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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

Le travail présenté s'inscrit dans le cadre d'un programme d'étude des mécanismes
de changement d'identité cellulaire qui interviennent pour 'obtention d'embryons somatiques
a partir de tissus de chicorée cultivée in vitro. Une caractéristique majeure des cellules
végétales réside dans leur totipotence; toute cellule végétale différenciée peut recouvrer un
état de dédifférenciation, aussi qualifié de réactivation cellulaire, qui peut lui permettre de se
redifférencier dans un autre type cellulaire. L'embryogenése somatique est le processus par
lequel des cellules somatiques différenciées peuvent, aprés une phase de dédifférenciation,
se développer en embryon, de structure similaire & des embryons zygotiques (Zimmerman,
1993).

Certains génotypes de chicorée présentent, dans certaines conditions, la capacité a

produire de telles structures de fagon rapide et abondante.

L'étude physiologique et moléculaire d'un processus lié au développement peut étre
appréhendé selon deux approches:

e une approche qui se veut exhaustive, telle que la protéomique ou les techniques
moléculaires de "Différential Display RT-PCR", de cDNA-AFLP ou de puces a ADN,
permettant d'aborder simultanément I'ensemble des éléments impliqués dans le processus,

e une approche ciblée, reposant dans un premier temps sur I'étude de I'expression
de génes candidats impliqués dans des processus analogues chez d'autres espéces, avec

pour objectif de mettre en évidence ou non les mémes événements dans l'espece étudiée.

Chez la carotte, I'acquisition de la capacité d'une cellule dédifférenciée a entrer dans
une voie morphogéne conduisant a l'obtention d'embryons somatiques a été corrélée a
I'expression d'un géne codant un récepteur transmembranaire de type kinase appelé SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) (Schmidt et al., 1997). Chez cette plante
ainsi que chez Arabidopsis, les génes SERK (respectivement DcSERK et AtSERKT1) (Hecht
et al., 2001) sont exprimés de maniére transitoire a la fois au cours des phases précoces de
I'embryogenése somatique, dans les cellules qui se développeront en embryons, et au cours
de I'embryogenése zygotique. SERK appartient a une superfamille de génes, les récepteurs
de type kinase, qui sont impliqués dans de nombreux processus du développement des

plantes notamment l'identité et la différenciation cellulaire.

Ces constats et la connaissance des événements cytologiques qui interviennent au
cours de I'embryogenese somatique de la chicorée ont orienté notre travail vers I'approche

gene candidat afin de déterminer si des génes de type SERK étaient présents chez la
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chicorée et impliqués dans I'embryogenése somatique plus particulierement au cours des
phases précoces lorsque l'identité cellulaire est réorientée vers la voie embryogéne, ainsi

que lors de 'embryogenése zygotique.

Aussi, afin de déterminer s'il existe un géne fonctionnel équivalent a DcSERK chez la
chicorée, c'est a dire au moins un géne qui posséde a la fois des caractéristiques
structurales et fonctionnelles identiques, nous avons entrepris de mettre en évidence la
présence de ce type de génes chez la chicorée puis de déterminer si leur expression est
induite au cours des phases précoces de 'embryogenése somatique, ainsi que lors de

I'embryogenese zygotique et le développement de la graine.

Dans un premier temps, 'amplification au moyen d’'amorces dégénérées d’une région
correspondant a un domaine conservé a été effectuée afin de mettre en évidence I'existence
de géne de type SERK chez la chicorée. Ceci a ensuite été confirmé par I'obtention de
séquences codantes pleines longueurs.

Le second objectif de ce travail a été d’étudier la variation de Pexpression des
produits de ces candidats au cours des phases précoces de I'embryogeneése somatique,
ainsi que lors de 'embryogenése zygotique et du développement de la graine. Cet objectif a
compris deux volets : dans un premier temps, la variation du niveau de transcrits des
candidats lors des différents processus a été réalisée par RT-PCR en temps réel et
conjointement, un anticorps dirigé contre ces protéines a été obtenu afin de déterminer les
profils d’accumulation des produits de ces génes par western blot.

L’étude de I'expression génique a été réalisée sur un nouveau matériel sélectionné
au laboratoire et parallelement caractérisé. En effet, dans le but d’appréhender les
mécanismes moléculaires impliqués dans le déterminisme de I'embryogenése somatique, il
était important de disposer de génotypes embryogénes et non embryogénes les plus
isogéniques possibles de maniére a identifier avec une meilleure spécificité les génes dont
Pexpression est associée a la réponse embryogéne. Par ailleurs dans I'objectif de déterminer
Pexpression des produits des genes candidats au cours de 'embryogenése zygotique, une

cinétique de développement de la graine a été réalisée et caractérisée en paraliéle.

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré a une présentation bibliographique
de l'embryogenése somatique et a l'implication des récepteurs de type kinase dans le
développement des plantes.

Un deuxieme chapitre détaillera le matériel végétal ainsi que les méthodes

analytiques a la base de ce travail.
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Un troisiéme chapitre fera état des résultats obtenus. Il est articulé en deux parties.
La premiére partie détaillera les différentes étapes de clonage et de caractérisation des
génes de type SERK chez la chicorée. La seconde partie s'attachera a la détermination de
I'expression des produits de ces génes au cours des phases précoces de I'embryogenése
somatique et de I'embryogenése zygotique. Cette partie renferme deux volets : un premier
volet sur la détermination de la variation du niveau des transcrits et un second volet
consacré a la détermination de 'accumulation des protéines. Les résultats seront discutés &
la fin de chaque partie.

