurs ont montré que la transition G1/S dans des cellules 

de tabac en suspension nécessitait la présence de glutathion. Ce dernier aurait donc un rôle 

important au sein du méristème racinaire pour l’initiation des divisions et le maintien des 

cellules du méristème racinaire à l’état indifférencié (Vernoux et al., 2000). 

De nombreux mutants de l’embryogenèse ont été isolés et étudiés chez A. thaliana. 

Cependant, dans ces mutants, aucun gène marqueur du cycle cellulaire (CDKs, cyclines, KRP, 

CAK ou WEE1) n’est directement touché. Afin d’étudier le rôle d’une CDK A durant 

l’embryogenèse, Hemerly et al. (2000) ont étudié les phénotypes de mutants dominants 

négatifs d’ A. thaliana contenant le gène cdc2a muté au niveau du résidu D147, remplacé par 

un résidu N147, inactivant ainsi l’activité kinasique, sous le contrôle du promoteur At2S2 

codant l’albumine 2S2. Le gène At2S2 s’exprime lors des phas es tardives (à partir du stade 

cœur) de l’embryogenèse dans tout l’embryon y compris au niveau des méristèmes. La 

construction 2S2-cdc2a.N147 permet donc l’étude de l’implication de cdc2a au cours des 

phases tardives de l’embryogenèse. La majeure partie de s lignées transgéniques obtenues 

présentent des anomalies du profil apico-basal. Pourtant au stade cœur de l’embryogenèse, les 

différents organes (racine, hypocotyle et cotylédons) ainsi que les principaux tissus 

(protoderme, cortex et tissus vaculaires) sont identifiables. L’élaboration du profil apico -basal 

au sein de l’embryon est hautement liée aux divisions cellulaires, indépendamment de la 

présence des différents tissus déjà observables à ce stade. 

La formation des feuilles se fait au niveau du méristème apical grâce aux cellules qui 

composent l’anneau initial. L’activité cyclique de ces cellules est donc essentielle à une mise 

en place correcte de l’appareil foliaire ainsi que des différents tissus de la feuille. Par 

exemple, la formation des cellules de garde des stomates est possible grâce à la division 

asymétrique de deux cellules d’épiderme adjacentes. Des plantes d’ A. thaliana transgéniques 

présentant une surexpression du gène codant la cycline D3 ont été étudiées. La cycline D3 
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répond aux phytohormones en particulier aux cytokinines. La surexpression de cycD3;1 d’ A. 

thaliana entraîne la formation de plantes anormales possédant des feuilles repliées le long de 

leur axe et une augmentation du nombre de cellules. L’épiderme est composé d’un grand 

nombre de cellules petites, non totalement différenciées. Ces mutants (surexprimant la 

cycD3;1) présentent aussi une désorganisation des méristèmes et une incapacité à former des 

parenchymes palissadiques et lacuneux distincts (Dewitte et al., 2003). A l’oppo sé, la 

surexpression du gène cycD2 dans des plants de tabac entraîne une augmentation du nombre 

de divisions ayant pour conséquence une croissance plus accrue de la plante, mais n’affectant 

pas sa morphologie (Cockcroft et al., 2000). La cycline D2 semble réguler la division 

cellulaire pour la mise en place des profils d’organisation des différents organes, alors que la 

cycline D3 semble pouvoir intervenir en aval afin de diriger les divisions cellulaires. La 

surexpression de KRP2 d’ A. thaliana entraîne un dérèglement du cycle cellulaire au sein des 

primordiums de feuilles, sans toutefois modifier l’équilibre division cellulaire/différenciation 

(De Veylder et al., 2001).  

Beeckman et al. (2001) ont étudié chez A. thaliana les stades du cycle cellulaire dans 

lesquels se trouvent les cellules du péricycle avant la formation des racines latérales. Les 

cellules du péricycle situées face aux pôles de protophloème sont bloquées au niveau de la 

phase G1 du cycle cellulaire. Dans les parties les plus âgées de la racine, lieu où sont 

initialisées les racines latérales, les cellules situées face aux pôles de protoxylème passent en 

phase G2. La réactivation cellulaire de ces cellules du péricycle  pourrait se faire grâce à un 

facteur radial provenant du protoxylème. 

Plusieurs gènes contrôlant le cycle cellulaire ont été étudiés au cours du 

développement racinaire. Des plants de tabac transgéniques exprimant le gène cdc25 de 

levure, présentent un nombre de primordiums de racines latérales anormalement élevé. Ces 

primordiums sont beaucoup plus petits que chez la plante sauvage et présentent une 

diminution de la taille des cellules en mitose (McKibbin et al., 1998). D’un autre côté, la 

surexpresion du gène de la cycline mitotique cycB1;1 sous le contrôle du promoteur 

constitutif de la kinase CDKA;1 d’ A. thaliana, conduit à l’augmentation de la vitesse de 

croissance des racines latérales ainsi que du nombre de cellules les composant sans toutefois 

modifier la taille des racines latérales (Doerner et al., 1996). De Veylder et al. (1999) ont 

réussi chez Arabidopsis, à montrer que l’expression de la cycline D4;1 était spécifiquement 

retrouvée dans les primordiums de racines latérales en réponse à des stimuli comme le 

saccharose, constituant ainsi un des éléments-clef de la formation des racines latérales. Enfin, 

la mise en évidence, par immunodétection, de l’accumulation chez le maïs de plusieurs 
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cyclines mitotiques durant la formation des racines latérales montre que ces dernières doivent 

avoir des rôles spécifiques lors de ce mécanisme du développement racinaire (Mews et al., 

2000). 

Des plantes d’ A. thaliana possédant le gène KRP2 sous le contrôle du promoteur fort 

35S et donc surexprimant KRP2, présentent une réduction de plus de 60% du nombre de 

primordiums de racines latérales. KRP2 semble donc jouer un rôle très important dans la 

régulation du cycle cellulaire au niveau des cellules du péricycle situées face aux pôles de 

xylème. KRP2 régulerait l’initiation des racines latérales en bloquant la transition G1/S. Des 

expériences de RT-PCR en présence et en absence d’auxines, montrent une régulation 

transcriptionnelle du gène krp2 par les auxines (Himanen et al., 2002). 

 

Ces quelques résultats montrent que, tout au long de la vie de la plante, la formation 

des nouveaux organes ou des nouveaux tissus est hautement régulée par une activité mitotique 

importante contrôlée par les gènes régulateurs du cycle cellulaire. L’étude de gènes marqueurs 

contrôlant ainsi le cycle cellulaire est donc un bon moyen pour comprendre les mécanismes 

de développement chez les plantes. Pour nos études, nous avons utilisé la chicorée de 

Bruxelles ou C. intybus, dont la racine est, pour l’agriculture régionale, l’organe le plus 

important. En effet, comme nous l’avons mentionné dans le premier paragraphe, la ra cine 

mature de C. intybus est une racine tubérisée, lieu de stockage de l’inuline. Des études, 

concernant la réorientation métabolique au cours de la tubérisation ont déjà été réalisées au 

laboratoire (Druart et al., 2000, 2001). Nous avons choisis pour ces travaux une approche 

différente afin d’étudier les phases du développement de la racine  : germination, croissance 

primaire, formation des racines latérales et mise en place et activité du cambium libero-

ligneux, par le biais de l’expression de gènes marq ueurs du cycle cellulaire. 
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Introduction 

 

 

 Dans ce premier chapitre, nous présentons les résultats concernant les événements du 

développement de la racine de chicorée qui précèdent la mise en place des tissus secondaires. 

Ils concernent le développement racinaire au cours de la germination, l’activité mitotique au 

sein apex racinaires ainsi que la formation des racines latérales. 

 Avant d’acquérir la fonction d’organe puits, stockant l’inuline, le système racinaire de 

la chicorée, comme celui de toutes les plantes supérieures, possède des fonctions biologiques 

importantes. Le système racinaire permet non seulement de fixer la plante au sol, mais aussi 

d’y absorber l’eau et les éléments minéraux essentiels à la croiss ance de la plante. Pour 

faciliter cette absorption, la surface de contact avec le sol est considérablement augmentée par 

la présence de poils absorbants et par la formation d’un réseau de racines latérales. Le 

système racinaire est aussi le lieu de synthèse de substances végétales importantes telles que 

les hormones (cytokinines, gibbérellines, acide abscissique) ou des substances 

allélopathiques.  

 Au sein des racines, les divisions cellulaires sont regroupées au sein de zones 

méristèmatiques primaires (méristèmes apicaux) et secondaires (primordiums de racines 

latérales, cambiums), formés à partir de cellules partiellement ou totalement différenciées. Le 

cycle cellulaire est composé de quatre phases successives : G1, S (duplication de l’ADN), G2 

et M (Mitose). La progression des cellules à travers le cycle cellulaire est régulée par des 

complexes enzymatiques, composés d’une sous unité catalytique, la kinase dépendante des 

cyclines (CDK) et d’une sous unité régulatrice, la cycline. Chez les plantes, deux gr oupes de 

cyclines sont présents. Les cyclines D sont responsables de la transition G1/S alors que le 

cyclines mitotiques de type A et B sont responsables de la transition G2/M. Nous avons opté, 

pour l’étude de l’activité de deux promoteurs de cyclines ( cycB1;1 et cycA2;1) d’ A. thaliana. 

Comme il est signalé précédemment, le gène cycB1;1 est exprimé chez A. thaliana, 

spécifiquement dans les cellules en division ou dans les cellules réactivées pour ré-entrer dans 

le cycle cellulaire (Ferreira et al., 1994). Le gène cycA2;1 possède quant à lui un profil 

d’expression plus large, pouvant être détecté dans certaines cellules différenciées. L’activité 

de ce gène semble donc être corrélé non pas avec les divisions cellulaires mais avec la 

compétence des cellules à se diviser (Burssens et al., 2000). L’étude de l’expression de ces 

deux promoteurs dans la racine de chicorée a été réalisée par l’intermédiaire de tests 
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histochimiques GUS, effectués sur des plantes transformées à l’aide des constructions 

pCycB1;1-uidA et pCycA2;1-uidA, où le gène uidA, d’ E. coli, code la β-glucuronidase.  

 Les résultats de ces travaux sont présentés dans ce chapitre sous forme d’un article 

scientifique soumis à Journal of Experimental Botany. 
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Introduction 

 

 

 Parmi les événements du développement du système racinaire de Cichorium intybus, il 

en est un qui présente une importance considérable sur le point de vue agronomique. 

Contrairement au modèle A. thaliana, la chicorée développe une racine pivot tubérisée, lieu 

de synthèse et de stockage d’un dérivé suc ré, l’inuline. La tubérisation de la racine est le 

résultat d’une croissance en épaisseur importante couplée à une réorientation métabolique. Au 

cours de la tubérisation, les activités des enzymes clefs de la voie de biosynthèse de l’inuline 

augmentent au sein de la racine (Druart et al., 2001). Ce composé sucré est alors stocké dans 

les cellules parenchymateuses secondaires produites par le cambium vasculaire (Van den 

Ende et al., 2000). Les divisions cellulaires au niveau de la zone cambiale apparaissent donc 

comme un événement clé du processus de tubérisation de la racine de chicorée. La 

progression des cellules à travers le cycle cellulaire est contrôlée par des complexes 

enzymatiques formés d’une sous unité catalytique, la CDK et d’une sous unité régula trice, la 

cycline. 

 Nous avons entrepris d’étudier l’activité du promoteur de la cycline B1;1 d’ A. thaliana 

lors de la mise en place et l’activation de ce cambium vasculaire. Chez cette plante, cycB1;1 

est exprimé exclusivement dans les cellules en division ou dans les cellules qui sont réactivées 

pour ré-entrer dans le cycle cellulaire (Ferreira et al., 1994). Lors de la formation des racines 

latérales, il apparaît même que son expression précède l’observation des premières divisions 

des cellules du péricycle (Ferreira et al., 1994).  

 Afin d’analyser de manière fine les résultats apportés par les tests histochimiques 

GUS, réalisés au cours de la croissance en épaisseur, il nous a fallu préalablement réaliser des 

études morphologiques concernant les différentes étapes de la mise en place et de l’activité du 

cambium vasculaire au sein de la racine de chicorée cultivée in vitro sur un milieu H20. Les 

résultats de ces travaux sont présentés dans ce chapitre sous la forme d’une publication 

scientifique soumise à Journal of Experimental Botany.  

 Enfin, nous montrerons aussi que la connaissance apportée par les études 

morphologiques de la croissance en épaisseur a permis la réalisation d’autres travaux, menés 

au laboratoire par la technique de cDNA-AFLP,  concernant l’expression diff  érentielle de 

marqueurs moléculaires au cours du développement de la racine de chicorée. Ces travaux ont 

fait l’objet d’un article publié dans Journal of Plant Physiology.  
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Abbreviations 

 

PBS  Phosphate Buffer Saline 

BAP  6-Benzyl-Aminopurine 

MS  Murashige and Skoog 
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Summary 

 

To identify genes expressed during root enlargment in early vegetative growth of 

chicory (Cichorium intybus L.), we used the cDNA-AFLP technology. The radial pattern of 

chicory roots was investigated by histological analysis to determine the spatial vascular 

cambium setting. In young plantlets, serial root sections showed that differentiation of 

secondary tissues occurred along a gradient extending from the apex to the crown. The 

cDNA-AFLP technique was carried out on total mRNAs extracted from root tissues 

producing secondary structures and root tissues developing primary structures only. This 

study reports on the isolation of two transcript-derived fragments (TDFs) referred as Y-16 and 

Y-21. Sequence analysis at the protein level showed that Y-16 carries a sequence highly 

homologous (93% identities) to the amino acid transporter-like protein 1 (AATL1) from 

Arabidopsis and Y-21 presents 72% identities with AAD25141.1 Arabidopsis protein. The 

expression pattern of both these TDFs was analysed by northern and showed an 

overexpression during early development of chicory roots. 

 

 

 

Key words: cDNA-AFLP, chicory, root 
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Introduction 

 

 Dans les chapitres I et II, l’expression de gènes contrôlant le cycle cellulaire au cours 

du développement de la racine de chicorée a été étudiée par l’observation de l’a ctivité de la �-

glucuronidase. Ces travaux ont été réalisés sur des chicorées transformées contenant le gène 

rapporteur uidA sous le contrôle des promoteurs pCycB1;1 ou pCycA2;1 d’A. thaliana. Dans 

cette troisième partie, nous présentons une approche différente basée sur l’isolement et la 

caractérisation de gènes contrôlant le cycle cellulaire, homologues de la chicorée.  

 Chez la chicorée, aucun gène contrôlant le cycle cellulaire n’a jusqu’alors été isolé et 

caractérisé. Parmi l’ensemble des gènes, contrô lant le cycle cellulaire, qui ont été décris chez 

d’autres espèces végétales, nous avons décidé de débuter ces recherches par l’isolement et la 

caractérisation d’un gène de chicorée de la famille des cyclines mitotiques de type B. Les 

résultats de ces travaux sont présentés dans ce troisième chapitre. 

 Dans un premier temps, un fragment d’ADNc de chicorée a été amplifié par PCR en 

utilisant un couple d’amorces dégénérées dirigées contre les cyclines végétales de type B. A 

partir de ce fragment, l’ADNc corre spondant à la séquence codante a pu être isolé par PCR. 

Enfin, l’expression de ce gène de chicorée au cours du cycle cellulaire a été étudiée dans des 

suspensions cellulaires de chicorée par la technique de RT-PCR semi-quantitative en temps 

réel. 
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Matériels et Méthodes 

 

1. Suspensions cellulaires de cellules de chicorée 

1.1 conditions de culture 

 

 Les suspensions cellulaires de chicorée sont issues de cals provenant d’explants 

racinaires de C. intybus L. var. Witloof (Dubois et al., 1988). Ces cellules sont maintenues 

en culture dans un milieu liquide de Murashige et Skoog (1962) comprenant 58,4 mM de 

saccharose, 3,42 mM de glutamine, 0,55 mM d’inositol, 9,6 µM d’acide naphtylacétique, 

90 mM d’acide 2,4 -dichlorophénoxyacétique et 90 mM de kinétine, sous une photopériode 

de 12h à 20°C et sous agitation rotative. 

 Le repiquage des cellules est effectué tous les 14 jours. Après filtration à travers deux 

filtres successifs en acier, respectivement de 1 mm et de 125 µm, environ 5 g de cellules 

sont placés dans 200 ml de milieu neuf. 

 

1.2 blocage de la division par des inhibiteurs du cycle cellulaire 

 

 Parmi les inhibiteurs de division cellulaire, l’hydroxyurée (HU) et l’oryzaline (ory) 

bloquent la division cellulaire respectivement lors de la transition G1/S et lors de la phase 

M (en métaphase) du cycle cellulaire (Planchais et al., 2000). L’hydroxyurée (15 mM) ou 

l’oryzaline (15 µM) sont ajoutées directement au milieu de culture, 5 jours après le 

repiquage des cellules, pendant la phase exponentielle de croissance (Legrand, 2002). Les 

cellules sont filtrées et broyées dans l’azote liquide 24 heures après. Les broyats sont 

conservés à -80°C. 