Une conclusion générale et des perspectives a ce travail viendront cléturer ce

manuscrit.
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| L'EMBRYOGENESE CHEZ LES VEGETAUX
I-A. L'EMBRYOGENESE ZYGOTIQUE

Chez les angiospermes, I'embryon zygotique est le produit d'une double fécondation.
Le grain de pollen contient deux noyaux haploides: un noyau végétatif et un noyau
reproducteur. Au cours de la fécondation, le noyau végétatif contrble le développement du
tube pollinique jusqu'a son arrivée a l'ovule. En paralléle, le noyau reproducteur subit une
mitose et génére ainsi deux noyaux fils. Un de ces noyaux reproducteurs féconde I'oosphére
contenue dans le sac embryonnaire de l'ovule et donne un zygote diploide; le second
fusionne avec deux noyaux du sac embryonnaire, il en résultera un albumen triploide et
parfois polyploide, selon les espéces. Ces deux éléments (albumen et embryon) constituent
la graine et se développent simultanément. Le zygote issu de la fécondation conduit a
Fembryon et l'albumen apporte les nutriments nécessaires aux premiers stades de
développement de I'embryon. L'albumen persiste dans la graine mature comme tissu de
réserve (graines albuminées) ou est résorbé dans les phases plus tardives du
développement (graines exalbuminées) (Lopes et Larkins, 1993; Vijayaraghvan et Prabhakar
K., 1984).

La polarité de I'embryon est déterminée dés la formation du zygote selon un axe
apico-basal (Howell, 1998). Dans la plupart des cas, la premiére division du zygote est
asymétrique et génére une grande cellule basale a l'origine de la formation du suspenseur,
et une petite cellule apicale qui donnera I'embryon (Mansfield et Briarty L.G., 1990) (Figure
1).

Chez la dicotylédone Arabidopsis', le schéma spécifique de développement de
I'embryon prend place au stade globulaire. Il est alors composé de huit cellules, et chacune
subit une division péricline qui génére le protoderme, isolant I'embryon de toutes les
structures périphériques. Les cellules du protoderme se divisent de maniere anticlinale pour
former le futur épiderme de lI'embryon. Quant aux cellules internes, elles continuent de se
diviser dans des directions longitudinales et transversales, générant avec le protoderme, les
trois éléments radiaux de I'embryon : pro-cambium, parenchyme et épiderme. La structure
radiale de I'embryon est établie lorsqu'il atteint un stade globulaire précoce (64 cellules).

Au cours de la transition du stade globulaire vers le stade cordiforme, I'embryon

passe d'une symétrie radiale a une symétrie bilatérale (radiale et longitudinale). Une

' Il est a noter que le terme Arabidospsis est ici employé pour signifier Arabidopsis thaliana.

L'utilisation d'autres espéces (ex Arabidopsis lyrata) est précisée dans le texte.
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élongation est alors constatée et les primordium de cotylédons apparaissent du cété apical
de I'embryon. Au stade cordiforme, la région de I'hypocotyle est visible et le méristtme
racinaire est défini. Ceci marque I'achévement de ce schéma de symétrie longitudinale défini
par I'axe apico-basal de I'embryon qui est formé des cotylédons, de I'hypocotyle et de la
radicule. A ce stade, I'embryon est achevé. Il subit une maturation et une dessiccation au
sein de la graine pour permettre le plus souvent son entrée dans un état de dormance, et
ainsi attendre les conditions idéales a sa germination (Mordhorst et al., 1997).

L'embryon ne définit pas l'architecture future de la plante. En effet contrairement aux
animaux, les plantes doivent développer des organes tout au long de leur vie. De plus,
I'embryon mature n'est pas une structure autonome: son développement ultérieur en plantule
nécessite la présence des tissus nourriciers (albumen ou cotylédons) jusqu'a ce que la jeune
plantule soit capable de prélever I'eau et les éléments minéraux du sol qui lui permettront de
réaliser la photosynthése et de devenir autotrophe.

I-B. L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE

I-B.1. Caractéristiques générales

Les végétaux ont la capacité de se reproduire par d'autres voies que la voie sexuée.

Ces voies de multiplication sont dites végétatives et peuvent intervenir in vivo (marcottage,
stolons, apomixie), mais aussi in vitro par différents processus tels que I'embryogenése
haploide (androgenése, gynogenc‘—;se) ou l'embryogenése somatique.
Par exemple, I'androgenése est le processus qui provoque, dans certaines conditions
expérimentales, l'induction du développement du gaméte méle haploide en sporophyte :
plutét que d'évoluer vers une maturation du pollen, le développement des microspores
unicellulaires peut étre orienté vers la formation d'embryons. Ces embryons haploides ont
d'abord été obtenus chez le datura (Guha et Maheshwari, 1964). L'androgenése a ensuite
été induite chez différentes espéces comme le colza (Lichter, 1982) ou le tabac (Heberle-
Bors, 1989).

Les embryons peuvent aussi se développer a partir de cellules somatiques de
pIantes:’Ces embryons somatiques peuvent étre obtenus de maniére spontanée chez
certaines espéces comme Bryophyllum (Yarbrough, 1932) ou les fougeéres du genre Malaxis
(Taylor, 1967). Ce phénomeéne a été observé pour la premiére fois in vitro dans une
suspension cellulaire de carotte (Reinert, 1958). L'embryogenése somatique a pu, ensuite,
étre induite chez plusieurs espéces telles que le dactyle (Hanning et Conger, 1982), la
chicorée (Guedira et al., 1989), le chéne (El-Maataoui et al., 1990) ou encore I'hévéa
(Michaux-Ferriere et Schwendiman J., 1992).
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L'embryon somatique présente une structure comparable a celle de I'embryon
zygotique a partir du stade globulaire (Zimmerman, 1993) (Figure 1). Alors que le zygote est
intrinsequement embryogéne, les cellules somatiques ne le sont pas spontanément. Par
conséquent, il est nécessaire de permettre le passage de ces cellules de I'état différencié a
I'état indifférencié, puis le passage de cet état dédifférencié vers une nouvelle identité
cellulaire (i.e. cellules embryogénes). Au cours de divisions successives, une cellule ou un
groupe de cellules va évoluer en embryons. Deux étapes sont indispensables:

» une étape de dédifférenciation” ou de réactivation cellulaire (phase d'induction)
conduisant a l'obtention de cellules compétentes® pour I'embryogenése somatique, dont
certaines vont évoluer en cellules embryogénes*; cette étape n'a pas d'équivalence au
cours de I'embryogenése zygotique;

¢ une phase d'expression au cours de laquelle certaines cellules embryogénes se

développent en embryons somatiques par des divisions successives.