 

2. Extraction des ARN totaux 

 

L’extraction des ARN totaux est réalisée grâce au kit Tri Reagent TM (Euromedex), 

suivant le protocole du fournisseur. Le matériel utilisé est préalablement traité pour éviter la 

dégradation des ARN par les RNases. Un ml de Tri ReagentTM est ajouté à 200 mg de cellules 

broyées, dans un microtube de 1,5 ml. Après une extraction au chloroforme, les ARN sont 

précipités dans l’isopropanol, puis sont centrifugés à 12000g à 4°C pendant 15 minutes. Les 

culots d’ARN sont séchés sous une hotte à flux laminaire (ESI, Flufrance), puis sont 
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resuspendus dans un volume de 49 µl d’eau traitée avec du Diéthylpyrocarbonate (DEPC ) 

1/1000 v/v (Sigma), auquel on ajoute 1 µl d’inhibiteur de RNases (Roche ©). Afin de faciliter 

la resuspension, les tubes sont placés pendant 10 minutes dans un bain-marie maintenu à 

60°C. Les ARN ainsi resuspendus sont conservés à  -80°C. 

 

3. Quantification des ARN totaux 

 

  Le dosage des ARN totaux est réalisé à 260 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (930 

Uvikon). Les ARN sont dilués au 1/500ième pour le dosage. La concentration (C) est alors 

calculée comme suit : 

C (µg/µl) = D.O.260nm x 40 x facteur de dilution x 1000 

sachant qu’une D.O. 260nm= 1 correspond à 40 µg.mL-1 d’ARN.  

 

4. Synthèse des ADNc 

 4.1 Synthèse des premiers brins d’ANDc 

 

 La synthèse des premiers brins d’ADNc est réalisée à partir de 5 µg d’ARN totaux. La 

transcription inverse se fait avec l’enzyme SuperScript TM II (Gibco BRL®). La réaction se 

déroule comme suit : 

 Dans un microtube, 1 µl de dNTP (10 mM) et 1 µl d’oligodT -VN-KpnI (10 µM), où 

V=A,C ou G et N= A, C, G ou T, sont ajoutés à 5 µg d’ARN totaux, dans un volume final de 

10 µl. Cette amorce porte, à l’extrémité 5’, un site de reconnaissance de l’enzyme de 

restriction KpnI : 5’ -ggccacgcggtaccaagtacttttttttttttttvn-3’, permettant l’augmentation de la 

température d’hybridation au cours de la PCR. Le mélange est dénaturé pendant 5 minut es à 

65°C puis placé immédiatement sur glace. La réaction de transcription inverse est réalisée à 

42°C pendant 1 heure en présence de 4 µl de tampon 5X (Tris-HCl pH 8,5 250 mM, KCl 375 

mM, MgCl2 15 mM), 1 µl de SuperscriptTM II (200 u/µl), 4 µl de MgCl2 25 mM, 2 µl de DTT 

0,1 M et de 1 µl d’inhibiteur de RNases (400 u/µl). La réaction est stoppée par chauffage à 

70°C pendant 15 minutes. Les matrices ARN sont digérées à 37°C pendant 20 minutes en 

présence de 2 unités de RNase H d’ E. coli (Gibco BRL®). 

 

 4.2 Polyadénylation des premiers brins 
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 La polyadénylation a pour but d’ajouter une queue poly(A) à l’extrémité 3’ du premier 

brin d’ADNc synthétisé afin de pouvoir synthétiser les seconds brins à l’aide de la même 

amorce oligodT-VN-KpnI (figure 1). La réaction est réalisée dans un volume final de 50 µl 

sur l’ensemble des premiers brins d’ADNc par la Transférase Terminale (Roche ®) en 

présence de 10 µl de tampon 5X (cacodylate de potassium 1M, Tris-HCl pH 6,6 125 mM, 

sérum albumine bovine 1,25 mg/ml), 0,4 µl d’ enzyme (400 u/µl), 3 µl de CoCl2 25 mM et 3,1 

µl de dATP 100 µM. Elle se déroule à 37°C pendant 15 minutes. L’enzyme est ensuite 

inactivée par un chauffage à 70°C pendant 10 minutes. Les produits sont purifiés sur colonne 

Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) d’après le protocole établi par le fournisseur.  

 

 4.3 Synthèse des seconds brins d’ADNc 

 

 La synthèse des seconds brins d’ADNc est réalisée à l’aide de l’amorce oligodT -VN-

KpnI. Ainsi la présence du site de coupure par KpnI de chaque côté des ADNc double brins 

va faciliter, après digestion, la formation de molécules circulaires (Figure 1). La synthèse des 

seconds brins est réalisée par la Taq Gold (Perkin Elmer) dans un volume final de 50 µl à 

partir de l’ensemble des ADNc simple brin. Le mélange réact ionnel se compose de : 

 5 µl de tampon Taq Gold 10X, 2 µl d’oligo -dT-VN-KpnI, 4 µl de MgCl2 25 mM, 4 µl 

de dNTP 25 mM et de 0,5 µl de Taq Gold (5u/µl). La synthèse est réalisée par amplification 

linéaire selon le programme suivant : 10 minutes à 95°C; 20 secondes à 94°C;  30 secondes à 

36°C; 20 minutes à 72°C, avec une transition de 36°C à 72°C à une vitesse réduite de 30% par 

rapport à la vitesse standard de chauffage du thermocycler (PTC-200, MJ Research).  

 

5. Techniques de PCRs 

 5.1 Définition d’amorces dégénérées et amplification par PCR 

 

 Les amorces dégénérées sont définies à l’aide du logiciel Codehop (COnsensus -

DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) basé sur la stratégie de définition d’amorces 

dégénérées de Rose et al. (2003). Le principe consiste à aligner des séquences protéiques de 

plusieurs espèces et d’en extraire des motifs conservés d’une espèce à l’autre. La définition 

des amorces est alors réalisée à partir de ces motifs par un algorithme informatique disponible 

sur le site http://blocks.fhcrc.org/codehop.html. Chaque amorce dégénérée est constituée  

d’une extrémité 5’ non dégénérée d’une vingtaine de paires de bases et d’une extrémité 3’ de 
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10 à 12 pb qui présente des dégénérescences. Trois ou 4 acides aminés conservés dans la 

région 3’ suffisent à cette définition.  

 Les réactions d’amplification sont réalisées sur des ADNc issus d’ARN totaux 

préparés à partir de suspensions cellulaires de chicorée, prélevées au quatrième jour après 

repiquage sur milieu neuf. La réaction d’amplification est faite dans un volume final de 20 µl 

composé de 2 µl de tampon Taq 10X (Tris-HCl pH 9 100 mM, KCl 500 mM, MgCl2 15 mM, 

Triton X-100 1%, BSA 2 mg/ml; Qbiogen®), de 1µl de chacune des deux amorces dégénérées 

(10 mM), de 0,2 µl de dNTP 25 mM, de 0,1 µl de Taq polymérase (5u/µl; Qbiogen®) et de 

1µl d’ADNc (provenant des 50 µl préparés à partir de 5 µg d’ARN totaux). Les conditions de 

la PCR sont les suivantes : 

  94°C pendant 5 minutes 

  94°C pendant 1 minute 

  49°C pendant 1minute et 30 secondes 

  70°C pendant 1 minute et 30 secondes 

  La réaction est terminée par une extension finale à 70°C pendant 10 minutes. 

La taille et la quantité approximative des produits de la PCR sont vérifiées par électrophorèse 

sur un gel d’agarose à 0,8%.  

 

5.2 PCR inverse 

 

Le principe de la PCR inverse est d’amplifier les régions adjacentes à une région 

connue. L’amplification est réalisée sur des ADNc pleine longueur circulaires à l’aide 

d’amorces spécifiques dirigées vers l es extrémités 5’ et 3’ du fragment d’ADNc connu (Silver 

et Keerikate, 1989; figure 1). Cette technique a été optimisée pour la chicorée par Duban 

(2000).  

 

  5.2.1 Amplification  non spécifique 

 

 Après la synthèse des seconds brins d’ADNc (paragraphe 4.3),  une amplification non 

spécifique permet d’obtenir une quantité suffisante d’ADNc pour la ligature intramoléculaire. 

Cette amplification est réalisée par la Taq Gold polymérase (Perkin Elmer®) dans un volume 

final de 30 µl en présence de 3 µl de tampon Taq Gold 10X (150 mM Tris-HCl pH 8, 500 

mM KCl, 25 mMMgCl2), de 2,4 µl de MgCl2 25 mM, de 2,4 µl de dNTP 25 mM, de 0,3 µl de 

Taq Gold (5 u/µl), de 1 µl d’amorce oligodT -VN-KpnI (10mM) et de 4 µl d’ADNc double  

30X 
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Figure 1 : Principe de la PCR inverse. 
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brin (1/5ième des ADNc synthétisés à partir de 5 µg d’ARN totaux). Les conditions PCR sont 

les suivantes :  

 - activation de la Taq Polymérase pendant 7 minutes à 95°C 

 Puis 15 cycles de : 

  - dénaturation pendant 30 secondes à 94°C 

  - hybridation des amorces pendant 30 secondes à 55°C 

  - élongation pendant 1 minute 30 à 72°C 

 Puis 25 cycles de : 

  - dénaturation pendant 30 secondes à 94°C 

  -  hybridation des amorces pendant 30 secondes à 55°C  

  - élongation pendant 1 minute30 à 72°C avec une auto-extension de 5 secondes 

par cycle pour favoriser l’amplification des fragments les plus longs.  

 Une extension finale est réalisée à 72°C pendant 7 minutes. 

Les produits amplifiés sont purifiés sur colonne Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) et 

repris dans 50 µl d’eau distillée stérile.  

 

  5.2.2 Digestion des ADNc double brin 

 

 La totalité des produits de PCR purifiés est concentrée par évaporation jusqu’à un 

volume de 44 µl puis digérée pendant deux heures à 37°C dans un volume final de 50 µl en 

présence de 1 µl d’enzyme de restriction KpnI (10 u/µl; Roche) et de 5 µl de tampon de 

restriction X10 (Tris-HCl 100 mM pH7, MgCl2 100 mM, Dithioérythritol 10mM). Les 

produits digérés sont purifiés sur colonne Qiaquick PCR Purification Kit, puis repris dans 45 

µl d’eau.  

 

  5.2.3 Ligature intramoléculaire des ADNc double brin 

 

 La ligature est réalisée par la T4 DNA ligase (Biolabs) dans un volume final de 300 µl 

pendant une nuit à 16°C en présence de 30 µl de tampon 10X (300 mM Tris-HCl pH 7.8, 100 

mM MgCl2, 100 mM Dithiotréitol, 10 mM ATP) et de 1 µl d’enzyme (400u/µl). Les produits 

de ligature sont ensuite précipités pendant 1 heure à –20°C en présence de 2,5 volumes 

d’ét hanol absolu et d’acétate de sodium (0,3M). Après centrifugation pendant 20 minutes à 

15000g, les culots sont lavés dans 1 ml d’éthanol 70% puis séchés et repris dans 20 µl de 

tampon Tris-HCl 10 mM, pH 8,5. 
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  5.2.4 Amplification des régions flanquantes 

 

 Afin d’augmenter la spécificité des produits amplifiés, deux réactions de PCR 

successives sont réalisées (« Nested PCR »; figure 1).  La première réaction est effectuée avec 

les amorces 1 et 3, la seconde avec les amorces 2 et 3, dont les séquences sont les suivantes : 

Amorce 1 dirigée vers l’extrémité 5’ de l’ADNc  5’-ATTTGAATTTGGGGCTTTCC-3’ 

Amorce 2 dirigée vers l’extrémité 5’ de l’ADNc  5’-AGTGGAAGCAGGCACAAGAT-3’ 

 l’amorce 2 étant plus externe que l’amorce 1 (figure 1)  

Amorce 3 dirigée vers l’extrémité 3’ de l’ADNc  5’-CGTTGACCGATACCTTTCC-3’ 

 La première PCR inverse est réalisée sur 1 µl d’ADNc avec la Taq polymérase Perkin 

Elmer en présence de 1,5 µl de tampon II 10X (100 mM Tris-HCl pH8,3, 500 mM KCl), de 

1,2 µl de MgCl2 25 mM, de 1,2 µl de dNTP 25 mM et de 0,4u de Taq Polymérase. Les 

conditions d’amplification sont les suivantes  : 

 4 minutes à 92°C 

 30 secondes à 94°C 

 30 secondes à 55°C 

 1 minute 30 à 72°C 

 Une extension finale est réalisée à 72°C pendant 7 minutes. 

 Afin d’améliorer la spécificité, une  Nested PCR est réalisée à l’aide des amorces 2 et 

3, dans les mêmes conditions, sur les produits de la première amplification dilués au 

1/1000ième. Les produits PCR sont ensuite purifiés, clonés et séquencés. 

 

5.3 RT-PCR semi-quantitative en temps réel 

 

 La RT-PCR semi-quantitative en temps réel consiste en un dosage relatif des ARNm 

d’un gène cible par rapport aux ARNm d’un gène témoin de normalisation (Bustin, 2002). 

Dans notre cas, nous avons utilisé cette technique afin d’étudier l’expression de gènes dans 

des suspension cellulaire de chicorée. Des ADNc simple brin sont préparés à partir de 5 µg 

d’ARN totaux au 30 ème. L’amplification est réalisée sur ces ADNc simple brin dilués en 

utilisant des amorces spécifiques définies à l’aide du logiciel Beacon De signer® (Biosoft). Les 

quantifications sont répétées trois fois pour chaque couple d’amorces. Une amplification 

similaire, utilisant comme matrice des ADNc dilués au 20ème, 40ème et 80ème, permet de 

réaliser une courbe standard. Les conditions de validité de la technique sont, comme 

25 X 
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recommandées par Bustin (2002), 1≥E≥0,85 et r2≥0,985 où E est l’efficacité de 

l’amplification et r 2 le coefficient de corrélation obtenu d’après la courbe standard. Les 

amplifications ainsi que la détection des produits sont réalisées, dans des plaques de 96 puits 

(Biorad), à l’aide d’un IQcycler de Biorad ©, en utilisant le kit SYBR® green de QuantitechTM. 

Pour un volume final de 20 µl, le mélange réactionnel est composé de 10 µl de tampon  

MASTERMIX SYBR green 2X (HotStart TaqTM DNA Polymerase, Quantitech SYBR 

Green PCR Buffer, dNTP mix incluant dUTP, SYBR Green I, MgCl2 5mM), de 0,2 µl de 

fluorescéine (1µM), de 0,75 µl de chacune des deux amorces (10 µM), de 5 µl d’ADNc 

simple brin dilués au 1/30ième, et H2O ultrapure QSP 20 µl. Les conditions PCR sont les 

suivantes : 

 activation de la HotStart TaqTM 10 minutes à 95°C 

 Puis 50 cycles de : 

 dénaturation pendant 30 secondes à 95°C 

 élongation pendant 45 secondes à 60°C 

Une courbe de dénaturation des produits amplifiés, allant de 65°C à 95°C par pallier de 0,5°C, 

est réalisée. La présence d’un seul pic, correspondant à la température de dénaturation des 

produits amplifiés, permet de confirmer la synthèse d’une seul amplificat lors de la réaction.  

 

6. Clonage de produits PCR 

 

 Le clonage des produits d’amplification a été réalisé à l’aide du kit pGEM ®-T Easy 

Vector System (Promega©). 

 

 6.1 Ligature d’un fragment d’ADNc dans le plasmide pGEM ®-T 

 

La quantité en µg d’amplificat à mettre en présence du vecteur pGEM ®-T easy vector (annexe 

1 ; Promega®) est calculée d’après la formule suivante :  

ng insert = ng vecteur x (taille insert/taille vecteur) x 3 

Les quantités  des produits PCR sont estimées sur un gel d’agarose à 0,8%.  

 Le mélange de ligature est composé de 5 µl de tampon de ligature «rapide» 2X (Tris-HCl pH 

7,8 60 mM, MgCl2 20 mM, DTT 20 mM, ATP 2 mM, Polyéthylène Glycol-8000 10%), de 1 

µl de vecteur pGEM®-T (50 ng/µl), de X µl d’insert (où X est calculé d’après la formule 

précédemment citée) et de 1 µl de T4 DNA Ligase (3 unités/µl), et H2O ultrapure QSP 10µl. 

La ligature est réalisée pendant une nuit à 4°C. 
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 6.2 Transformation des bactéries compétentes JM109 

 

 Cinquante µl d’une suspension de bactéries compétentes JM109 (Promega) sont 

transformées avec 5 µl du mélange de ligature. Après 30 minutes d’incubation sur glace, les 

bactéries subissent un choc thermique à 42°C pendant 60 secondes, puis le tube est replacé 

directement sur la glace. Un ml de milieu SOC (2% tryptone, 0,5% extrait de levure, 10mM 

NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2-6H2O, 20 mM glucose) est ajouté. Les bactéries sont 

incubées pendant 1 heure à 37°C sous agitation rotative (120 rpm) sans agent de sélection puis 

étalées sur un milieu LB (10g bactotryptone, 5g bactoyeast extract, 10g NaCl, pH 7,5 qsp 1L) 

gélosé en présence de 50 mg.L-1 d’ampicilline et de 800 mg.L -1 de X-Gal (5-bromo-4-chloro-

3-indolyl-β-D-galactoside) et incubées pendant une nuit à 37°C. 