I-B.2. Origine des embryons somatiques

L'obtention d'embryons somatiques peut se faire selon deux modes, le mode direct ou
le mode indirect (Figure 1).

e Lorsque l'embryogenése est de type direct, la cellule somatique subit une
dédifférenciation, puis une redifférenciation au sein méme du tissu dont elle est issue.
C'est le cas de la chicorée ou les embryons somatiques sont obtenus a partir de
différents types d'explants (Dubois et al., 1990).

e L'embryogenése somatique de type indirect passe par un état de cal formant une
masse de cellules a caracteres indifférenciés dont certaines vont donner des embryons.
C'est le cas de la carotte (de Vries et al., 1988)

Par ailleurs, les embryons somatiques peuvent avoir deux origines différentes. lls sont
soit issus d'une seule cellule, c'est le cas de la carotte et de la chicorée; 'embryogenése est

dite d'origine unicellulaire (Dubois et al., 1990; Toonen et al., 1994). Soit les embryons sont

2 Dédifférenciation: processus provoqué par la modification de I'équilibre physiologique des tissus qui
peut étre réalisée en placant les tissus et/ou les organes dans des conditions inhabituelles. Ceci
déclenche dans ces cellules une modification plus ou moins importante de leur détermination. Ce
Erocessus peut permettre a la cellule de réacquérir une compétence (Dupire, 1999).

Cellules compétentes: cellules en cours de transition entre I'état somatique et embryogéne (Toonen
et al.,, 1994) qui ont la capacité de percevoir un signal spécifique, interne ou externe, nécessaire a leur
évolution en cellules embryogénes.

Cellules embryogénes: cellules capables d'évoluer en embryons somatiques, mais qui ne
nécessitent plus I'application de stimuli supplémentaires (de Jong et al., 1993).



Nature des explants L. . . . . .
Conditions d'induction Conditions d'expression Références
somatiques
Suspension Milieu liquide contenant Amas pro-embryogénes,
& ulai ouM de 2.4-D , Milieu liquide sans 2,4-D ,
o cellulaire pM ae <,4- 5 types morphologiques (7)) de Vries et al., 1988
S d'hypocotyle P de cellules isolées >
Protoplastes de Milieu contenant Groupes de cellules, Milieu sans 2,4-D = p
o > . > T asternak et al., 2002
° cellules foliaires 10 uM 2,4-D Amas pro embryogenes —
c
E milieu solide contenant milieu solide contenant 10 uM "‘;
3 Explants foliaires 10uM ANA, 4 uM BAP + Cals ANA, 4uM BAP, 1 uM ABA +> E Nolan et al., 2003
obscurité obscurité o
w Embryons Milieu liquide supplémenté Milieu liquide sans hormone (7)) .
‘T zygotiques en 2,4-D, 26°C, obscutité Cals > Baudino et al., 2001
= . > 7))
immatures
c
2- Embryons Blessure + Milieu solide comprenant 3% saccharose, 6.6 yM BAP, 50 uM ABA + obscurité> o
g zygotiques N Thomas et al., 2004
2 immatures Blessure + Milieu solide comprenant 12% saccharose, 6.6 uM BAP + obscurité -
o
e Explants foliaires Blessure + Milieu liquide comprenant 2% saccharose, 0.1 ugM ANA, 2.5 uM 2iP+ 35°C + E _
9 Exol o > L Dubois et al., 1991
= xplants racinaires
o obscurité

Figure 2: Conditions de culture permettant l'obtention d'embryons somatiques chez différentes plantes modéles. On distingue deux grands types

d'embryogenéses somatiques. Dans I'embryogenése somatique indirecte, une phase d'induction aboutit a la formation de structures cellulaires indifférenciées

compétentes a devenir embryogénes (cals) qui nécessitent une seconde phase permettant leur différenciation en embryons somatiques. C'est le cas de la
carotte, de la luzerne et du mais. Dans l'embryogenése somatique directe, les cellules somatiques se dédifférencient et se redifférencient en embryons
somatiques au sein du tissu en une seule phase de culture. C'est le cas du tournesol et de la chicorée. ANA: Acide Naphtaléne Acétique (auxine), 2,4-D:

acide 2,4-dichlorophénol acétique (auxine), ABA: acide abscissique, BAP: 6-benzylaminopurine (cytokinine), 2iP: 6-dimethylallylaminopurine (cytokinine).
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issus d'un ensemble de cellules formant un complexe pro-embryogéne, comme dans le cas
du tréfle (Maheswaran et Williams, 1985); I'embryogenése est alors d'origine pluricellulaire.

I-B.3. Les différentes plantes modéles de I'embryogenése somatique

L'embryogenése somatique peut étre induite chez de nombreuses plantes.
Cependant, méme si le processus d'induction est décrit chez de nhombreuses espéces, son
mécanisme est souvent peu connu. Il existe des especes pour lesquelles les mécanismes
d'induction et de développement de I'embryon somatique sont bien décrits. Les conditions
d'induction de l'embryogenése somatique des plantes pour lesquelles ce processus fait
I'objet d'études plus approfondies sont illustrées dans la figure 2.

L'embryogenése peut étre induite a partir d'une grande variété de tissus, allant
d'explants foliaires ou racinaires (chez la chicorée ou la luzerne), aux embryons zygotiques
immatures (chez le tournesol ou le mais), en passant par des cultures cellulaires issues de
différents organes (chez la carotte).

En plus de se distinguer par la variété d'explants somatiques initiaux, les différents modeéles
montrent aussi une large palette de conditions d'induction qui peut se réaliser de fagon
directe (chicorée, tournesol) ou indirecte (carotte, luzerne, mais), en présence de quantités

variables de régulateurs de croissances.

Lors de l'embryogenése somatique, les phases précoces pendant lesquelles les
cellules somatiques recouvrent leur état indifférencié pour se différencier a nouveau et suivre
la voie embryogene sont déterminantes. Nous nous attacherons par la suite, a décrire les
caractéristiques de ces phases précoces en développant uniquement les différents facteurs
qui permettent l'induction de I'embryogenése somatique, ainsi que les caractéristiques d'une
cellule embryogene. Les phases tardives de I'embryogenése somatique correspondant au
développement de l'embryon a partir d'une structure cellulaire typique d'un embryon
globulaire ne seront pas décrites, mais seulement évoquées lors de la description des génes

et protéines dont I'expression est liée a I'embryogenése somatique dans sa globalité.
I-B.4. L'induction de I'embryogenése somatique

I-B.4.1. Les stress

L'état de différenciation des cellules végétales peut facilement étre modifié dans des
conditions de culture in vitro. Ces conditions exposent les explants a des stress significatifs
par leur isolement de leur environnement tissulaire original et leur mise en culture sur un
milieu contenant des concentrations non physiologiques en éléments tels que des
régulateurs de croissance, sels et composants organiques. Les facteurs comme une

blessure (Grosset et al., 1990), de fortes concentrations en sel, en ions, en métaux lourds ou
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un stress osmotique influencent positivement l'induction de I'embryogenese somatique chez
diverses plantes (Dudits et al., 1995; Pasternak et al., 2002). Les réponses a ces conditions
de stress dépendent de deux parametres principaux : le niveau d'intensité du stress et |'état
physiologique des cellules. Un stress supérieur a la tolérance des cellules entraine leur mort.
Par contraste, un niveau de stress plus faible accroit le métabolisme et induit des
mécanismes d'adaptation (Lichtenthaler, 1998). Ces adaptations incluent la reprogrammation
de l'expression des génes, de méme que des modifications dans la physiologie et le
métabolisme cellulaire. Cet état cellulaire de transition, induit par des conditions de stress,
peut étre caractérisé par une large réorganisation cellulaire et permet un basculement de

développement si des signaux appropriés sont pergus (Feher et al., 2003).

Les stress mécaniques et physico-chimiques

Dans les protoplasmes de feuilles de luzerne, des composants induisant un stress
oxydatif augmentent le niveau endogéne d'auxine dans les cellules et favorise la
dédifférenciation. Les stress ne favorisent pas seulement la dédifférenciation, mais peuvent
aussi étre utilisés pour induire la formation d'embryons somatiques. Par exemple, des
cellules embryogénes peuvent étre formées a partir de protoplastes de feuilles de luzerne en
réponse a différents composants induisant un stress oxydatif en présence d'auxine et de

cytokinines (Pasternak et al., 2002).

Les stress hormonaux

L'influence de l'application d'auxines exogénes sur l'induction de |'embryogenése
somatique est bien documentée (Dudits et al, 1991). Parmi les différents analogues
d'auxines utilisés pour induire 'embryogenése somatique, l'acide 2,4-dichlorophénol acétique
(2,4-D) est de loin le plus efficace et de ce fait est utilisé dans plusieurs systémes de culture
de tissus et de cellules embryogénes. Le 2,4-D, au-dela d'une certaine concentration a un
double effet sur ces cultures: il agit comme une auxine (directement ou au travers du
métabolisme auxinique) et comme un agent de stress (Feher et al., 2001). Le 2,4-D est un
herbicide qui possede divers effets associés a une activité phytotoxique, ne pouvant étre
décrits comme une simple surdose auxinique (Fargasova, 1994). Il a été montré que les
herbicides auxiniques interagissent avec les synthéses d'acide abscissique et d'éthyléne par
augmentation du niveau cellulaire de ces hormones de "stress" (Grossmann, 2000).

L'embryogenése somatique peut étre induite par l'application d'autres hormones
exogenes telles que les cytokinines (Sagare et al., 2000) ou l'acide abscissique (Nishiwaki et

al., 2000) qui agissent souvent en synergie avec d'autres hormones.
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Cependant, le développement d'embryon dans les tissus somatiques a aussi été
observé en absence ou en trés faible quantité de régulateurs de croissance (Choi et al.,
1998),

Au regard de cet éventail d'inducteurs, I'embryogenése somatique ne peut pas étre
définie comme une réponse spécifique a l'application exogéne d'un ou de plusieurs

régulateurs de croissance.

I-B.4.2. Les régulateurs de croissance

Les niveaux d’hormones endogenes sont considérés comme des facteurs majeurs
dans la détermination de la spécificité des réponses cellulaires aux stimuli de stress. Les
auxines et l'acide abscissique sont les régulateurs de croissance principaux chez les plantes,

et sont impliqués dans la régulation de la division et de la différenciation cellulaire.

L'Acide indole acétique endogéne

Alors que les cultures in vitro nécessitent la présence d'auxines exogénes pour une
croissance soutenue, les cellules de plantes produisent néanmoins des auxines endogéenes
et en particulier l'acide indole acétique (AlA). Une concentration élevée d'AlA endogéne est
associée a l'augmentation de la réponse embryogene chez de nombreuses espéces
(lvanova et al.,, 1994; Jimenez et Bangerth, 2001). Chez la carotte, I'application de 2,4-D
exogéne stimule l'accumulation de grande quantité d'AlA endogéne (Michalczuk et al.,
1992). Ces auteurs émettent I'hypothése que la compétence embryogéne des cellules de
carotte est finement associée a I'augmentation des niveaux endogénes d'AlA en raison de la
présence de 2,4-D. Il a été suggéré que ce composant synthétique agit indirectement en
désorganisant le métabolisme de I'auxine endogéne.