 

 6.3 Contrôle des clones recombinants 

 

 Les colonies blanches sont prélevées à l’aide d’un embout plastique stérile et  placées 

dans 50 µl de TTE 1X (Triton X-100 1%, Tris-HCl pH8,5 1M, EDTA pH8 0,5M). Le 

mélange est chauffé à 95°C pendant 10 minutes de manière à faire éclater les bactéries. La 

PCR est réalisée avec 2,5 µl de TTE à l’aide des amorces M13 Forward (5’ -

GTAAAACGACGGCCAG-3’) et M13 Reverse (5’ -CAGGCAAACAGCTATGAC-3’) 

présentes sur le plasmide de part et d’autre du site d’insertion. Les clones positifs sont ceux, 

qui après vérification par électrophorèse sur un gel d’agarose à 0,8%, présentent un fragment 

dont la taille correspond à celle de l’insert, augmentée de 220 pb. Ces amplificats serviront de 

matrice pour les réactions de séquence.  

 

7. Séquençage des ADNc 

 

 Le séquençage se fait selon la méthode de terminaison de chaînes (Sanger, 1975). Ce 

principe utilise l’incorporation de didéoxynucléotides triphosphates (ddNTP) au cours d’une 

réaction de synthèse du brin complémentaire à l’ADN servant de matrice. Les ddNTP, lors de 

l’incorporation, bloquent l’élongation. Les réactions de séquence sont réalisées à l’aide  du kit 

de séquençage ABI PRISM Dye Primer Cycle Sequencing Core Kit (Applied Biosystems®) 

en utilisant les amorces Sp6 (5’ -ACTCAAGCTATGCATCCAACG-3’) et T7 (5’ -

TAATAGGACTCACTATAGG-3’) marquées en 5’ par l’ajout d’IRD 800 (Infra Red 
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Detection; MWG-Biotech AG). La lecture des produits de séquence est réalisée par un 

séquenceur automatique (LICOR© 4200 IR DNA sequencer). Chaque produit d’amplification 

est déposé dans quatre puits (nommés A,C,G,T). L’IRD 800 présente une longueur d’onde 

d’excitation égale à 787  nm et une longueur d’onde d’émission égale à 812 nm. La 

fluorescence émise par l’IRD 800 est lue par un faisceau laser après migration sur un gel de 

séparation. 

 

 7.1 Réactions de séquence 

 

Pour une réaction de séquence : 

Mix ddATP ou ddCTP  Mix ddGTP ou ddTTP  Mix Enzyme 

0,5 µl ddATP ou ddCTP  1 µl ddGTP ou ddTTP   0,5 µl Taq DNA 

1 µl de tampon 5X   2 µl de tampon 5X   polymérase (5u/µl) 

1 µl d’amorce T7 ou SP6 marquée  2 µl d’amorce T7 ou SP6 marquée  0,7 µl de tampon 5X 

0,5 µl de Mix Enzyme   1 µl de Mix Enzyme   2,1 µl d’eau  

0,75 µl d’eau     1,5 µl d’eau  

1,5 µl de matrice   3 µl de matrice 

Les réactions de séquence sont réalisées sur 50 ng de matrice (1,5 µl) dans un 

thermocycler (PTC-200, MJ Research) d’après les conditions suivantes  : 

 10 secondes à 96°C 

 5 secondes à 48°C 

 60 secondes à 70°C 

 10 secondes à 96°C 

 60 secondes à 70°C 

Les réactions sont arrêtées par l’ajout d’un demi volume de tampon «  stop » (formamide 95%, 

EDTA 10 mM, bleu de bromophénol 0,1%, xylène cyanol 0,1%), puis dénaturées à 94°C 

pendant 3 minutes avant d’être déposées sur le gel de séquence.  

 

 7.2 Gel de séquence 

 

 Un gel de 0,2 mm d’épaisseur est préparé à partir d’une matrice Long Ranger TM 

(FMC) à 3,75% dans du tampon TBE 1X (134 mM Tris HCl, 45 mM acide borique, 2,5 mM 

Na2EDTA) contenant 5M d’urée. Le gel subit une prémigration de 20 minutes à 3000 V, 30 

mA, 75 W à une température de 45°C dans du tampon 0,8 X TBE. Après dépôt des réactions 

15 X 

15 X 
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de séquences (environ 1 µl), le gel migre dans les mêmes conditions durant 6 heures. L’i mage 

obtenue est traitée à l’aide du logiciel Base ImagIR © version 4.0 de LICOR©. La séquence 

obtenue est traduite selon les six cadres de lecture possibles et les séquences protéiques 

déduites sont confrontées aux bases de données SwissProt/TrEMBL/TrEMBL_NEW sur le 

site www.expasy.ch. 
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RESULTATS 

 

1. Isolement d’un ADNc partiel de 616 pb de Cichorium intybus homologue aux cyclines 

de type B1  

 

 Bien que les séquences nucléotidiques des cyclines eucaryotiques ne présentent pas 

d’homologie très importante, les séquences protéiques de ces mêmes cyclines sont beaucoup 

plus conservées entre les espèces. Afin de déterminer des amorces dégénérées dirigées contre 

des cyclines mitotiques, nous avons aligné quatre séquences protéiques de cyclines B 

provenant de quatre espèces végétales différentes (Nicotiana tabacum, Petunia hybrida, 

Chenopodium rubrum et Glycine max; figure 2). Ces séquences possèdent des motifs 

peptidiques très conservés, parmi lesquels nous avons choisi le motif RRNRALGDIGNLV, 

au sein de la boîte de destruction ainsi que le motif ELQLVGISAM au sein de la boîte 

cycline (figure 2).  Nous avons donc utilisé ces deux motifs, notés respectivement « bloc 5’  » 

et « bloc 3’  » afin de définir un couple d’amorces dégénérée s. Ces deux motifs peptidiques 

ont été soumis au logiciel Codehop sur le site http://blocks.fhcrc.org/codehop.html. Un couple 

d’amorces, nommées cyc1 et cyc2 et dont les séquences sont les suivantes, a pu être défini : 

 

Amorce cyc1 : 5’ -AGAAATAGACGAGCTCTGGGAGAYATHGGNAA-3’  

 Amorce cyc2 : 5’ -GCATAGCAGAAATTCCAACCARYTGNARYTC-3’  

où N=A,C,G ou T Y=C ou T R=A ou G H=A ou C  

 

Le nombre de dégénérescences est égal à 16 pour l’amorce 1 et à 64 pour l’amorce 2.  

 Ces amorces dégénérées ont été utilisées pour l’amplification d’ADNc, préparés à 

partir d’ARN totaux extraits de suspensions cellulaires de chicorée prélevées deux et quatre 

jours après le repiquage sur un milieu neuf. Des conditions optimales d’amplificati on 

(données dans le matériel et méthodes, paragraphe 5.1) ont été établies après plusieurs mises 

aux points techniques concernant les étapes d’hybridation (durée et température) et 

d’élongation (durée) de la PCR ainsi que la quantité de matrice ADNc. Dans ces conditions, la 

PCR a permis l’amplification d’un fragment d’environ 620 pb (figure 3) dont la taille est très 

proche de celle attendue d’après les alignements de séquences protéiques de la région 

amplifiée chez les autres espèces. Ce fragment a été purifié, cloné et séquencé. Après clonage 

du fragment amplifié, le séquençage dans les deux sens de quatre clones a permis de corriger 

les éventuelles erreurs imputées à l’amplification ou au séquençage La séquence  
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Figure 2 : Alignement de séquences protéiques de cyclines de type B d’espèces végétales. nictab : 
Nicotiana tabacum, pethybr : Petunia hybrida, chenorubr : Chenopodium rubrum, glymax : Glycine 
max. Les cadres noirs, nommés bloc 5’ et bloc 3’,  représentent les séquences en acides aminés 
utilisées pour la définition d’amorces dégénérées.

Figure 3 : Electrophorèse sur gel d’agarose 0,8% du fragment de 616 pb amplifié par PCR à l’aide des 
amorces dégénérées cyc1 et cyc2. Les PCRs ont été réalisées sur différents ADNc provenant de 
suspensions cellulaires. Les ADNc sont préparés à partir d’ARNs totaux extraits 2 jours (1, 2, 3, 4) ou 4 
jours (5, 6, 7, 8) après repiquage sur un milieu neuf. Ils sont utilisés non dilués (1 et 5) ou dilués au 1/2 (2 
et 6), au 1/5ième (3 et 7) ou au 1/10ième (4 et 8). 5 µl de produits PCR ont été déposés dans chaque puits. 
La quantité d’ amplificat est estimée par rapport au marqueur de taille 100 pb (Fermentas)
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nucléotidique ainsi obtenue est une séquence de 616 pb, flanquée de part et d’autre par les 

amorces dégénérées cyc1 et cyc2 (figure 4). Cette séquence nucléotidique de chicorée a été 

traduite selon les six cadres de lecture possibles via le site internet www.expasy.ch, puis la 

séquence protéique déduite a été soumise aux banques de données 

SwissProt/TrEMBL/TrEMBL_NEW sur internet.  

Cette séquence de chicorée, longue de 205 acides aminés, présente des homologies 

protéiques et nucléotidiques avec des cyclines de type B1 de nombreuses espèces (annexe 2 et 

3). Les pourcentages d’identité et de similarité en acides aminés ont été obtenus lors de 

l’alignement des séquences. D’après les résultats obtenus, la séquence protéique de la cycline 

de type B1 de Nicotiana tabacum semble être la plus proche de celle de C. intybus. La 

séquence  protéique de chicorée présente ainsi une identité et une homologie respectivement 

de 62 et 73% avec la séquence protéique de la cycline de type B1 de N. tabacum (tableau 1 ; 

annexe 2). En ce qui concerne la séquence nucléotidique, les pourcentages d’identité ont été 

calculés à l’aide du logiciel Bioedit ® (figure 4). Cette séquence présente une identité de 59% 

avec la séquence nucléotidique de N. tabacum (tableau 1; annexe 2). Renaudin et al. (1996) 

ont aligné les séquences nucléotidiques des cyclines connues au moment de leurs travaux. Ils 

ont classé ces cyclines en différents groupes en fonction de leurs homologies de séquence 

avec des cyclines animales et ont calculé les pourcentages d’ho mologie inter et intra-espèces. 

L’homologie de séquence au sein de la boîte cycline des différentes cyclines B1 est voisine de 

75% (Renaudin et al., 1996). Les pourcentages d’homologies nucléotidiques du fragment 

obtenu chez la chicorée vis-à-vis des séquences codant des cyclines de type B1 d’autres 

espèces végétales, sont assez proches des pourcentages calculés par Renaudin et al.  (1996). 

Ces homologies semblent montrer que l’ADNc partiel isolé chez la chicorée coderait une 

cycline mitotique de type B1. 

 

2. Isolement de l’ADNc pleine longueur par la technique de PCR inverse. 

 

 Plusieurs possibilités se présentaient à nous afin d’obtenir l’ADNc pleine longueur de 

la cycline de chicorée. Nous avons tout d’abord tenté d’obtenir les parties 5’ et 3’ manquantes  

par la technique de 5’ et 3’ RACE PCR, à partir d’ARN totaux issus de suspensions 

cellulaires de chicorée. La 3’ RACE PCR a été réalisée sur des premiers brins d’ADNc 

synthétisés à l’aide d’un oligodT -VN-KpnI  et d’une amorce spécifique située en 5’ du 

fragment précédemment isolé. La 5’ RACE PCR consiste à ajouter une queue polyG sur la 

partie 3’ des ADNc simple brin synthétisés à partir d’une amorce spécifique dirigée vers le  
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Figure 4 : Séquence nucléotidique du fragment d’ADNc de 616 paires de bases amplifié à l’aide 
des amorces dégénérées cyc1 et cyc2 (flèches rouges). Les amorces utilisées pour l’amplification 
par PCR inverse sont indiquées par les flèches noires (amorces 1, 2 et 3).
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par PCR inverse sont indiquées par les flèches noires (amorces 1, 2 et 3).
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côté 5’ de la matrice ARN. Une amplification à l’aide d’un oligodC et de l’am orce spécifique 

est ensuite réalisée sur les ADNc simple brin. Aucun fragment d’intérêt n’a été amplifié en 

utilisant ces approches. 

La troisième technique utilisée est la PCR inverse. Cette technique consiste à 

synthétiser des ADNc pleine longueur, effectuer des ligatures intramoléculaires sur ceux-ci et 

amplifier, à l’aide d’amorces spécifiques, les régions flanquantes de la séquence connue. Trois 

amorces spécifiques ont été définies, dont deux (amorce 1 et amorce 2) sont situées vers 

l’extrémité 5’ et la  dernière (amorce 3) située du côté 3’ du fragment de 616 pb déjà obtenu 

(figure 4). Après clonage du fragment amplifié et séquençage dans les deux sens de huit 

clones, une séquence nucléotidique de 1457 pb a été obtenue. Au sein de cette séquence, une 

région de 1239 pb, délimitée par un codon start ATG et par un codon stop TAA, pouvant 

correspondre à l’ADNc de la région codante, a ainsi pu être isolée (annexe 3). Cette séquence 

code une protéine de 412 acides aminés présentant des homologies avec des cyclines de type 

B1 d’autres espèces ( N. tabacum, Petunia hybrida, Catharantus roseus, Chenopodium 

rubrum, Glycine max,… ; figure 5).  

L’analyse précise a permis de mettre en évidence plusieurs motifs caractéristiques des 

cyclines de type B des différentes espèces végétales connues. Sur la figure 5, entre les 

positions 38 et 47, nous retrouvons le motif RALGDIGNLV correspondant à la « boîte de 

destruction ». Ce motif correspond au site de reconnaissance de l’ubiquitine pour permettre la 

protéolyse de la cycline. Ce site de reconnaissance est spécifique des cyclines mitotiques et 

n’a jamais été retrouvé chez les cyclines de type D. Deux autres boîtes, appelées 

respectivement boîte A et boîte B, dont les motifs respectifs sont TRTFRAQL et 

LTARSKVAC, sont situées entre les positions 72 et 79 et entre les positions 184 et 193 

(figure 5). Ces deux boîtes sont présentes chez toutes les cyclines de type B1. Elles sont 

importantes pour la signalisation cellulaire de la protéine (Sun et al., 1999b). Chez C. intybus, 

la boîte cycline s’étend du résidu 251 au résidu 409, et est également caractéristique des 

cyclines mitotiques : c’est le site d’accrochage de la CDK afin de former le complexe 

régulateur de la transition G2/M du cycle cellulaire. A l’intérieur de cette boîte cycline, la 

présence d’un motif HRKF (positions 263 à 266), correspondant au motif général 

(H/Q)X(K/R/Q)(F/L) caractéristique des cyclines de type B, permet de définir au sein des 

cyclines mitotiques, les cyclines de type B des cyclines de type A (figure 5). L’ADNc isolé 

chez la chicorée correspond donc à un gène codant une cycline de type B. 
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Figure 5 : Alignement de la séquence protéique déduite de la chicorée avec cinq séquences protéiques de 
cyclines de type B1 présentant le plus d’homologie. nictab: Nicotiana tabacum, pethybr: Petunia hybrida, 
cathroseus: Catharantus roseus, chenorubr: Chenopodium rubrum, glymax: Glycine max. Les acides aminés 
identiques pour minimum cinq des six séquences sont surlignés en rouge. Les acides aminés similaires sont 
surlignés en vert. La séquence cycB1 de chicorée est caractérisée comme les autres par la présence de la boîte 
de destruction (cadre noir), des boîtes A et B (cadres bleus) et de la boîte cycline (entre les flèches). Le cadre 
violet représente le motif (H/Q)X(K/R/Q)(F/L) caractéristique des cyclines de type B.
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3. Etude de l’expression du gène cycB1 de chicorée dans des suspensions cellulaires par 

la technique de RT-PCR semi-quantitative en temps réel 

 

Nous possédons, au laboratoire, des suspensions cellulaires de chicorée qui ont été 

initiées à partir de cals provenant d’explants racinaires de C. intybus L. var. Witloof (Dubois 

et al., 1988). Ces suspensions cellulaires sont maintenues en croissance permanente, par le 

repiquage tous les 14 jours sur un milieu neuf. Legrand (2000) a réalisé des courbes de 

croissance sur ces suspensions cellulaires de chicorée. Dans un premier temps, compris entre 

2 et 8 jours après le repiquage sur milieu neuf, le nombre de cellules augmente de façon 

exponentielle. Autour du 10ième jour, le nombre de cellules devient constant pour enfin chuter 

à partir du 14ième jour. Ces suspensions cellulaires, qui sont en croissance permanente, sont un 

matériel intéressant afin d’étudier l’expression de gèn es contrôlant le cycle cellulaire.  