Dans les protoplastes de feuilles de luzerne cultivés en présence de 2,4-D, les
niveaux endogénes d'AlA augmentent considérablement pendant les 2 & 3 premiers jours de
culture. Cette augmentation est transitoire et comparable dans des conditions embryogénes
et non embryogénes. Cependant, le pic d'accumulation d'AlA montre approximativement 1
jour de retard dans les conditions non embryogénes, par rapport aux conditions
embryogenes. (Pasternak et al., 2002).

Un pic similaire d'AlA endogéne a été observé dans les embryons immatures de
tournesol cultivés in vitro pour induire la formation d'embryons somatiques (Charriere et al.,
1999). Les tissus cultivés dans des conditions embryogénes montrent une augmentation de
la concentration en AIA d'un facteur 4 par rapport aux tissus cultivés en conditions

organogénes. Le moment d'apparition du pic d'AlA (aprés 24 heures de culture) est bien
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corrélé avec le moment de la détermination irréversible de la réponse morphogéne (Thomas,
1993).

Le transport polaire de l'auxine endogéne est un facteur important dans la formation
des embryons somatiques dans des explants de cotylédons de ginseng, qui ne requiert pas
d'application de régulateur de croissance (Choi et al., 1998).

Par ailleurs, chez la carotte, la simple application d'acide abscissique sur les
plantules induit efficacement la formation d'embryons somatiques (Nishiwaki et al., 2000).
Cependant, cette réponse est dépendante de la présence de I'apex caulinaire, (la source
principale d'auxine dans les plantules), et illustre par conséquent l'importance de la source
d'auxine et de son transport.

L'ensemble de ces observations suggére que les changements spatio-temporaux des
niveaux d'auxine endogénes sont des facteurs importants qui contrdlent le devenir des

cellules embryogénes.

L'acide abscissique endogéne

L'acide abscissique (ABA) est une hormone de croissance végétale qui régule
plusieurs processus lors de I'embryogenése et de la formation de la graine. Elle est connue
pour étre accumulée dans d'autres parties des plantes lors de la réponse aux stress
abiotiques comme la sécheresse, le froid ou le stress salin (Tabaeizadeh, 1998). L'acide
abscissique endogéne montre un pic d'accumulation lors de la maturation de I'embryon
zygotique et diminue dans la graine dessiquée.

La contribution directe de I'ABA endogéne sur la phase d'induction de
I'embryogenése somatique a été montrée chez le tabac (Senger et al., 2001). Plusieurs
approches ont été utilisées pour diminuer le niveau cellulaire d'ABA dans ces plantes: des
lignées transgéniques homozygotes surexprimant un anticorps anti-acide abscissique ont été
produites, des plantes sauvages ont été cultivées en présence de l'inhibiteur de la synthése
d'ABA et des mutants de la synthése d'acide abscissique (aba7 et aba2) ont aussi été
utilisés. Dans tous les cas, la déficience d'ABA perturbe la morphogenése au stade pré-
globulaire de la formation de I'embryon. Ceci peut étre rétabli par l'application d'ABA
exogeéne.

Les niveaux d'ABA endogénes sont inversement corrélés avec la capacité
embryogene de la luzerne (lvanova et al.,, 1994). Cette observation semble en contradiction
avec le rble positif de 'ABA exogene sur l'induction de I'embryogenése somatique (Nishiwaki
et al., 2000), mais il peut étre expliqué par la différence des effets d'applications exogénes et
des hormones endogénes: un niveau d'ABA endogene plus élevé a sans doute pour

conséquence une diminution de la réponse aux stress ou aux signaux de I'ABA exogeéne.
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Les résultats de différentes expériences décrites précédemment concernant
I'implication d'un stress et des régulateurs de croissance soulignent limportance des
interactions entre l'auxine, la signalisation du stress et de 'ABA. L'induction paralléle de ces
voies peut mener a des modifications de la morphologie et du développement, observées
lors de la transition des cellules somatiques vers leur état embryogéne par une rapide
dédifférenciation suivie d'une redifférenciation. L'activation simultanée des réponses aux
hormones et aux stress semble étre un événement clé de I'adaptation cellulaire, impliquant
une reprogrammation génétique, des mécanismes métaboliques et physiologiques, qui

aboutissent a la compétence embryogene des cellules somatiques végétales.

[-B.5. Les cellules embryogénes

Dans l'optique d'étudier les phases les plus précoces de la transition d'un état de
cellules somatiques a celui de cellules embryogenes, il est nécessaire de disposer de
marqueurs qui indiquent l'acquisition de la compétence embryogéene des cellules induites. Un
marqueur doit pouvoir étre utilisé pour révéler les processus cellulaires spécifiques liés a la

transition étudiée et permettre la description et la détermination d'un état cellulaire.

I-B.5.1. La morphologie cellulaire: un marqueur précoce de la
compétence embryogéne

Chez la carotte, la formation de cellules embryogenes peut étre corrélée avec des
changements caractéristiques de la morphologie cellulaire. Des cellules isolées fractionnées
par centrifugation montrent que la fraction contenant des petites cellules isodiamétriques et
présentant un cytoplasme dense, pouvait initier la formation d'embryons somatiques
(Nomura et Komamine, 1985). Le développement de techniques telles que le "video cell
tracking" a permis de suivre |'évolution des cellules embryogénes de carotte (Toonen et al.,
1994). La fraction de cellules isolées au sein d'une culture cellulaire embryogéne peut étre
classée selon 5 groupes morphologiques. Bien que chacun de ces types cellulaires soit
capable de se développer en embryons somatiques avec des efficacités variables, la
fréquence la plus élevée a été observée dans le cas de petites cellules sphériques montrant
un cytoplasme dense.

Chez la luzerne, les cellules dérivées des protoplastes de feuilles cultivées en
présence de différentes concentrations de 2,4-D peuvent se développer en type cellulaire
soit embryogéne soit non embryogene. Des caractéristiques morphologiques similaires

peuvent étre observées entre des protoplastes de génotype embryogéne et non embryogéne

11
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cultivés a la méme concentration de 2,4-D. Dans les deux cas, les cellules embryogénes
sont petites, sphériques avec un cytoplasme dense alors que les cellules non embryogénes
sont allongées et avec une large vacuole (Bogre et al., 1990; Dudits et al., 1991; Pasternak
et al., 2002).