 

 3.1 Etude de l’expression de la cycline B1 de chicorée au cours du cycle cellulaire 

 

Afin d’étudier l’expression de la cycline B1 au cours du cycle cellulaire, nous avons 

utilisé des suspensions cellulaires qui se trouvent en phase exponentielle de croissance, 5 

jours après le repiquage sur un milieu neuf. Les divisions ont été bloquées au niveau de la 

transition G1/S par l’hydroxyurée, qui inhibe l’activité de la ribonucléotide diphosphate 

réductase, et en phase M par l’oryzaline, qui inhibe la polymérisation des microtubules. 

L’expression de la cycline B1 a été mise en évidence, dans ces cellules bloquées, par la 

technique de RT-PCR semi-quantitative en temps réel. Cette technique consiste en un dosage 

relatif des ARNm d’un gène cible par rapport aux ARNm d’un gène témoin de normalisation. 

Il nous a donc fallu dans un premier temps choisir et isoler un gène pouvant servir de témoin 

de normalisation. 

De nombreux travaux utilisant différentes techniques (Northern blot, RT-PCR semi-

quantitative, PCR temps réel) sur différentes espèces végétales et relatant l’expression de 

gènes contrôlant le cycle cellulaire, font référence au gène codant l’actine2 (Dewitte et al., 

2003; De Veylder et al., 2001;…). Nous avons donc entrepris d’isoler un fragment d’un gène 

codant une actine de chicorée. Les séquences des gènes codant les actines de différentes 

espèces étant très largement conservées, la définition d’un couple d’amorces dégénérées 

d’une région de ce gène a été aisée. Deux amorc es dégénérées, nommées AF3 et AR2, ont été 

définies à l’aide du logiciel Codehop sur le site http://blocks.fhcrc.org/codehop.html. Leurs 

séquences sont : 
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Figure 6 : Alignement de  séquences nucléotidiques de  gènes actine de chicorée et de trois autres espèces 
végétales. Heliant: Heliantus annuus (Asteracées), malva: Malva pusilla (Malvacées), stevia: Stevia
rebaudiana (Astéracées). Les nucléotides identiques pour les quatre séquences sont surlignés en rouge.

Figure 7 : Alignement de la séquence en acides aminés déduite de chicorée par rapport aux séquences 
actine d’autres espèces végétales. Heliantus: Heliantus annuus, malva: Malva pusilla, stevia: Stevia
rebaudiana. Les acides aminés identiques pour les quatre séquences sont surlignés en rouge. Les acides 
aminés similaires sont surlignés en vert.
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AF3  5’ -GAGATGGAGTTTCTCATACTGTTCTTATHTAYGARGG-3’  

AR2  5’ -AGACATTCTATCAGCAATTCCAGGRAACATNGT-3’  

où N=A, C, G ou T H=A ou C Y=C ou T R=A ou G 

Le nombre total de dégénérescences est égal à 8 pour les deux amorces. 

Après optimisation de la technique PCR concernant la durée et la température d’hybridation 

ainsi que la durée d’élongation, un fragment de 396 pb qui présente 75% d’homologie avec 

des gènes d’actine d’autres plantes a été isolé à partir d’ADNc issus de suspensions cellulaires 

(figure 6). Les conditions d’amplifications ont été les suivantes  : 

 5 minutes à 92°C 

 1 minute à 94°C 

 45 secondes à 58°C 

 1 minute à 72°C 

 10 minutes à 70°C 

 

La séquence protéique déduite, composée de 128 acides aminés, présente 99% 

d’identité et 100% de similarité avec les actines d’ Héliantus annuus (Astéracées), Stevia 

rebaudiana (Astéracées) et Malva pusilla (Malvacées) (figure 7). Cette séquence d’actine de 

chicorée a permis la définition d’un couple d’amorces spécifiques afin  d’utiliser ce gène 

comme témoin de normalisation lors des expériences de RT-PCR semi-quantitative en temps 

réel.  

Deux inhibiteurs de divisions cellulaires, l’oryzaline et l’hydroxyurée, ont été rajoutés 

séparément au milieu de culture des cellules. Les variations des quantités relatives d’ARNm 

de la cycline B1 de chicorée permettront de positionner l’expression de cette cycline au cours 

du cycle cellulaire. Les concentrations en inhibiteurs ainsi que les durées de traitement sont 

basées sur des travaux réalisés avec les cellules BY2 de tabac (Planchais et al., 2000). 

Le traitement des suspensions cellulaires, 5 jours après le repiquage sur un milieu 

neuf, par l’oryzaline 15 µM pendant 24 heures, n’a pas d’effet significatif sur la quantité 

relative d’ARNm de la cycline B1 de chicorée (figure 8). Par contre l’ajout, à ce même stade, 

d’hydroxyurée 1 5mM pendant 24 heures entraîne une forte diminution de la quantité 

d’ARNm (figure 8). En effet, après le blocage de la division cellulaire par l’hydroxyurée lors 

de la transition G1/S du cycle cellulaire, la quantité relative d’ARNm de la cycline B1 est 

diminuée de 45 fois. La cycline B1 de chicorée semble donc être exprimée après la transition 

G1/S du cycle cellulaire et avant la phase M. Ces résultats confirment l’appartenance de cette 

cycline au groupe des cyclines mitotiques B1. La cycline isolée chez la chicorée serait donc 

30 X 
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bien une cycline mitotique, essentielle à la transtion G2/M du cycle cellulaire. En accord avec 

la nouvelle nomenclature des gènes contrôlant le cycle cellulaire proposée par Renaudin et al. 

(1996) ainsi qu’en fonction des caractéris tiques attribuées aux cyclines de type B1, nous 

proposons de nommer le premier gène codant une cycline isolé chez la chicorée, Ci;CycB1;1. 

 

3.2 Expression de Ci;CycB1;1 au cours de la cinétique de croissance de 

suspensions cellulaires de chicorée 

 

La quantité relative d’ARNm Ci;CycB1;1 a été observée au cours de la cinétique de 

croissance des cellules de chicorée. Nous avons choisi pour ces études quatre points de la 

cinétique : deux au sein de la phase exponentielle de croissance, 2 et 5 jours après le 

repiquage, un lors de la phase stationnaire, 10 jours après le repiquage et le dernier lors de la 

diminution du nombre de cellules, 17 jours après le repiquage. Les premiers résultats de ces 

expériences, répétées trois fois sur une même synthèse d’ADNc,  sont  présentés dans la figure 

9. 

Au cours de la cinétique de division des suspensions cellulaires de chicorée, la 

quantité relative d’ARNm de la cycline B1 reste constante entre J+2 et J+5 (figure 9). A ces 

moments, les cellules sont en phase exponentielle de croissance. La quantité relative d’ARNm 

de Ci;CycB1;1 chute de 2/3 à J+10 par rapport à J+2 et J+5 (figure 9). A ce stade, les cellules 

sont en phase stationnaire caractérisée par un équilibre entre le nombre de division et le 

nombre de mort cellulaire. Enfin, au 17ième jour après repiquage des cellules, une diminution 

de plus de dix fois de la quantité relative d’ARNm a été observée (figure 10). A ce stade, les 

cellules ne se divisent plus et meurent. La quantité relative des ARNm de Ci;CycB1;1 semble 

donc varier de manière similaire par rapport aux taux de divisions dans les suspensions 

cellulaires de chicorée. Ci;CycB1;1 semble donc être exprimée préférentiellement dans les 

cellules en division. 
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Figure 9 : Valeurs relatives, par rapport à l’actine, des quantités d’ARNm de la cycline
B1 de chicorée dans des suspensions cellulaires en culture. La valeur arbitraire égale 
à 1 a été donnée à la quantité relative la plus faible. Les ARNs ont été isolés 2, 5, 10 et 
17 jours après le repiquage des cellules sur un milieu neuf.
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Figure 8 : Quantités relatives, par rapport à l’actine, des ARNm de la cycline B1 de 
chicorée dans des suspensions cellulaires de chicorée bloquées par des inhibiteurs de 
division cellulaire. Témoin: sans inhibiteur, ory 24h: oryzaline 15 µM pendant 24 heures, 
HU 24h: hydroxyurée 15 mM pendant 24 heures. La valeur arbitraire égale à 1 a été 
donnée à la quantité relative la plus faible
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DISCUSSION 

 

 Les résultats présentés dans les chapitres I et II ont été obtenus par le biais de l’étude 

de l’activité de promoteurs de gènes contrôlant le cycle cellulaire d’ A. thaliana dans un 

système hétérologue qu’est la chicorée. Des constructions pCycB1;1 -uidA et pCycA2;1-uidA 

ont été introduites dans la chicorée. L’activité de ces promoteurs a été étudiée lors du 

développement racinaire par le biais de tests hystochimiques GUS. Bien que cette technique 

ait été employée dans d’innombrables travaux, elle présente à nos yeux plusieurs 

inconvénients. A. thaliana est une plante qui présente un cycle de vie court : huit semaines de 

graine à graine. La reproduction se fait facilement par autogamie. La chicorée de Bruxelles 

que nous utilisons est une plante bisannuelle. Son cycle de vie de graine à graine demande 

deux ans dans des conditions de cultures normales. Cependant, en conditions contrôlées, cette 

durée peut être diminuée de moitié. La chicorée répond en outre beaucoup moins bien à 

l’autofécondation avec un rendement de graines aléatoire et pouvant être trè s faible. De plus, 

l’étude de l’activité d’un promoteur demande préalablement un événement de transgenèse 

suivit de la régénération de plantules transformées. Afin d’augmenter le pourcentage de 

plantes transformées et ainsi stabiliser génétiquement l’inser tion du transgène, les études ont 

été réalisées sur des plantes de deuxième génération. 

 Ces différentes raisons nous ont amené à isoler et à caractériser des gènes contrôlant le 

cycle cellulaire chez la chicorée. A l’heure actuelle, nous avons obtenu la s équence codante 

complète de la cycline B1;1 de chicorée (Ci;CycB1;1), mais nous possédons aussi des 

séquences homologues à des CDKs et à une KRP (Legrand, 2002).  

 Le gène codant une cycline de type B1, isolé et partiellement caractérisé ici, présente 

une forte homologie de séquence protéique avec des cyclines de même type déjà isolées chez 

d’autres espèces végétales. Les motifs caractéristiques des cyclines de type B ont été 

retrouvés au niveau de la séquence protéique chez la chicorée. Au sein de la boîte cycline, la 

présence d’un motif HXKF, spécifique des cyclines B, permet de différencier les cyclines 

mitotiques A et B. En plus de la boîte de destruction et de la boîte cycline, il existe chez toutes 

les cyclines de type B1, deux boîtes appelées boîte A et boîte B. Ces deux boîtes sont 

importantes pour la signalisation cellulaire de la protéine (Sun et al., 1999b). La boîte A, 

présente sur le gène Ci;CycB1;1 et dont le motif est TRXFXAQL, a été décrite chez les 

animaux comme étant capable de se lier spécifiquement à la protéine CMR1 qui permet le 

transport d’autres protéines du noyau vers le cytoplasme (Yang et al., 1998).  
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 Les expériences de RT-PCR semi-quantitatives en temps réel apportent des résultats 

devant être considérés comme des résultats préliminaires. En effet, ces expériences n’ont été 

réalisée qu’à partir d’une seule synthèse d’ADNc. Cependant, ils sont tout à fait en accord 

avec ce qui a déjà été décrit chez d’autres plantes. En effet, Ferreira et al. (1994) présentent la 

cycline B1;1 d’ A. thaliana comme étant une cycline qui s’exprime lors de la transition G2/M 

dans les cellules en division ou réactivées pour entrer dans le cycle cellulaire. Afin de 

caractériser la ou les phases du cycle cellulaire durant lesquelles la cycline B1;1 de chicorée 

est exprimée, des cellules de chicorée en suspension ont été traitées avec deux inhibiteurs du 

cycle cellulaire. L’oryzaline a la capacité de bloquer les cellules lors de la phase M du cycle 

cellulaire alors que l’hydroxyurée bloque les cellules lors de la transition G1/S. Nos premiers 

résultats montrent d’une part, que l’oryzaline n’a aucun effet sur la quantité relative des 

transcrits et que, d’autre part, le traitement par l’hydroxyurée entraîne une baisse de près de 

50 fois des quantités relatives des transcrits. Cette cycline semble donc être préférentiellement 

exprimée après la transition G1/S et avant la mitose. Elle présente une expression semblable 

aux cyclines mitotiques d’autres espèces végétales. Enfin, d’après le calcul des quantités 

relatives des ARNm de Ci;CycB1;1 au cours de la cinétique de croissance des suspensions 

cellulaires, son expression peut être aisément corrélée aux divisions cellulaires. En effet, une 

diminution de plus de dix fois de la quantité des transcrits est observée lorsque les cellules ne 

se divisent plus. 
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- Annexe 1 - 
 
 

Carte de restriction du vecteur de clonage pGEM®-T easy vector (Promega) 
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- Annexe 2 - 
 

Alignements de la séquence en acides aminés déduite de C. intybus avec les séquences en 
acides aminés de cyclines de type B1 de différentes espèces. Les séquences d’ADNc obtenues 
par séquençage ont été soumises à une traduction selon les 6 cadres de lecture possibles sur le 
site internet : www.expasy.ch . La séquence en acides aminés qui ne présente pas de codons 
stop a été soumise aux banques de données. Les résultats suivants présentent les cinq espèces 
végétales avec lesquelles les homologies de séquence sont les plus importantes. 
 
 
 

tr Q9LD02 Cyclin B1 [CYCB1] [Nicotiana tabacum (Common 
tobacco)] 

425 AA  
align 

 Score =  234 bits (597), Expect = 5e-61 
 Identities = 136/217 (62%), Positives = 160/217 (73%), Gaps = 16/217 (7%) 
 
Query: 1   RNRRALGDIGNLVPASTLNEIGKPQI-QIARPITRTFRAQLVANAQAVDKNVKKPQEETT 59 
           RNRRALGDIGNLVPA      GKP+  QI+RP+TR+F AQL+ANAQ  +KN KKP  E   
Sbjct: 29  RNRRALGDIGNLVPAPAAE--GKPKAAQISRPVTRSFCAQLLANAQE-EKN-KKPLAEVV 84 
 
Query: 60  NSD--------DLPLKNHEETP--KRKHKKPTKSLTSVLTARSKVACGITTKPKDPVINI 109 
           N D        D  +K    +P  KRK KK  K+LTS LTARSK ACG++ +PK  + +I 
Sbjct: 85  NKDVPAKKKASDKEMKTVGGSPLSKRKAKKSGKTLTSTLTARSKAACGLSNRPKYEIEDI 144 
 
Query: 110 DEPDINNELAEVEYVEDIYKFYKLSETEGGLRD-YMNSQPDLNAKMRAILVDWLIEVHRK 168 
           D  D +N LA VEYVEDIY FYKL+E E  + D YMN QPDLN KMRAILVDWLIEVHRK 
Sbjct: 145 DVADADNHLAAVEYVEDIYNFYKLTEGESRVDDDYMNFQPDLNHKMRAILVDWLIEVHRK 204 
 
Query: 169 FELMPESLCLTVNIVDRYLSMRTVPRRELQLVGISAM 205 
           FELMPESL LT+ I+DR+LS++TVPR+ELQLVGIS+M 
Sbjct: 205 FELMPESLYLTITILDRFLSLKTVPRKELQLVGISSM 241 
 

  
 
 
 

tr Q9SBQ4 CYCB1-1 protein [CYCB1-1] [Petunia hybrida 
(Petunia)] 

437 AA  
align 

 Score =  234 bits (597), Expect = 5e-61 
 Identities = 132/229 (57%), Positives = 160/229 (69%), Gaps = 27/229 (11%) 
 
Query: 2   NRRALGDIGNLVPASTLNEIGKPQIQIARPITRTFRAQLVANAQAVDKNVKKPQEETTNS 61 
           NRR LGDIGNLV  + + E GKP+ QI+RP TR+F AQL+ANAQA +KN  KP  E  N  
Sbjct: 29  NRRVLGDIGNLVTGAPVIE-GKPKAQISRPATRSFCAQLLANAQA-EKNKVKPLAEVVNK 86 
 
Query: 62  -----------------------DDLPLKNHEETP--KRKHKKPTKSLTSVLTARSKVAC 96 
                                  +++  K  E++P  KRK KK  K+LTS LTARSK AC 
Sbjct: 87  VPAKKKASDKPAVQEAVIVISPDEEVKKKTIEKSPLSKRKAKKTGKTLTSTLTARSKAAC 146 
 
Query: 97  GITTKPKDPVINIDEPDINNELAEVEYVEDIYKFYKLSETEGGLRDYMNSQPDLNAKMRA 156 
           G++ +PK+ + +ID  D  N LA VEYVEDIY FYKL+E E  + +YM  QP+LN KMRA 
Sbjct: 147 GLSNRPKNEIDDIDAADAANHLAVVEYVEDIYNFYKLTEDESRVNNYMEFQPELNHKMRA 206 
 
Query: 157 ILVDWLIEVHRKFELMPESLCLTVNIVDRYLSMRTVPRRELQLVGISAM 205 
           ILVDWLIEVHRKFELMPESL LT+NI+DR+LSM+TVPR+ELQLVGISAM 
Sbjct: 207 ILVDWLIEVHRKFELMPESLYLTINILDRFLSMKTVPRKELQLVGISAM 255 
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tr O04389 B-like cyclin [CYM] [Catharanthus roseus (Rosy 
periwinkle) 
(Madagascar periwinkle)] 

436 
AA  
align 

 Score =  216 bits (549), Expect = 2e-55 
 Identities = 123/236 (52%), Positives = 158/236 (66%), Gaps = 36/236 (15%) 
 
Query: 3   RRALGDIGNLVPASTLNEIGKPQIQIARPITRTFRAQLVANAQA---------------- 46 
           RRALGDIGNLV    +   GKP  Q++RPITR+F AQL+ANAQA                 
Sbjct: 33  RRALGDIGNLVTVRGVE--GKPLPQVSRPITRSFCAQLLANAQAAAVAENNKKCKAVNVD 90 
 
Query: 47  -------VDKNVKKPQEETTNSDD------LPLKNHEETPKRKHKKPTK----SLTSVLT 89 
                  + K  +KP ++   +        + + +  E  K K KKP+K    +LTS LT 
Sbjct: 91  GAADGGIIPKGARKPAQKKAATIKPKPEAVIEISSDSEQVK-KEKKPSKKDAPTLTSTLT 149 
 
Query: 90  ARSKVACGITTKPKDPVINIDEPDINNELAEVEYVEDIYKFYKLSETEGGLRDYMNSQPD 149 
           ARSK ACG++ KPKD +I+ID  D +NELA VEYVEDIYKFYK++E E  + +YM+SQP+ 
Sbjct: 150 ARSKAACGLSKKPKDQIIDIDAADADNELAVVEYVEDIYKFYKIAENESRVHNYMDSQPE 209 
 
Query: 150 LNAKMRAILVDWLIEVHRKFELMPESLCLTVNIVDRYLSMRTVPRRELQLVGISAM 205 
           +N KMRAIL+DWLIEVH KFEL PE+L LT+NIVDRYL+++T  R+ELQLVG+SAM 
Sbjct: 210 INDKMRAILIDWLIEVHHKFELNPETLYLTINIVDRYLAVQTTLRKELQLVGMSAM 265 
 

  
 
 
 
 
 
 

tr P93102 Mitotic cyclin [CYC1] [Chenopodium rubrum (Red 
goosefoot) 
(Pigweed)] 

446 
AA  
align 

 Score =  211 bits (536), Expect = 6e-54 
 Identities = 129/248 (52%), Positives = 158/248 (63%), Gaps = 45/248 (18%) 
 
Query: 1   RNRRALGDIGNLVPA-----STLNEIGKPQIQIARPITRTFRAQLVANAQA--------- 46 
           RNR ALGDIGN+V A        N I KPQ  I RP+TR+F AQLVANAQA          
Sbjct: 26  RNRTALGDIGNVVTARGGAIGAANGIAKPQA-INRPLTRSFCAQLVANAQAAAEKKKKQG 84 
 
Query: 47  ---VDKNV-------------------KKPQE----ETTNSDDLPLKNH---EETPKRKH 77 
              VD NV                   KK QE    E   ++      H   E+ P  K  
Sbjct: 85  VKAVDVNVGGARKAGVGVAVAPAAAAQKKVQEKKKTEVVVAETKTPSGHGKVEQKPASKK 144 
 
Query: 78  KKPTKSLTSVLTARSKVACGITTKPKDPVINIDEPDINNELAEVEYVEDIYKFYKLSETE 137 
           KK T + TS LTARSK ACG++ KP++ ++NIDE  + +ELA VEYVEDIY FYK++E E 
Sbjct: 145 KK-TPTFTSFLTARSKEACGLSKKPQELIVNIDEGSVEDELAVVEYVEDIYSFYKIAEDE 203 
 
Query: 138 GGLRDYMNSQPDLNAKMRAILVDWLIEVHRKFELMPESLCLTVNIVDRYLSMRTVPRREL 197 
             +RDYM+SQPD+N KMR+ILVDWLIEVH KFEL  E+L LT+NI+DR+LSM+ VPR+EL 
Sbjct: 204 SRVRDYMDSQPDINEKMRSILVDWLIEVHYKFELRQETLYLTINIIDRFLSMKIVPRKEL 263 
 
Query: 198 QLVGISAM 205 
           QLVGI++M 
Sbjct: 264 QLVGIASM 271 
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tr Q39880 Mitotic cyclin b1-type [Glycine max 
(Soybean)] 

440 AA  
align 

 Score =  206 bits (524), Expect = 1e-52 
 Identities = 121/245 (49%), Positives = 154/245 (62%), Gaps = 47/245 (19%) 
 
Query: 1   RNRRALGDIGNLVPASTLNEIGKPQIQIARPITRTFRAQLVANAQAV-DKN--------- 50 
           RNRR L DIGNLV            I +++P+TR FRAQL+ANAQA  +KN          
Sbjct: 28  RNRRVLQDIGNLVGKQGHGN----GINVSKPVTRNFRAQLLANAQAATEKNKKSSTEVNN 83 
 
Query: 51  ----------------------VKKPQEETT--------NSDDLPLKNHEETPKRKHKKP 80 
                                  KKP+EE           SD+      ++  ++   K  
Sbjct: 84  GAVVATDGVGVGNFVPARKVGAAKKPKEEPEVIVIISDDESDEKQAVKGKKAREKSAMKN 143 
 
Query: 81  TKSLTSVLTARSKVACGITTKPKDPVINIDEPDINNELAEVEYVEDIYKFYKLSETEGGL 140 
            K+ +SVL+ARSK ACG+   P+D V+NID  D++NELA  EY++DIYKFYK +E +G + 
Sbjct: 144 AKAFSSVLSARSKAACGL---PRDFVMNIDATDMDNELAAAEYIDDIYKFYKETEEDGCV 200 
 
Query: 141 RDYMNSQPDLNAKMRAILVDWLIEVHRKFELMPESLCLTVNIVDRYLSMRTVPRRELQLV 200 
            DYM SQPD+NAKMR+ILVDWLIEVHRKFELMPE+L LT+NIVDR+LS++ VPRRELQLV 
Sbjct: 201 HDYMGSQPDINAKMRSILVDWLIEVHRKFELMPETLYLTLNIVDRFLSVKAVPRRELQLV 260 
 
Query: 201 GISAM 205 
           GIS+M 
Sbjct: 261 GISSM 265 
 

  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Annexe 3 - 
 
 

Alignement de la séquence nucléotidique de 616 pb de C. intybus avec les séquences les plus 
similaires d’autres espèces végétales. Les nucléotides surlignés en rouge sont identiques aux 
six séquences. 

 
                               10        20        30        40        50          
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     AGAAATA---GACGAGCTCTGGGA-----GATATAGGTAATCTTGTGCCT  
nicotianna tabacum    AGAAATA---GGCGTGCTCTCGGA-----GACATTGGCAACCTTGTGCCT  
petunia hybrida       AGAAACAATCGACGTGTGCTTGGT-----GACATTGGGAACCTTGTCACT  
catharantus roseus    AGAAAAATTCGTCGTGCTCTTGGA-----GACATTGGAAATCTTGTAACT  
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chenopodium rubrum    AGACAGCTTTAGGAGACATTGGAAACGTAGTCACTGCAAGAGGAGGAGCA  
glycine max           AGAAACA---GAAGGGTGCTGCAA-----GATATTGGGAATCTCGTGGGT  
 
                               60        70        80        90       100         
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     GCTTCCACTCTTAATGAAATAGGAAAGCCCCAAA---TTCAAA---TAGC  
nicotianna tabacum    G------CTCCTGCTGCAGAAGGAAAGCCTAAAGCAGCTCAGA---TTTC  
petunia hybrida       GGT---GCTCCTGTTATAGAAGGAAAGCCTAAAG---CTCAGA---TTTC  
catharantus roseus    G------TTCGTGGAGTTGAAGGCAAACCTCTTC---CTCAGG---TTTC  
chenopodium rubrum    A------TTGGCGCTGCTAATGGTATTGCTAAAC---CCCAGGCAATCAA  
glycine max           A--------AACAAGGCCATGGAAA----TGGAA---TTAACG---TGTC  
 
                              110       120       130       140       150     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     -TCGTCCCATCACACGAACTTTCCGAGCCCAACTGGTGGCAAATGCTCAA  
nicotianna tabacum    -TCGCCCTGTGACTAGGAGCTTTTGTGCACAGTTGCTAGCTAATGCACAA  
petunia hybrida       -TCGTCCTGCTACGAGGAGCTTTTGTGCACAGTTGCTGGCTAATGCACAA  
catharantus roseus    -TCGTCCTATTACTAGGAGTTTCTGTGCACAGTTGCTTGCCAATGCACAA  
chenopodium rubrum    -CCGTCCTCTCACCAGGAGTTTTTGCGCGCAGTTAGTCGCAAATGCACAA  
glycine max           -TAAACCTGTCACAAGGAACTTTCGTGCTCAACTATTGGCCAATGCACAA  
 
                              160       170       180       190       200     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     GCTGTA---GACAAAAATG-------------TAAAGAAA------CCA-  
nicotianna tabacum    GAAGAGA-AGAACAAG-----AAACC---ACTAGCAGAAG------TTGT  
petunia hybrida       GCAGAGA-AGAACAAGGTG--AAACC---GCTTGCAGAAG------TTGT  
catharantus roseus    GCAGCAGCAGTAGCTGAGAATAA--TAAGAAATGTAAG-------GCCGT  
chenopodium rubrum    GCAGCTGCTGAGAAAAAGAAGAAACAAGGAGTGAAAGCTGTG---GATGT  
glycine max           GCCGCAACAGAAAAGAATAAGAAATCAAGCACTGAAGTGA------ACAA  
 
                              210       220       230       240       250     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     CAAGAAGA----AACAACAAACAGTGACGAT-T---------TACCCCTG  
nicotianna tabacum    CAATAAAGATGTACCAGCCAA-GAAGAAGGCAT---------CAGATAAG  
petunia hybrida       CAATAAGG---TACCAGCCAA-GAAGAAGGCAT---------CAGATAAG  
catharantus roseus    TAATGTGGATGGAGCTGCGGATGGAGGTATTA----------TACCTAAA  
chenopodium rubrum    TAATGTTGGTGGCGCAAGAAA-GGCAGGAGTAGGA------GTAGCAGTA  
glycine max           CGGAGCAGTGGTGGCAACTGATGGGGTTGGTGTTGGGAATTTTGTTCCTG  
 
                              260       270       280       290       300     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     --------------------------------------------------  
nicotianna tabacum    --------------------------------------------------  
petunia hybrida       CCTGCT--GTACAAGAAGCTGTTATTG-TCATA--A-----------GCC  
catharantus roseus    GGAGCAAG--AAAACCAGCTCAGAAGA-AAGCT----GCTACTATCAAGC  
chenopodium rubrum    GCACCA--GCAGCAGCAGCACAGAAAA-AGGTGCAAGAAAAGAAGAAAAC  
glycine max           CTAGAAAGGTGGGAGCAGCTAAGAAGCCTAAAGAAGAACCTGAAGTGATT  
 
                              310       320       330       340       350     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     -------------------A--AAAACCAC------------GAAGAAA-  
nicotianna tabacum    ----------------GAAATGAAGACTGTT------------GGGGGAA  
petunia hybrida       CTGATG--AAGAAGTTAAGAAGAAGACCATT------------GAGAAAA  
catharantus roseus    CTAAGC--CTGAAGCTGTTATTGAAATTAGTTCTGATTCT--GAGCAAGT  
chenopodium rubrum    TGAAGTGGTTGTAGCAGAAACTAAAACCCCTTCTGGACAT--GGGAAAGT  
glycine max           GTGATTATCTCTGATGATGAATCAGACGAAAAGCAAGCTGTGAAGGGAAA  
 
                              360       370       380       390       400     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     ---CCCCA----AAAAGAAAACATAAAAAACCCACCAAGTCTCTCACCTC  
nicotianna tabacum    GTCCATTGAGCAAAAGAAAAGCAAAGAAGTC-TGGAAAGACTCTCACTTC  
petunia hybrida       GTCCCTTGAGCAAAAGAAAAGCAAAGAAGAC-TGGAAAGACTCTCACTTC  
catharantus roseus    TAAGAAGGAAAAAAAACCCAGCAAAAAAGA--TGCCCCAACTCTCACCTC  
chenopodium rubrum    TGAACAAAAACCAGCATCTAAGAAGAAGAA--AACCCCAACCTTTACTTC  
glycine max           AAAGGCAAGGGAAAAATCTGCCATGAAGAA--TGCCAAGGCCTTCAGTTC  
 
                              410       420       430       440       450     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     TGTCCTCACCGCTCGTAGTAAGGTGGCTTGTGGGATAACAACAAAACCCA  
nicotianna tabacum    TACTCTCACTGCTAGAAGCAAGGCTGCTTGTGGACTTTCCAATAGACCAA  
petunia hybrida       TACCCTCACTGCAAGAAGCAAGGCTGCTTGTGGACTTTCCAATAGGCCTA  
catharantus roseus    GACTCTTACTGCTCGAAGCAAGGCTGCCTGTGGATTGAGCAAGAAACCGA  
chenopodium rubrum    TTTCCTCACCGCCCGTAGCAAGGAAGCTTGTGGACTGTCCAAGAAACCTC  
glycine max           TGTTCTCTCTGCTAGAAGCAAGGCTGCTTGCGGACT-T--------CCAA  
 
                              460       470       480       490       500     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
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Cichorium intybus     AAGATCCAGTAATCAACATAGACGAACCCGACATCAACAACGAACTAGCC  
nicotianna tabacum    AGTATGAGATTGAGGACATCGATGTCGCTGATGCTGATAATCATTTGGCT  
petunia hybrida       AGAATGAGATTGATGATATTGATGCTGCAGACGCTGCTAACCATTTGGCT  
catharantus roseus    AGGACCAGATAATTGATATTGATGCTGCTGACGCAGATAATGAGTTGGCT  
chenopodium rubrum    AAGAACTAATAGTAAACATTGATGAGGGGAGCGTAGAAGATGAATTGGCA  
glycine max           GGGATTTTGTGATGAACATTGATGCAACTGACATGGACAATGAATTGGCA  
 
                              510       520       530       540       550     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     GAAGTCGAATACGTAGAAGACATCTACAAATTCTACAAACTCTCAGAAAC  
nicotianna tabacum    GCTGTAGAGTATGTTGAGGATATCTACAACTTCTACAAGCTCACTGAGGG  
petunia hybrida       GTTGTAGAGTATGTTGAAGACATCTACAATTTCTATAAGCTCACTGAGGA  
catharantus roseus    GTTGTTGAATATGTTGAAGATATCTACAAATTCTACAAGATTGCTGAGAA  
chenopodium rubrum    GTTGTTGAGTATGTTGAGGACATTTACAGCTTCTACAAAATTGCTGAGGA  
glycine max           GCAGCCGAGTACATCGATGATATCTACAAATTTTACAAAGAGACTGAAGA  
 
                              560       570       580       590       600     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     CGAAGGCGGATTACGCG---ACTACATGAACTCACAACCCGATCTAAACG  
nicotianna tabacum    TGAAAGTCGAGTGGATGACGACTACATGAACTTTCAACCAGACCTGAATC  
petunia hybrida       CGAAAGTCGAGTGAATA---ACTACATGGAATTCCAACCAGAGCTGAATC  
catharantus roseus    CGAAAGCCGAGTGCACA---ATTACATGGATTCGCAACCCGAGATAAATG  
chenopodium rubrum    CGAGAGTCGAGTGCGCG---ATTACATGGATTCGCAGCCCGATATCAATG  
glycine max           AGATGGTTGTGTGCATG---ACTACATGGGTTCGCAGCCAGATATTAATG  
 
                              610       620       630       640       650     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     CCAAAATGCGAGCCATTTTAGTCGACTGGTTAATCGAAGTTCACCGAAAA  
nicotianna tabacum    ATAAGATGAGAGCCATTTTAGTGGACTGGTTAATAGAAGTTCACAGGAAA  
petunia hybrida       ATAAGATGAGAGCCATTCTTGTGGACTGGTTGATAGAAGTTCACAGGAAG  
catharantus roseus    ATAAAATGAGGGCAATTCTGATTGATTGGTTAATTGAAGTTCATCACAAA  
chenopodium rubrum    AGAAGATGAGGTCTATTCTAGTGGATTGGTTAATTGAAGTGCATTACAAG  
glycine max           CCAAGATGAGGTCAATCCTTGTGGACTGGTTGATAGAAGTGCATAGGAAG  
 
                              660       670       680       690       700     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     TTCGAACTCATGCCCGAAAGTCTTTGCCTCACGGTCAACATCGTTGACCG  
nicotianna tabacum    TTTGAGCTTATGCCTGAGAGCCTTTACCTTACAATTACCATACTGGACCG  
petunia hybrida       TTTGAGCTGATGCCTGAAAGCCTTTACCTTACTATTAACATACTAGACCG  
catharantus roseus    TTTGAACTTAATCCAGAGACACTTTACCTCACTATCAACATTGTTGATCG  
chenopodium rubrum    TTTGAGTTGAGGCAAGAGACACTTTACCTTACCATAAACATCATCGATCG  
glycine max           TTTGAGCTCATGCCAGAAACTCTTTATTTGACCTTGAACATTGTCGATCG  
 
                              710       720       730       740       750     
                      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Cichorium intybus     ATACCTTTCCATGAGAACCGTACCCCGAAGAGAGCTACAGCTGGTTGGAA  
nicotianna tabacum    TTTCCTCTCGCTGAAGACGGTTCCAAGGAAGGAACTTCAGTTAGTTGGCA  
petunia hybrida       TTTTCTCTCTATGAAGACGGTTCCCAGGAAGGAACTTCAGTTAGTTGGCA  
catharantus roseus    ATATTTGGCTGTTCAAACCACACTAAGGAAAGAGCTTCAATTAGTAGGAA  
chenopodium rubrum    CTTCCTTTCGATGAAGATTGTCCCTAGGAAAGAGCTTCAGTTGGTAGGCA  
glycine max           GTTCCTGTCTGTGAAGGCTGTGCCTAGAAGGGAGCTTCAGCTGGTTGGCA  
 
                              760  
                      ....|....|.. 
Cichorium intybus     TTTCTGCTATGC  
nicotianna tabacum    TTAGCTCAATGC  
petunia hybrida       TTAGCGCAATGC  
catharantus roseus    TGAGTGCTATGC  
chenopodium rubrum    TTGCCTCAATGC  
glycine max           TCAGCTCCATGC  

- Annexe 4 - 
 
 
Alignement des ADNc des parties codantes de cinq espèces végétales avec l’ADNc de la 
partie codante obtenue chez C. intybus. chicintyb : Cichorium intybus, nictab : Nicotiana 
tabacum, pethybr : Petunia hybrida, cathroseus : Catharantus roseus, chenoprubr : 
Chenopodium rubrum, glymax : Glycine max. Les nucléotides identiques chez cinq des six 
espèces sont surlignés en rouge. 
 