Dans les explants foliaires de dactyle, des petites cellules isodiamétriques avec un
cytoplasme riche sont capables de se développer en embryons somatiques. (Somleva et al.,
2000). De méme, les cellules compétentes a I'embryogenése formées sur les explants de
chicorée sont aussi caractérisées par un cytoplasme dense (Blervacq et al., 1995).

Par contraste, dans les cultures de cellules initiées a partir de pétiole de luzerne, les
cellules isolées sont incapables de se développer en embryons somatiques, a la différence
des amas de cellules présents eux aussi dans la suspension. Ces amas cellulaires
embryogénes sont constitués de petites cellules se divisant rapidement (Xu et Bewley,
1992).

Cet ensemble d’observations et d’expérimentations suggére que, dans la plupart des
systéemes embryogeénes, incluant les gymnospermes, la morphologie des cellules ayant
développées les caractéristiques de petites cellules a cytoplasme dense soit associée a la
compétence embryogéne (Egertsdotter et von Arnold, 1998; Yeung, 1995).

I-B.5.2. L'établissement de la polarité

La division zygotique initiale chez les plantes supérieures est asymétrique (Scheres
et Benfey, 1999). Cet événement établit la base de la polarité de la plante qui est
déterminante pour le modéle de développement ultérieur (Jurgens et al., 1997).

Lors de l'embryogenése somatique, l'asymétrie n'est pas toujours évidente. Par
exemple, a partir de protoplastes de feuilles de luzerne, la formation de cellules se divisant
de maniére asymétrique est dépendante de la concentration en 2,4-D (Pasternak et al.,
2002), du génotype de la plante (Bogre et al., 1990) et détermine son développement futur.
Chez I'hybride interspécifique '474' de chicorée la division asymétrique des cellules
embryogenes n'a pas été observée (Blervacq et al., 1995).

Cependant, la distribution inégale de déterminants cellulaires peut étre décisive dans
l'identification des voies de développement cellulaire aprés la division. Ainsi, chez la carotte,
les embryons somatiques sont induits a partir d'une population hétérogéne de cellules.
Toutefois, les petites cellules isolées a cytoplasme dense ont la capacité de se développer
en embryons aprés une premiére division inégale et une synthése polarisée de
macromolécules (Nomura et Komamine, 1985). Sur une sous-population de cellules de
carotte caractérisées par leur marquage grace a un anticorps monoclonal (Pennell et al.,

1992), les cellules évoluent vers une division qui résulte dans la formation de cellules filles
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Génes de ménage :
Topl, EF-1a, CEM6, H3-1,

DcECP31

Génes de réponse aux hormones : CGS102, CGS103,
DcArg1n homologues de pJCW1, CGS201
pJCW2, DcECP63, Em, DcECP40,

Transduction du signal:
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e

SERK, swCDK, CRK,
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Embryogenése somatique
————> F—

Geénes de maturation :
Mat1, Dc2.15, Dc3, Dc8,
DcEMB1, Em, DcECP31,
DcECP40, MsLECH1,

Geénes Homéotiques :
ESbh1, CHB1-CHBS,
DcDB1

MsLEC2 Génes codant des protéines extracellulaires :
EP3-1, EP3-2, PgChi-1, PgGlu-1, EP2, DcAGP1

Figure 3: Représentation schématique de différents génes identifiés influengant

I'embryogenése somatique chez les plantes supérieures.
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possédant des caractéristiques de marquage a l'anticorps différentes et dépendant de leur
développement a suivre. Les cellules filles marquées avec l'anticorps meurent tandis que les
cellules dépourvues de cet épitope de surface sont embryogénes et forment des embryons
somatiques (McCabe et al., 1997).

Il est vraisemblable que I'établissement de la polarité est un événement important,
non seulement pour le zygote, mais aussi pour I'embryon somatique, méme si dans ce cas

I'asymétrie de la division cellulaire n'est pas toujours une caractéristique morphologique.

I-B.6. Les genes et les protéines associés a I'embryogenése somatique

Un processus de développement tel que l'embryogenese somatique implique non
seulement le remaniement de la morphologie mais aussi celui de l'identité cellulaire ce qui
suppose une modification importante de I'expression des génes et de leurs produits (Figure
3). Il est de plus en plus évident qu'un panel important de famille de genes jouant des réles a
différents stades de développement est impligué dans l'embryogenése somatique chez

plusieurs especes (Tableau 1).

I-B.6.1. Les génes de ménages

De nombreux génes du fonctionnement genéral des cellules (les génes de ménages)
voient leur expression modulée.

Plusieurs genes jouant un réle significatif lors de la division cellulaire et de la
formation de la paroi a différents stades de la différenciation de I'embryon ont été identifiés
(Hirt et al., 1991; Sato et al., 1995).

Des génes impliqués dans la machinerie de I'expression génique, incluant des génes
codant des histones (Kapros et al., 1992), un facteur d'élongation, (Kawahara et al., 1992) ou
une topoisomérase (Balestrazzi et al.,, 1996) ont été identifiés et montrent une induction de
leur expression a différents stades de I'embryogenése somatique.

Des genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire peuvent aussi avoir un réle
clé dans I'embryogenése somatique. Ainsi, chez la carotte, un ADNc de cycline a été cloné
et est exprimé dans les cultures cellulaires lors de I'embryogenése somatique (Hata et al.,
1991). Chez la luzerne, un ADNc codant une protéine kinase dépendante des cyclines cdc2
a été isolé et montre un niveau de transcrit élevé dans les cultures de suspensions
cellulaires embryogenes induites par l'auxine (Hirt et al., 1991). Les mémes observations ont
été faites chez I'épicéa au cours de I'embryogenése somatique (Footitt et al., 2003).

L'implication d'un systeme de régulation du métabolisme de l'azote commun a
I'embryogenése somatique et zygotique a été montrée notamment grace a I'expression de
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Géne / Protéine Espéce Nature / Fonction Stade d'expression Référence
Génes de ménage
CEM1 Carotte Facteur d'élongation 1-c Stade globulaire Kawahara et al., 1992
CEM6 Carotte Protéine de la paroi Stade pre-glopulalre et Sato et al., 1995
globulaire
H1, H3-11 Luzerne Histones _ Kapros et al., 1992
Phase de prolifération .
. . - . Balestrazzi et al., 1996;
topl Carotte Topoisomérase | <:e||u|a|ret c:rr giII(I:eaU stade Balestrazzi et al.. 2001
CGS102, CGS103, CGS201 Carotte Glutamine synthase Stades précoces Higashi et al., 1998
Cyc A Carotte Cycline _ Hata et al, 1991
Luzerne Protéine kinase dépendante des Hirt et al., 1991 Footitt et
Cdc2 Epicea cyclines Stades précoces al., 2003
CHI3206 Chicorée Hémoglobine non symbiotique Stades précoces Hendriks et al., 1998
Réponse aux hormones
Dcarg-1, Dchsp-1 Carotte Liés au Strﬁ:‘:x'i?]iucnble par Stades précoces Kitamiya et al., 2000
cDNA clones 43, 93 Carotte Inductible par l'auxine Cellules embryogénes Yasuda et al.,, 2001
DcECP31, DcECP40, DcECP63 Carotte Inductible par 'ABA Stade torpille Kiyosue et al., 1993
C-ABI3 Carotte Facteur de transcription _ Shiota et al., 1998
s . Suspension embryogene et
Pavp1 Epicea Facteur de tragf;rgalt;on inductible pic au stade coltylédonnaire  Footitt et al., 2003
P précoce
PgEMB12-15 Epicea Inductible par 'ABA Phases précoces Dong et Dunstan, 1997a
CHI-GSTH Chicorée Glutathione S transiérase inductible Phases précoces Galland et al,, 2001
par l'auxine
Transduction du signal
SERK Carotte . Recepteu‘r kinase dg Cellules cometen_tes > Schmidt et al., 1997
I'embryogenése somatique stade globulaire
Protéine kinase dépendante du
swCDPK Bois de Santal calcium et indépendante des Stade globulaire Anil et al., 2000
Calmodulines
CRK Carotte Proteine kinase apparentss & une _ Lindzen et Choi, 1995
MsCa1 Luzerne Protéine calcium dépendante _ Dudits D. et al., 1991
Protéine kinase similaires aux .
MsCPK3 Luzerne calmodulines Stades précoces Davletova et al., 2001
Génes a homéodomaines
CHB1-CHB6 Carotte Genes a ':iogj ;ic;)domalnes Stade globulaire -> Torpille =~ Kawahara et al., 1995
sbh1 Soja Facteur de transcription stade coeur -> torpille Ma et al., 1994
Protéine avec domaine d'interaction . .
DcDB1 Carotte avec la chromatine Stades précoces Kiyosue et al., 1998
C-LEC1 Carotte Facteur de transcription _ Yazawa et al., 2004
WUSCHEL Arabidopsis Facteur de transcription _ Zuo et al., 2002




CUSH1
AGL15
ZmMADS1, ZmMADS3
Protéines extracellulaires
EP3-1, EP3-2
DcAGP1
AGP
EP2
AtLTP1
PgChi-1
Chia4-Pa
PgGlu-1
CG1,CG2, CG3

Maturation des embryons
Dc2.15

Dc3, Dc8, DcECP31, DcECP40,
DcEMB1, MsLec1, MsLEC2, PgEMB12-

14-15

EMB-1

Concombre
Luzerne
Mais

Carotte
Carotte
Chicorée
Carotte
Arabidopsis
Epicéa
Epicéa
Epicéa
Chicorée

Carotte

Carotte, Luzerne, Epicea

Carotte

Facteur de transcription
Facteur de transcription
Facteurs de transcription

Chitinases
Arabinogalactanes
Arabinogalactanes

Protéine de transfert de lipides

Endochitinase
Chitinase
B1-3 glucanase
B1-3 glucanase

Géne de maturation

Protéines abondantes de
I'embryogenese tardive (LEA)

Géne homologue & Em

Phases précoces

Stade torpille

Filipecki et al., 1997
Perry et al., 1999
Heuer et al., 2001

van Engelen et al., 1995
Baldwin et al., 2001
Chapman et al., 2000
Sterk et al., 1991
Toonen et al., 1997
Dong et Dunstan, 1997b
Wiweger et al., 2003
Dong et Dunstan, 1997b
Helleboid et al., 2000

Holk et al., 1996

Franz et al., 1989 Dong et
Dunstan, 1997a; Goupil et
al., 1992; Kiyosue et al.,
1992; Kiyosue et al., 1993;
Zimmerman, 1993

Ulrich et al., 1990

Tableau 1: Genes relatés dans la littérature et exprimés au cours de I'embryogenése somatique de différentes espéces.
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deux genes codant des isoformes de la glutamine synthase. En effet, chez la carotte, le
niveau de transcrits correspondant a deux génes (CGS102 et CGS20) augmente au cours
des stades précoces de I'embryogenése somatique et dans les graines en développement
(Higashi et al., 1998).

Du fait de la complexité de ce processus, il n'est pas surprenant que des génes
essentiels associés a des activités cellulaires diverses et majeures telles que la régulation du
cycle cellulaire et du métabolisme général soient exprimés au cours de I'embryogenése
somatique. Des études du transcriptome lors de l'embryogenése somatique du soja
semblent d'ailleurs indiquer que l'expression de nombreux génes liés au métabolisme

général est modifiée (Thibaud-Nissen et al., 2003).