 
                     10        20        30        40        50        60            
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
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chicintyb   ATGTCTTCGAACGAAGCTGTTCTTCCGATTCAACAGCCAAACAGAGATGTAA--------  
nictab      ATGGATAACAATAGTGTTGGTGTTCCTCACAATTTACCCAGAGGAGAAATGG------GA  
pethybr     ATGAATACTAACAGAGCTGTTCTTGTTCCTCA------CAGAGGAGAAGTGG------GA  
cathroseus  ATGGCTACAAGAAACGTTGTTCAAGTTCCGCAGCAGAACAGAGATGCAGCTCCTGCAGGA  
chenoprubr  ATGGCTGCACGAGCTGTTCTTCAAG------AGCAACCCAGAGGTGGAGTTC-------A  
glymax      ATGGCTTCCAGAT---TGGAACAA---CAGCAACAACCCACCAATGTTGGTGGTG--AGA  
 
                     70        80        90       100       110       120         
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   ----ACCAAAAGAACGCAGGCCAAGCAGAAAGAAGGAACAGGAGAGCCCTTGGTGACATT  
nictab      GGAAAACAGAAAAATGCACAAGCCGATGGAAGAAATA---GGCGTGCTCTCGGAGACATT  
pethybr     GGAAAACAGAAAAATGGACAAGCAGATGGAAGAAACAATCGACGTGTGCTTGGTGACATT  
cathroseus  ATGAAGCAGAAGAACATGGCAGGAGAAGGAAAAATTC---GTCGTGCTCTTGGAGACATT  
chenoprubr  GC--AGAAGAATGGTCAAGGAGGAGAGAGAAGAAATA---GGACAGCTTTAGGAGACATT  
glymax      AT-AAGCAGAAAAACATGGGCGGTGAAGGAAGAAACA---GAAGGGTGCTGCAAGATATT  
 
                    130       140       150       160       170       180      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GGAAATCTGGTGCCTGCTTCTACTCTTAATGAAATAGGAAAGCCCCAAATTCAAATAGCT  
nictab      GGCAACCTTGTGCCTG---CTCCTGCTGCAGAAGGAAAGCCTAAAGCAGCTCAGATTTCT  
pethybr     GGGAACCTTGTCACTGGTGCTCCTGTTATAGAAGGAAAGCCTAAAGC---TCAGATTTCT  
cathroseus  GGAAATCTTGTAACTG---TTCGTGGAGTTGAAGGCAAACCTCTTCC---TCAGGTTTCT  
chenoprubr  GGAAACGTAGTCACTG---CAAGAGGAGGAGCAATTGGCGCTGCTAA---TGGTATTGCT  
glymax      GGGAATCTCGTGGGTA---AACAAGGCCATGGAAATGGAATTA---------ACGTGTCT  
 
                    190       200       210       220       230       240      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   CGTCC------------------CATCACACGAACTTTCCGAGCCCAACTGGTGGCAAAT  
nictab      CGCCC------------------TGTGACTAGGAGCTTTTGTGCACAGTTGCTAGCTAAT  
pethybr     CGTCC------------------TGCTACGAGGAGCTTTTGTGCACAGTTGCTGGCTAAT  
cathroseus  CGTCC------------------TATTACTAGGAGTTTCTGTGCACAGTTGCTTGCCAAT  
chenoprubr  AAACCCCAGGCAATCAACCGTCCTCTCACCAGGAGTTTTTGCGCGCAGTTAGTCGCAAAT  
glymax      AAACC------------------TGTCACAAGGAACTTTCGTGCTCAACTATTGGCCAAT  
 
                    250       260       270       280       290       300      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GCTCAAGCTGTAGACAAAAATGTAAAGAAACCACAAGAAGAAACAACAAACAGTG-----  
nictab      GCACAAGAAGAGAAGAACA---AG---AAACCACTAGCAGAAGTTGTCAATAAAGATGTA  
pethybr     GCACAAGCAGAGAAGAACA---AGGTGAAACCGCTTGCAGAAGTTGTCAATAAGG---TA  
cathroseus  GCACAAGCAGCAGCAGTAGCTGAGAATAATAAGAAATGTAAGGCCGTTAATGTGGATGGA  
chenoprubr  GCACAAGCAGCTGCTGAGAAAAAGAAGAAACAAGGAGTGAAAGCTGTGGATGTTAATGTT  
glymax      GCACAAGCCGCAACAGAAA---AGAATAAGAAATCAAGCACTGAAGTGAACAACGGAGCA  
 
                    310       320       330       340       350       360      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   ---------ACGATT--TACCCCTG-----------------------------------  
nictab      CCAGCCAAGAAGAAGGCATCAGATAAG---------------------------------  
pethybr     CCAGCCAAGAAGAAGGCATCAGATAAGCCTGCTGTACAAGAAGCTGTTATTGTCATAAGC  
cathroseus  GCTGCGGATGGAGGTATTATACCTAAA---GGAGCAAGAAAACCAGCTCAGAAGAAAGCT  
chenoprubr  GGTGGCGCAAGAAAGGCAGGAGTAGGA---GTAGCAGTAGCACCAGCAGCAGCAGCACAG  
glymax      GTGGTGGCAACTGATGGGGTTGGTGTT---GGGAATTTTGTTCCTGCTAGAAAGGTGGGA  
 
                    370       380       390       400       410       420      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   -----------------A---AAAACCA-------CGAAGAAACCCC-------------  
nictab      ---------------GAAATGAAGACTG------TTGGGGGAAGTCC-------------  
pethybr     CCTGATGAAGAAGTTAAGAAGAAGACCA------TTGAGAAAAGTCC-------------  
cathroseus  GCTACTATCAAGCCTAAGCCTGAAGCTG---TTATTGAAATTAGTTCTGATTCTGA----  
chenoprubr  AAAAAGGTGCAAGAAAAGAAGAAAACTGAAGTGGTTGTAGCAGAAACTAAAACCCCTTCT  
glymax      GCAGCTAAGAAGCCTAAAGAAGAACCTGAAGTGATTGTGATTATCTCTGATGATGAATCA  
 
                    430       440       450       460       470       480      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   -------------------A--AAAAGAAAACATAAAAAACC--------------CACC  
nictab      ---------A---TTGAGCA--AAAGAAAAGCAAAGAAGTCT---------------GGA  
pethybr     ---------C---TTGAGCA--AAAGAAAAGCAAAGAAGACT---------------GGA  
cathroseus  G--------CAAGTTAAGAAGGAAAAAAAACCCAGCAAAAAA---------G---ATGCC  
chenoprubr  GGACATGGGAAAGTTGAACAAAAACCAGCATCTAAGAAGAAG------------AAAACC  
glymax      GACGAAAAGCAAGCTGTGAAGGGAAAAAAGGCAAGGGAAAAATCTGCCATGAAGAATGCC  
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                    490       500       510       520       530       540      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   AAGTCTCTCACCTCTGTCCTCACCGCTCGTAGTAAGGTGGCTTGTGGGATAACAACAAAA  
nictab      AAGACTCTCACTTCTACTCTCACTGCTAGAAGCAAGGCTGCTTGTGGACTTTCCAATAGA  
pethybr     AAGACTCTCACTTCTACCCTCACTGCAAGAAGCAAGGCTGCTTGTGGACTTTCCAATAGG  
cathroseus  CCAACTCTCACCTCGACTCTTACTGCTCGAAGCAAGGCTGCCTGTGGATTGAGCAAGAAA  
chenoprubr  CCAACCTTTACTTCTTTCCTCACCGCCCGTAGCAAGGAAGCTTGTGGACTGTCCAAGAAA  
glymax      AAGGCCTTCAGTTCTGTTCTCTCTGCTAGAAGCAAGGCTGCTTGCGGACTT---------  
 
                    550       560       570       580       590       600      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   CCCAAAGATCCAGTAATCAACATAGACGAACCCGACATCAACAACGAACTAGCCGAAGTC  
nictab      CCAAAGTATGAGATTGAGGACATCGATGTCGCTGATGCTGATAATCATTTGGCTGCTGTA  
pethybr     CCTAAGAATGAGATTGATGATATTGATGCTGCAGACGCTGCTAACCATTTGGCTGTTGTA  
cathroseus  CCGAAGGACCAGATAATTGATATTGATGCTGCTGACGCAGATAATGAGTTGGCTGTTGTT  
chenoprubr  CCTCAAGAACTAATAGTAAACATTGATGAGGGGAGCGTAGAAGATGAATTGGCAGTTGTT  
glymax      CCAAGGGATTTTGTGATGAACATTGATGCAACTGACATGGACAATGAATTGGCAGCAGCC  
 
                    610       620       630       640       650       660      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GAATACGTAGAAGACATCTACAAATTCTACAAACTCTCAGAAACCGAAGGCGGATTACGC  
nictab      GAGTATGTTGAGGATATCTACAACTTCTACAAGCTCACTGAGGGTGAAAGTCGAGTGGAT  
pethybr     GAGTATGTTGAAGACATCTACAATTTCTATAAGCTCACTGAGGACGAAAGTCGAGTGAAT  
cathroseus  GAATATGTTGAAGATATCTACAAATTCTACAAGATTGCTGAGAACGAAAGCCGAGTGCAC  
chenoprubr  GAGTATGTTGAGGACATTTACAGCTTCTACAAAATTGCTGAGGACGAGAGTCGAGTGCGC  
glymax      GAGTACATCGATGATATCTACAAATTTTACAAAGAGACTGAAGAAGATGGTTGTGTGCAT  
 
                    670       680       690       700       710       720      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GAC---TACATGAACTCACAACCCGATCTAAACGCCAAAATGCGAGCCATTTTAGTCGAC  
nictab      GACGACTACATGAACTTTCAACCAGACCTGAATCATAAGATGAGAGCCATTTTAGTGGAC  
pethybr     AAC---TACATGGAATTCCAACCAGAGCTGAATCATAAGATGAGAGCCATTCTTGTGGAC  
cathroseus  AAT---TACATGGATTCGCAACCCGAGATAAATGATAAAATGAGGGCAATTCTGATTGAT  
chenoprubr  GAT---TACATGGATTCGCAGCCCGATATCAATGAGAAGATGAGGTCTATTCTAGTGGAT  
glymax      GAC---TACATGGGTTCGCAGCCAGATATTAATGCCAAGATGAGGTCAATCCTTGTGGAC  
 
                    730       740       750       760       770       780      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   TGGTTAATCGAAGTTCACCGAAAATTCGAACTCATGCCCGAAAGTCTTTGCCTCACGGTC  
nictab      TGGTTAATAGAAGTTCACAGGAAATTTGAGCTTATGCCTGAGAGCCTTTACCTTACAATT  
pethybr     TGGTTGATAGAAGTTCACAGGAAGTTTGAGCTGATGCCTGAAAGCCTTTACCTTACTATT  
cathroseus  TGGTTAATTGAAGTTCATCACAAATTTGAACTTAATCCAGAGACACTTTACCTCACTATC  
chenoprubr  TGGTTAATTGAAGTGCATTACAAGTTTGAGTTGAGGCAAGAGACACTTTACCTTACCATA  
glymax      TGGTTGATAGAAGTGCATAGGAAGTTTGAGCTCATGCCAGAAACTCTTTATTTGACCTTG  
 
                    790       800       810       820       830       840      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   AACATCGTTGACCGATACCTTTCCATGAGAACCGTACCCCGAAGAGAACTCCAACTTGTG  
nictab      ACCATACTGGACCGTTTCCTCTCGCTGAAGACGGTTCCAAGGAAGGAACTTCAGTTAGTT  
pethybr     AACATACTAGACCGTTTTCTCTCTATGAAGACGGTTCCCAGGAAGGAACTTCAGTTAGTT  
cathroseus  AACATTGTTGATCGATATTTGGCTGTTCAAACCACACTAAGGAAAGAGCTTCAATTAGTA  
chenoprubr  AACATCATCGATCGCTTCCTTTCGATGAAGATTGTCCCTAGGAAAGAGCTTCAGTTGGTA  
glymax      AACATTGTCGATCGGTTCCTGTCTGTGAAGGCTGTGCCTAGAAGGGAGCTTCAGCTGGTT  
 
                    850       860       870       880       890       900      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GGTATCAGTGCAATGTTGATTGCGTGTAAATATGAAGAAATTTGGCCACCTGAAGTTAAT  
nictab      GGCATTAGCTCAATGCTAATTGCTTGCAAGTATGAAGAGATTTGGGCACCAGAGGTGAAT  
pethybr     GGCATTAGCGCAATGCTAATTGCTTGCAAGTATGAAGAGATTTGGGCACCAGAGGTCAAT  
cathroseus  GGAATGAGTGCTATGCTTATAGCTTCTAAATATGAAGAAATCTGGGCTCCAGAGGTGAAT  
chenoprubr  GGCATTGCCTCAATGCTTATAGCTTGCAAGTATGAAGAAATTTGGGCACCTGAGGTGAAT  
glymax      GGCATCAGCTCCATGCTGATAGCCTCAAAATATGAAGAGATATGGGCACCAGAGGTTAAT  
 
                    910       920       930       940       950       960      
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GATTTGATCGCGATATCGGATAACGCGTACACGAGAGAACAGATTTTGGGAATGGAGAAA  
nictab      GATTTCATTCATATATCAGACAATGCATATGCCAGAGAGCAAATACTTCAGATGGAGAAA  
pethybr     GATTTCATGCATATATCAGACAATGTGTATACCAGAGATCATATACTTCAGATGGAGAAA  
cathroseus  GACTTTGTATGCATCTCAGACAGAGCTTATAGTCACCAGCAGGTTTTGGTTATGGAAAAA  
chenoprubr  GATTTTGTACAGATATCAGACAAGGCATATGTGAGAGAACAAGTATTGTGTATGGAGAAA  
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glymax      GACTTTGTGTGCATATCAGACAATGGTTATGTTAGTGAACAAGTATTGATGATGGAGAAA  
 
                    970       980       990       1000      1010      1020     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GCGGTTCTTGGTGTTTTGGGGTGGTATTTGACCGTTCCGACTCCGTATGTGTTTCTTGTT  
nictab      GCAATTCTTGGGAAGTTGGAATGGTATTTGACAGTTCCAACACCATATGTTTTTCTGGTT  
pethybr     GCAATTCTTGGGAAGCTGGAATGGTATCTGACAGTTCCAACACCATATGTGTTCTTGGTT  
cathroseus  CGTATCTTGGGAGGACTTGAATGGAATTTAACAGTTCCAACACCATACGTTTTCTTGGTT  
chenoprubr  ACAATACTTGGGAACCTGGAGTGGTATTTGACTGTTCCTACACCATACATGTTCCTCACT  
glymax      CAAATCCTTAGGAAGCTTGAATGGACTTTAACAGTTCCAACACCCTATCACTTTTTGGTT  
 
                    1030      1040      1050      1060      1070      1080     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   CGGTACACGAAGGCTTCGGTTCCTTC---TGATAAAGAGATGGAGAATATGGTGTTTTTC  
nictab      AGGTACATTAAAGCTGCAACACCATCTGATAATCAGGAGATGGAGAACATGACATTCTTT  
pethybr     AGGTACATCAAAGCTGCAATGCCATCTGATGATCAGGAGATACAGAACATGGCTTTCTTC  
cathroseus  CGATTCATTAAGGCCTCAGTTCC------TGATTCAAATATGGAGAACATGGTATATTTC  
chenoprubr  AGATATGTCAAAGCTTCTGTTACACT---TGATTCTGAGATGGAAAATATGTCATACTTC  
glymax      AGGGATACCAAAGCCTCCACTCCGTC---TGACAAAGAGATGGAGAACATGGTGTTTTTC  
 
                    1090      1100      1110      1120      1130      1140     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   TTGACTGAGTTGGGTTTGGTTCATTACGCGATTATGATGGAGAATAATCCTTCGAAGCTT  
nictab      TTTGCTGAACTTGGTCTTATGAACTACAAGATCACAATATCATACCGCCCATCAATGCTA  
pethybr     TTTGCTGAACTTGGTCTTATGAACTATACAACTACAATATCATACTGCCCATCAATGCTA  
cathroseus  TTTGCAGAGCTTGGGATGATGAATTATTCGGTAGCGATGATGTATTGTTCATCAATGATT  
chenoprubr  TTTTCTGAACTTGGGATGATGAATTATTCAACCACAATCAAGTACCCTCCCTCACTTCTG  
glymax      CTTGCTGAACTTGGATTGATGCATTATCCTACTGTAATCTTGTACCGTCCTTCTCTGATT  
 
                    1150      1160      1170      1180      1190      1200     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GCTGCGACTGCGGTTTATGCTGCTCGGTGCACATTAAATAAGACACCGGCTTGGACCGGG  
nictab      GCAGCATCGTCCGTTTATGCTGCTCGTAGCACTCTCAACAAAACTCCACTATGGACTCAA  
pethybr     GCAGCATCTGCTGTCTATGCTGCTCGTGGAACTCTCAACAAAGGTCCTCTATGGACTCCA  
cathroseus  GCTGCCTCAGCAGTTTATGCAGCAAGATGCACCTTTAATAAGACCCCTTCTTGGGATGAT  
chenoprubr  GCCGCTTCGAGCGTGTACACTGCTCGCTGTACTCTGAACAACAGTCCCTCTTGGACAGAA  
glymax      GCTGCTTCTGCTGTGTTTGCGGCTCGATGTACCCTTGGAAGGAGCCCTTTCTGGACAAAC  
 
                    1210      1220      1230      1240      1250      1260     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   ACACTTAAATATCATACCGGGTATTCTGAAGATGAATTAAGGGATTGTGCAAAGAATCTG  
nictab      ACTCTGCAGCACCATACTGGCTACTCAGAAGATCAGTTGATGGAATGTGCAAAGATATTG  
pethybr     ACTCTGCAGCACCATACTGGCTACTCAGAAGAGCAGTTGATGGAATGCACAAAGCAATTG  
cathroseus  ACATTGAAATTGCACACTGGTTTCTCTGAGTATCAGCTAATAGATTGTGCCAAGGTACTG  
chenoprubr  ACTCTCAAGCACTACACTGGCTACTCTGAAAACCAGCTTCTGGAGTGTGCTAGGCTATTG  
glymax      ACTTTGATGCACTACACAGGCTACTCTGAGGAGCAACTAAGGGATTGCGCCAAAATCATG  
 
                    1270      1280      1290      1300      1310      1320     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GTGAGTTTCCATGCATGTGCAAGT---GAGACTAAGTTGAAGGCGGTGTACAGAAAGTAT  
nictab      GTTAGTTATCACTTGGATGCTGCA---GAAAGTAAGCTGAAAGCAATTTACAGGAAGTTT  
pethybr     GTTAGCTATCACAAGGGTGCTGCA---GAAAGTAAGCTCAAGGCAATCTACAGGAAGTTC  
cathroseus  GTTAACTTGCATGCCATGGCTGCA---GATAACAAGTTGAAAGTGATCTTCAGAAAATAT  
chenoprubr  GTGAGCTTTCATATGGCGGCACCA---GAAGGCAGGCTGAGAGCAGTTTACAAGAAGTTT  
glymax      GCCAACCTTCATGCTGCTGCTGCACCAGGAAGTAAGCTTAGGGCAGTTTACAAGAAATTC  
 
                    1330      1340      1350      1360      1370      1380     
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
chicintyb   GTGAATCCAGAAAAAGGTGCGGTGGCACTTTTCCCTCCGGCGAGAAGTCTTGTGGTGGAG  
nictab      TCGAGTCCAGATAGAGGTGCTGTTGCATTCTTCCCACCAGCAAGAAATCTCCTACCTACT  
pethybr     TCTAGTCCAGATAGAGGTGCTGTTGCCCTCTTCCCACCAGCAAGAAATCTTCTACCAACT  
cathroseus  TCCAGCCTGGAGAGAGGCTCTGTTGCTTTGCTACCACCTGCCAAATCTCTATTGGCCTAA  
chenoprubr  TCGAAACCAGACAATGGCGCTGTCGCCCTTCGACCTCCAGCCAAAAGCCTTTTGGCTTCG  
glymax      TCTAACTCGGATCTTTCTGCTGTTGCTCTTCTTTCTCCAGCAAAGGACTTGTCAGCACTG  
 
                    1390      1400      1410  
            ....|....|....|....|....|....|... 
chicintyb   ATTGGCGGTGGGGAATCTTCATAA---------  
nictab      ACTACTACTGATGCTGCTTCCTCCTCTTCTTGA  
pethybr     ACTACTACTACTACTACCTCCTCTTGA------  
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cathroseus  ---------------------------------  
chenoprubr  ACTTCATGA------------------------  
glymax      TCTTGA---------------------------  
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Discussion Générale et Perspectives 

 
 Le but de nos recherches, dont les résultats ont été présentés dans ce mémoire, 

concerne la compréhension des mécanismes du développement racinaire de la chicorée. 

Contrairement au modèle A. thaliana, la croissance primaire de la racine de chicorée, 

aboutissant à la formation d’un système racinaire composé d’une racine principale et de 

racines latérales, est suivi d’un processus de tubérisation . Elle consiste en des réorientations 

métaboliques, accompagnées d’une importante croissance en épaisseur. Les différentes phases 

du développement racinaire impliquent un équilibre entre les divisions cellulaires et la 

différenciation. Deux constructions, pCycB1;1-uidA et pCycA2;1-uidA, dans lesquelles le 

gène rapporteur uidA�FRGDQW�OD� �-glucuronidase d’ E. coli est respectivement sous le contrôle 

des promoteurs des cyclines B1;1 et A2;1 d’ A. thaliana, ont été mises à notre disposition. 

L’étude de l’activité  de ces deux promoteurs au cours du développement racinaire de la 

chicorée, a été réalisée par le biais de tests histochimiques GUS. En complément à ces tests, 

un gène codant une cycline mitotique de type B1 a été isolé et caractérisé. 

 

En 1994, Ferreira et collaborateurs ont étudié l’expression spatiale et temporelle du 

gène codant la cycline B1;1 chez d’ A. thaliana. Dans les méristèmes racinaires et caulinaires 

et durant l’embryogenèse, l’expression de cycB1;1 est exclusivement confinée dans les 

cellules en division et dans les cellules qui sont réactivées pour ré-entrer dans le cycle 

cellulaire. Ils ont également montré que cette cycline s’exprimait au niveau des cellules du 

péricycle qui sont à l’origine des racines latérales ainsi que dans les cellules des primordiums 

de ces futures racines latérales. Son expression  constitue à ce titre un événement précoce 

détecté bien avant l’observation des divisions cellulaires. Ces travaux ont permis de faire de la 

cycline B1;1 un marqueur du cycle cellulaire spécifique des cellules en division. 

Les caractéristiques de l’expression spatio -temporelle de la cycline B1;1 d’ A. thaliana 

ont amené à l’utilisation de ce gène comme marqueur dans l’étude du développement ou de la 

dédifférenciation cellulaire chez plusieurs espèces végétales (Niebel et al., 1996; Setiady et 

al., 1997; Rhode et al., 1997; Mews et al., 2000; Jelenska et al., 2000; Boucheron et al., 

2002). Par exemple, dans le but d’étudier les facteurs qui régulent l’expression de gènes 

contrôlant le cycle cellulaire dans des bourgeons de peupliers, Rohde et al. (1997) ont 

transformé des peupliers avec la construction pCycB1;1-uidA. L’activité du promoteur a été 

décelée  au niveau des méristèmes caulinaires et au sein de primordiums de jeunes feuilles. Ils 
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ont ainsi montré que, tout comme chez A. thaliana, ce promoteur est actif dans les zones 

méristématiques. Cependant récemment, Boucheron et al. (2002) ont mis en évidence une 

activité de�OD� �-glucuronidase dans des plantes de tabacs contenant le gène uidA, sous le 

contrôle de ce même promoteur, au niveau de cellules du phloème interne qui ne subissent pas 

de divisions, mais qui pourraient avoir acquis la compétence à se diviser. Ils proposent donc 

que l’activité du promoteur de la cycline B1;1 d’ A. thaliana pourrait, en plus d’être un bon 

marqueur de la division cellulaire, devenir un marqueur de la réactivation de cellules qui 

possèdent une compétence forte pour la dédifférenciation. L’ex pression de cycB1;1 ne serait 

pas liée exclusivement à la division cellulaire. 

Burssens et al. (2000) ont étudié, chez A. thaliana, l’expression du gène rapporteur 

uidA sous le contrôle du promoteur de la cycline A2;1. Ils ont montré que, contrairement à la 

cycline B1;1, l’activité du promoteur de la cycline A2;1 n’est pas simplement limitée aux 

cellules en division, mais aussi aux cellules qui ne se divisent pas, tout en gardant cependant 

la compétence à se diviser. Cette cycline ne serait donc pas un facteur limitant de la division 

cellulaire. Par exemple, lors de la formation des racines latérales, son expression n’est pas 

limitée aux cellules du péricycle situées face aux pôles de xylème, mais aussi au niveau des 

cellules du parenchyme médullaire. Lors des mécanismes plus tardifs de la formation des 

racines latérales, ces cellules joueraient un rôle dans les connexions vasculaires entre la racine 

principale et les racines latérales (Burssens et al., 2000).  

 Lors de l’étude du développement de la racine d e chicorée, l’activité du promoteur de 

la cycline B1;1 d’ A. thaliana a été mise en évidence, non seulement dans les cellules en 

division, mais aussi au niveau de cellules dans lesquelles nous n’avons pas constaté de 

division. En effet, lors de la formation des racines latérales, l’activité du promoteur pCycB1;1 

est présente dans des cellules corticales qui ne se divisent pas. De manière plus surprenante, 

cette activité est polarisée, puisqu’elle n’est présente que dans les cellules corticales situées 

face aux primordiums de racines latérales. Lors de la croissance en épaisseur de la racine, 

l’activité de pCycB1;1 est observée dans les cellules du cortex, de l’endoderme et du 

péricycle, dans lesquels les divisions ne sont pas systématiques. Par contre, aucune activité 

n’a été décelée au niveau du rhizoderme. Ces cellules sont vivantes, mais elles ne se divisent 

plus. Elles sont remplacées progressivement, au cours du développement racinaires, par les 

cellules corticales adjacentes. 

Chez la chicorée, que ce soit dans l’apex racinaire de graines en germination, de 

plantes âgées, ou lors de la formation des racines latérales, l’activité du promoteur de la 

cycline A2;1 d’ A. thaliana a été observée au niveau de tous les types cellulaires. Elle 
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s’observe, en effet, d ans les cellules en division ou dans les cellules qui ne se divisent pas, à 

l’exception des cellules de la coiffe et des cellules constituant ce qui pourrait être le centre 

quiescent. En accord avec ce qui a été démontré chez A. thaliana, nous pouvons supposer 

qu’au cours du développement racinaire de la chicorée, toutes les cellules, dans lesquelles une 

activité du promoteur pCycA2;1 a été observée, gardent une compétence à se diviser. Cette 

compétence rendrait possible la division de ces cellules afin d’a ccompagner la croissance en 

épaisseur de la racine initiée au niveau du cambium vasculaire. 

En définitive, l’activité de ces promoteurs lors du développement racinaire est assez 

proche de celle trouvée chez A. thaliana. Nous pouvons noter cependant des différences, dont 

la plus surprenante concerne l’activité du promoteur pCycB1;1 dans des cellules différenciées 

qui ne se divisent pas.  Afin de comprendre l’origine de cette différence d’expression, nous 

avons émis alors trois hypothèses : 

• Le promoteur pCycB1;1 d’ A. thaliana serait-il, dans la chicorée, activé au niveau 

de sites de blessure et de nécrose? En effet, lors de la formation des racines 

latérales, les cellules corticales situées face aux primordiums sont vouées à être 

éliminées. Ces cellules pourraient donc répondre à ce stress par l’activation de 

gènes contrôlant la division cellulaire. Les divisions permettraient alors de rétablir 

la cohésion entre les tissus de la racine principale et de la racine latérale. Chez A. 

thaliana, l’expression de cycB1 ;1 est stimulée par des blessures pratiquées au 

niveau de feuilles (Colon-Carmona et al., 1999). L’expression de ce gène pourrait 

être dans ce cas liée à la réactivation de cellules entrant dans un processus de 

réparation des lésions. Lors de l’étude de la  germination, nous avons 

involontairement blessé des cotylédons et des radicules. Nous avons pu observer 

une activité de la �-glucuronidase autour des sites de blessures. Cependant, nous 

n’avons jamais pu observer d’événements similaires au niveau des racines matures. 

En effet, nous avons réalisé des expériences dans lesquelles les racines de chicorée 

avaient été excisées, lacérées, placées une nuit dans un milieu H20 liquide, puis 

soumises aux tests histochimiques GUS. Aucune activité de la β-glucuronidase liée 

avec certitude à la blessure n’a pu être mise en évidence dans ces conditions . Si le 

promoteur pCycB1;1 semble être activé en réponse à une blessure, il est possible 

que cette réponse soit spécifique de certains organes tels que les feuilles, les 

cotylédons ou les jeunes radicules. Cependant, ces expériences ont été réalisées sur 

des racines excisées. Nous ne pouvons donc pas écarter l’hypothèse que 

l’activation du promoteur cycB1;1 soit, sous l’effet d’une blessure, régulée par des 
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substances, telles que l’éthylène ou l’acide jasmonique. En effet, l’analyse de la 

séquence du promoteur pcycB1;1 d’ A. thaliana, montre la présence de 8 motifs de 

réponse à l’éthylène ERE (Ethylen -responsive element) ATTT (Richard et al., 

2002). Des expériences de lésions des cellules corticales pourront donc être 

envisagées, sur des racines excisées en présence d’hormones de stress ainsi que sur 

des plantes entières. 

• Le promoteur pCycB1;1 serait-il activé dans des cellules différenciées en réponse à 

une pression mécanique ? Lors de la formation des racines latérales ou lors de la 

mise en place des tissus secondaires, les cellules corticales subissent des pressions 

centrifuges venant respectivement du dôme que constitue le primordium de la 

racine latérale et des tissus secondaires (xylème et phloème secondaires) formés. 

Des racines de chicorée de différentes tailles ont été placées sur un milieu de 

culture H20 gélosé très dense afin d’éviter l’enfoncement des racines dans le 

milieu. Des poids de différentes masses (1, 5, 10 grammes) ont alors été appliqués 

sur ces racines pendant 24 et 48 heures. Des tests histochimiques GUS ont été 

effectués, mais aucune activité de la β-glucuronidase n’a été mise en évidence à 

l’endroit de l’application des poids. La pression mécanique subie par les cellules 

corticales différenciées ne semble donc pas expliquer l’activité d e ce promoteur 

dans ces cellules. 

• Le promoteur pCycB1;1 serait-il activé en réponse à un signal provenant des 

primordiums de racines latérales ? De nombreux travaux ont montré l’importance 

des auxines tout au long du mécanisme de formation des racines latérales. 

Casimiro et al. (2001) ont montré que le transport basipète de l’auxine est essentiel 

à l’initiation des racines latérales. Reed et al. (1998) ont, quant à eux, montré que 

l’inhibition du transport acropète des auxines entraînait une diminution 

significative du nombre d’émergences de racines latérales. Les transports basipètes 

et acropètes des auxines agiraient donc indépendamment et respectivement au 

niveau de l’initiation des racines latérales et au niveau de l’émergence. Les auxines 

sont en fait essentielles à différents moments du développement des racines 

latérales. De plus, lors des phases plus tardives du développement, les 

primordiums deviennent indépendants d’un apport d’auxines exogènes, montrant 

ainsi l’existence, au sein même du primordium , de cellules jouant le rôle de 

sources d’auxines (Casimiro et al., 2003). L’étude de la séquence du promoteur de 

la cycline B1;1 d’ A. thaliana a montré l’existence d’un motif AuxRE (Auxin -
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responsive element) CTCA de régulation par les auxines, situés entre les résidus 

93 et 96 de la région promotrice (Richard et al., 2002). Nous pouvons envisager 

d’introduire, dans des chicorées, le gène rapporteur uidA sous le contrôle du 

promoteur pCycB1;1 délété de son motif de réponse aux auxines. Des études, 

concernant l’activité et l’effet de la délétion sur le développement des racines 

latérales, pourrons alors être réalisées. Dans le cas où l’introduction de cette 

construction n’entraîne aucune modification morphologique, nous pourrions 

vérifier si l’activité de la �-glucuronidase dans les cellules corticales, situées face 

aux primordiums de racines latérales, n’est plus détectée. Nous pourrions alors 

conclure que l’activité du promoteur pCycB1;1 est due, dans ces cellules, à un 

signal auxinique. Dans le cas où une activité de la �-glucuronidase est tout de 

même observée dans les cellules corticales, il est important de savoir que le 

promoteur de la cycline B1;1 d’ A. thaliana, en plus de posséder un motif de 

réponse aux auxines, possède un motif de réponse aux gibbérellines et 8 motifs de 

réponse à l’éthylène. Nous pourrions donc envisager des expériences de délétion 

de ces différents motifs afin de mettre en évidence la nature du signal potentiel qui 

permet l’activation du promoteur  pCycB1;1 dans des cellules différe nciées qui ne 

se divisent pas. 

 

 Au cours du cycle cellulaire, les complexes enzymatiques CDK/cycline contrôlant la 

progression des cellules à travers le cycle, sont eux-mêmes soumis à des régulations. Ces 

régulations se font par l’intermédiaire d’événemen ts de phosphorylation/déphosphorylation, 

ou la liaison à d’autres protéines telles que les KRPs ou les CKS. Dans l’optique d’étudier le 

contrôle du cycle cellulaire au cours du développement racinaire de la chicorée, il est 

envisageable de transformer des chicorées à l’aide de constructions dans lesquelles le gène 

uidA serait sous le contrôle de promoteurs de gènes codant des CDKs, des KRPs ou des CKS 

d’ A. thaliana.  

 

 Parallèlement à l’étude de l’activité de promoteurs de gènes contrôlant le cycle 

cellulaire au cours du développement de la racine, nous avons isolé et partiellement 

caractérisé un ADNc correspondant à la partie codante d’un gène de cycline de type B1. Cet 

ADNc de 1239 pb code une protéine de 412 acides aminés qui possède tous les motifs 

caractéristiques des cyclines de type B1 : boîte de destruction, boîtes A et B et boîte cycline 

comprenant le motif HRKF. La technique de RT-PCR semi-quantitative en temps réel 
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réalisées sur des ADNc issus de suspensions cellulaires traitées par des inhibiteurs du cycle 

cellulaire ont permis de corréler l’expression de ce gène avec la transition G2/M du cycle 

cellulaire. Lors de ces expériences, nous avons pu observer que la quantité de transcrits de la 

cycline de type B1 de chicorée est très faible dans les cellules bloquées par l’hydroxyurée. Ce 

taux d’ARNm semble montrer qu’une majorité de cellules de chicorées ont été bloquées au 

niveau de la transition G1/S. Les cellules qui parcourent le cycle cellulaire passent des états à 

2c (entre les phases M et S) à des états à 4c (entre les phases S et M). Dans des suspensions 

cellulaires non traitées par des inhibiteurs, un mélange de cellules à 2c et de cellules à 4c, est 

présent. Le blocage des cellules de chicorée avant la duplication de l’ADN doit entraîner une 

augmentation des cellules à 2c et une baisse du nombre de cellules à 4c. Ce déséquilibre entre 

les deux types cellulaires pourrait être confirmé par des expériences conjuguées de cytométrie 

de flux et de coloration des noyaux au DAPI (le volume du noyau pouvant traduire la quantité 

d’ADN présent). Ces résultats complémentaires pourraient montrer que les suspensions 

cellulaires de chicorée répondent convenablement à la synchronisation en transition G1/S sous 

l’effet de l’hydroxyurée. Le blocage des cellules pa r l’hydroxyurée est un événement non létal 

et réversible. L’obtention d’un pourcentage élevé de cellules synchronisées, bloquées dans 

une phase du cycle cellulaire, pourrait donc permettre d’utiliser ce matériel afin d’étudier 

l’expression de gènes contrôl ant le cycle cellulaire au cours des différentes phases du cycle 

cellulaire.  

Par ailleurs, des études d’expression, réalisées au cours de la cinétique de croissance 

des cellules, ont montré que le gène Ci;CycB1;1 semble s’exprimer exclusivement dans les 

phases de division active des cellules. Cependant, ces résultats doivent être considérés comme 

étant préliminaires, car ils n’ont été obtenus qu’à partir d’une seule synthèse d’ADNc. Afin de 

les confirmer, nous devons répéter ces expériences sur des ADNc issus d’ARN totaux 

provenant de suspensions cellulaires indépendantes. 

 En complément de la vérification de ces premiers résultats, il serait intéressant de 

localiser l’expression de ce gène au cours du développement de la racine de chicorée. Ce gène 

fait partie d’une famille dans laquelle les séquences sont très conservées. Cependant, il existe 

du côté 5’ de l’ADNc une région spécifique à la cycline B1;1 de chicorée. La séquence de 

cette région pourrait être utilisée comme sonde dans des expériences d’hybrid ation in situ sur 

des coupes semi-fines réalisées à différents moments du développement de la racine. Ces 

expériences permettront de confirmer les résultats obtenus avec les tests histochimiques GUS. 

Nous avons déjà utilisé la technique d’hybridation in situ pour localiser les ARNm du gène 

uidA dans des racines de plantes transformées par la construction pCycB1;1-uidA. Cependant, 
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nous nous sommes heurtés à de nombreuses difficultés techniques concernant l’inclusion du 

matériel végétal en paraffine ainsi que les différentes étapes de la technique d’hybridation en 

elle-même. Parallèlement à ces différents problèmes, nous avons utilisé des sondes « froides » 

marquées à la digoxygénine. Les essais que nous avons réalisés n’ont donné aucun résultat 

probant et interprétable, à cause des dommages subis par les cellules corticales lors de 

l’inclusion. Chez A. thaliana et chez Raphanus sativus, des expériences d’hybridation in situ 

ont été réalisées en utilisant des sondes radiomarquées à l’aide d’UTP -35S (Burssens et al., 

2000). L’utilisation de sondes radioactives permettrait d’augmenter la sensibilité de la 

technique (de Almeida, communication personnelle). Nous pourrions alors utiliser le N-butyle 

méthyle méthacrylate comme résine d’inclusion. En effet, l’augmentat ion de la sensibilité de 

la technique d’hybridation pourrait ainsi pallier les traitements concernant l’élimination de la 

résine, contraignants pour les ARNm, qui accompagnent l’utilisation de cette résine. Nous 

envisageons donc d’utiliser le N -butyle méthyle méthacrylate comme résine d’inclusion ainsi 

que des sondes marquées radioactivement afin de réaliser de nouvelles expériences 

d’hybridation in situ au cours du développement de la racine de chicorée.  

  

 Cichorium intybus, appelée « chicorée de Bruxelles » a la particularité de développer 

une racine pivot tubérisée, résultat d’une croissance en épaisseur importante couplée à une 

réorientation métabolique qui aboutit au stockage de dérivés glucidiques. Suivant les variétés, 

cette plante est très utilisée dans la région à la fois en agriculture (var. foliosum pour la 

production d’endive) et en agro -alimentaire (var. sativum pour la torréfaction de la racine). 

Elle représente un intérêt agronomique non négligeable pour le nord de l’Europe où elle est 

cultivée. Des travaux réalisés précédemment au laboratoire ont concerné la réorientation 

métabolique au cours de la tubérisation (Druart et al., 2000 ; 2001). Chez la chicorée, 

l’activité de la nitrate réductase racinaire, devient au cours de la tubérisation pri ncipalement 

foliaire (Dorchies et Rambour, 1985). Dans le même temps, les activités de la 

saccharose:saccharose fructosyltransférase (1-SST) et de la fructosane:fructosane 

fructosyltransférase (1-FFT) augmentent dans la racine de manière significative lors de la 

mise en place des tissus secondaires. Ces augmentations d’activités entraînent une synthèse 

accrue de l’inuline, qui serait stockée dans les cellules parenchymateuses du phloème 

secondaire (Van den Ende et al., 2000). Une question d’intérêt agronomi que peut alors être 

posée. La synthèse d’inuline agit -t-elle comme un signal sur la division du cambium 

vasculaire afin de produire les tissus secondaires ? La formation de tissus secondaires de 

réserve entraîne-t-elle la réorientation métabolique aboutissant à la synthèse d’inuline  ? 
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 La quantité d’une protéine peut être augmentée par la surexpression de son gène. Cette 

surexpression peut être obtenue par transformation à l’aide d’une construction dans laquelle le 

gène serait sous le contrôle d’un promoteu r fort tel que le promoteur 35S du CaMV. La 

transformation de chicorées à l’aide des constructions p35S -cycB1;1 ou p35S-sst pourrait 

permettre d’observer s’il existe une relation entre l’augmentation de l’activité de l’une des 

deux protéine au cours de la croissance en épaisseur de la racine et l’activité de l’autre 

protéine. D’un autre côté, la production d’une protéine peut être inhibée de manière post -

transcriptionnelle par la technique d’ARN interférant. Cette technique consiste à transformer 

un matériel d’étude à l’aide d’une construction dans laquelle une partie du gène cible se 

trouve en répétition inversée, le tout étant sous le contrôle d’un promoteur fort.  L’activité du 

promoteur entraîne la synthèse d’un ARN double brin qui va être clivé pour for mer des ARN 

de petite taille (SiRNA : Small Interfering RNA). Ces petits ARN vont se fixer sur un 

complexe RISC (RNA Interfering Silencing Complex) et vont cliver l’ARNm cible. Cette 

technique donne d’excellents résultats, même avec des fragments d’ADN trè s petits (25 à 50 

nucléotides), ce qui permet en l’occurrence de travailler sur des régions spécifiques des gènes 

cibles afin que l’inhibition soit ciblée (Gotham, 2003). Des chicorées pourraient être 

transformées par des fragments répétés inversés de cycB1;1 ou de la 1-SST. Après avoir 

vérifié l’implication de telles constructions sur le développement de la racine, ces plantes 

pourraient servir de matériel d’étude afin d’observer l’implication de la baisse de l’activité de 

la cycline B1;1 sur la synthèse d’inuline et de la baisse de l’activité de la 1 -SST sur les 

divisions cellulaires au niveau du cambium vasculaire. A terme, nous pourrions envisager une 

stratégie, par la modification de l’expression de ces deux gènes, afin de produire des plants de 

chicorée qui présentent une augmentation significative du diamètre de la racine et/ou de la 

quantité d’inuline stockée.  

  Cependant, l’analyse du génome complet d’ A. thaliana a montré la présence 

chez cette plante de 30 gènes de cyclines regroupés en 14 classes (Vandepoele et al., 2002). 

Quatre gènes de cyclines de type B1 ont été isolés chez le lupin (Jelenska et al., 2000). Le 

grand nombre de gènes codant des cyclines chez les plantes montre d’une part que ces 

cyclines sont certainement spécifiques non seulement d’une phase du cycle cellulaire, mais 

aussi probablement d’un tissu ou d’un moment précis du développement de la plante. De plus, 

le contrôle du cycle cellulaire est réalisé par des complexes CDK/cycline, eux-mêmes soumis 

à des régulations importantes par l’intermédiaire de phosphorylation/déphosphorylation et par 

l’association à des protéines inhibitrices (KRP) ou activatrices (CKS). En fait, l’annotation du 

génome d’ A. thaliana a mis en évidence 61 gènes codant des protéines qui interviennent dans 

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


la régulation du cycle cellulaire. A l’heure actuelle, nous avons obtenu, chez la chicorée, la 

séquence codante complète de la cycline B1;1 de chicorée (Ci;CycB1;1). Nous possédons 

aussi des séquences homologues à des CDKs et à une KRP (Legrand, 2002; Guilbert, 2003). 

Dans la stratégie d’analyse des mécanismes aboutissant à la tubérisation de la racine, il serait 

très intéressant de poursuivre ce programme d’isolement et de caractérisation de gènes 

contrôlant le cycle cellulaire chez la chicorée. Parmi ces gènes, notre intérêt principal se 

portera sur l’isolement d’un gène codant une cycline de type A. En effet les tests 

histochimiques réalisés sur des chicorées transformées à l’aide de la construction pcycA2  ;1-

uidA ont montré que ce promoteur était activé dans la majeure partie des cellules tout au long 

du développement racinaire, suggérant que ces cellules ont gardé une compétence à se diviser. 

Comme nous l’avons dit précédemment, les divisions importantes des cellules du cambium 

vasculaire entraînent une forte croissance en épaisseur qui aboutit à la formation d’une racine 

pivot tubérisée. Même si les tissus situés à l’extérieur du péricycle sont voués à disparaître 

dans une racine de chicorée mature, des divisions au sein de ces tissus ont été observées. Ces 

divisions sont essentielles à l’augmentation du diamètre de la racine. La capacité qu’ont les 

cellules corticales ou de l’endoderme à se réactiver lors de la tubérisation pourrait alors 

expliquer qu’elles aient gardé une compétence à se diviser lors des phas es plus précoces du 

développement racinaire. L’expression de cycA2 ;1 étant, chez A. thaliana, liée à la 

compétence à se divisier, la transformation de chicorées à l’aide de fragments répétés inversés 

de la cycline A2;1, pourrait nous permettre de savoir si cette dernière est essentielle au 

maintien de la compétence à se diviser des cellules différenciées de la racine. 

 Enfin une étude moléculaire de la tubérisation a été initiée au laboratoire (Goupil et 

al., 2003). Il serait intéressant de poursuivre l’is olement et la caractérisation de marqueurs 

moléculaires de la tubérisation, dont l’expression différentielle est encore mal connue à ce 

jour. L’analyse par comparaison des profils de cDNA -AFLP réalisés sur des parties de la 

racine produisant ou non des tissus secondaires pourrait nous permettre de mettre en évidence 

des gènes cibles, dont l’expression serait modifée lors de la croissance en épaisseur. Ces 

gènes pourront alors être isolés et caractérisés afin de mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires de la tubérisation qui restent encore très mal connus. 
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Résumé 

 

 La chicorée de Bruxelles est une plante bisannuelle de la famille des Astéracées. Elle 

présente la particularité de développer une racine pivot tubérisée, lieu de synthèse et de 

stockage de l’inuline.  

 L’étude de l’implication des divisions cellulaires dans les différents événements du  

développement du système racinaire de la chicorée a été réalisée par l’observation de 

l’activité des promoteurs de deux cyclines mitotiques, At  ;CycB1;1 et At ;CycA2;1. L’activité 

de pCycB1;1 a été corrélée avec les événements mitotiques tout au long du développement de 

la racine. Elle a ainsi pu être localisée au cœur des méristèmes racinaires et caulinaires lors de 

la germination et de la croissance en longueur de la racine, lors des différentes phases de la 

formation des racines latérales ainsi qu’au niveau de la zone c ambiale produisant les tissus 

vasculaires secondaires. Cependant, une activité de ce promoteur a été mise en évidence dans 

des cellules différenciées du cortex, de l’endoderme et du péricycle, dans lesquelles aucune 

division n’a été observée. Ces dernières  cellules semblent donc être réactivées au cours du 

développement de la racine. La cycline A2;1 présente un profil d’expression qui n’est pas 

strictement lié à la division cellulaire. En effet, l’activité du promoteur pCycA2;1 est 

retrouvée, tout au long du développement primaire de la racine de chicorée dans tous les 

tissus, à l’exception des cellules de la coiffe et de ce qui pourrait être le centre quiescent. La 

majeure partie des cellules de la racine de chicorée semble donc garder une compétence à se 

diviser. En effet, lors de la croissance en épaisseur de la racine de chicorée, les divisions de 

cellules du cortex, de l’endoderme et du péricycle permettent d’accompagner l’augmentation 

du diamètre de la racine 

 Un ADNc d’un premier gène de chicorée, nomm é Ci;CycB1;1, codant une cycline 

mitotique de type B1 a été isolé et caractérisé. L’expression de ce gène est corrélée avec la 

transition G2/M du cycle cellulaire. Dans des suspensions cellulaires de chicorée, ce gène 

s’exprime spécifiquement au moment où les cellules sont en division active. 

 

Mots clés : Cichorium intybus, développement, racine, racines latérales, cambium vasculaire, 

cycle cellulaire, cyclines. 

Discipline : Stratégie d’exploitation des fonctions biologiques.  
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