I-B.6.2. Les génes de réponses aux hormones

Les génes inductibles par les auxines

Les auxines sont considérées comme l'un des initiateurs potentiels de
I'embryogenése somatique (Komamine et al., 1990). L'application d'auxine sur des organes
excisés, des cultures cellulaires ou des plantes entiéres, peut mener a une accumulation
rapide de nombreux ARNm. Par exemple, chez la carotte, un géne codant une protéine de
chocs thermiques (Dchsp-1) est exprimé lors du développement de I'embryon somatique en
réponse a des hormones comme le 2,4-D (Kitamiya et al., 2000).

Deux clones partiels d'ADNc (43, 93) ont été isolés de groupes de cellules aux stades
les plus précoces de ['embryogenése somatique de la carotte par la technique de "differential
display RT-PCR" (DD-RT-PCR). Les transcrits correspondant s'accumulent
préférentiellement dans les groupes de cellules embryogénes formés aprés le traitement au
2,4-D (Yasuda et al., 2001). Les séquences d'acides aminés déduites des clones d'ADNc 43
et 93 montrent une forte homologie respectivement avec une protéine proche de la

thaumatine et un précurseur de la protéine de la paroi Dc2.15.

Les génes inductibles par I'acide abscissique

Des ADNc codant des protéines spécifiques de !'embryon ou des cellules
embryogénes ont été isolés et caractérisés chez la carotte et chez Arabidopsis. L'expression
des génes codant ces protéines abondantes notamment au niveau des phases tardives de
I'embryogenese est inductible par I'ABA (Kiyosue et al., 1993).

Le gene C-ABI3, homologue au géne ABI3 d'Arabidopsis, isolé et caractérisé a partir
d'une banque d'ADNc d'embryon somatique de carotte (Shiota et al., 1998), code un facteur
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de transcription lié a la signalisation impliquant 'acide abscissique. Il est détecté dans les

cellules embryogenes, les embryons somatiques et la graine en développement.

I-B.6.3. Les génes a homéodomaine et chromodomaine

Les génes a homéodomaine ont été identifiés pour la premiére fois chez la
drosophile, et jouent un réle de régulateurs clés en contrdlant le modéle de formation et la
différenciation morphologique des organismes multicellulaires (McGinnis et al., 1984). Ces
génes homéotiques renferment une séquence nucléotidique conservée et caractéristique
des facteurs de transcription appelée I'homéodomaine (homeobox). Cette région permet la
fixation de ces protéines a 'ADN. Ces géenes sont maintenant bien caractérisés chez les
plantes comme le mais, Arabidopsis et le riz (Chan et al., 1998).

Plusieurs génes homéotiques ont été identifiés et caractérisés a partir de banque
d'ADNc d'embryons somatiques. Par exemple, chez le soja, Sbh1, montre une augmentation
du niveau de ses transcrits lors de la transition entre les stades coeur et torpille, lorsque la
différenciation des cotylédons et des tissus provasculaires est déterminée. De plus, les
ARNmM ne sont pas détectables dans les tissus non embryogenes, ni dans les autres tissus a
I'exception de la tige et I'hypocotyle qui présentent néanmoins un faible niveau d'expression.
(Ma et al., 1994).

Six genes a homéodomaine (CHB1-CHBS6) ont été isolés a partir de banque d'’ADNc
d'embryons somatiques et d'hypocotyles de carotte (Kawahara et al., 1995). L'expression
spatio-temporelle des différents transcrits varie lors de I'embryogenése somatique, mais
aussi dans la plantule. CHB1 est exprimé de fagon constante dans les amas de cellules
indifférenciées; 'expression de CHB2 est augmentée aprés le stade globulaire et passe par
un maximum au stade coeur et au début du stade torpille de la différenciation en embryon
somatique. L'expression de CHB1 et CHBZ2 est faible dans les cultures cellulaires non
différenciées. Les transcrits de CHB3, CHB4 et CHBS5 sont accumulés préférentiellement
dans les cellules corticales les plus internes de l'axe embryonnaire au stade torpille.
L'expression de CHBS6 est restreinte aux cellules procambiales aux stades cceur et torpille.
Dans les cotylédons embryonnaires et I'hypocotyle des plantules, les ARNm de ces 4
derniers genes sont associés aux tissus vasculaires. Ces observations indiquent que la
régulation de la différenciation des tissus vasculaires est impliquée lors du développement

embryonnaire.
DcCB1 a été isolé et caractérisé chez la carotte et code une protéine contenant un

chromodomaine, ce motif semble intervenir au niveau de l'interaction protéines-chromatine.

L'expression de DcCB1 est augmentée lors des stades précoces de I'embryon somatique
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jusqu'au stade cordiforme alors qu'elle diminue au stade torpille de I'embryon somatique
(Kiyosue et al., 1998).

L'expression des génes a homéodomaine et & chromodomaine a différents stades de
I'embryogenése somatique suggere qu'un mécanisme de régulation de l'expression des
génes liés au développement est impliqué dans I'embryogenése somatique et le

développement de I'embryon.

I-B.6.4. L'expression des protéines extracellulaires

Les protéines extracellulaires jouent un rble important dans le développement
embryogéne des Angiospermes (van Engelen et de Vries, 1992). Ces protéines et la
variation de leur profil d'expression ont été associées a linduction de I'embryogenése
somatique chez la chicorée (Boyer et al., 1993; Hilbert et al., 1992).

Les enzymes secrétées

Les cultures cellulaires de carotte secrétent un large spectre de protéines dans le
milieu, et ce processus contribue au conditionnement de celui-ci. L'une de ces protéines
sécrétées est une chitinase capable de restaurer le développement des embryons
somatiques d'une lignée cellulaire mutante (de Jong et al., 1992; Kragh et al., 1996; Van
Hengel et al., 1998). De la méme fagon, une peroxydase |éve l'inhibition de I'embryogenése
somatique provoquée par la tunicamycine (Cordewener et al., 1991).

Chez la chicorée, trois ADNc: CG1, CG2 et CG3, codant des protéines
extracellulaires présentant des homologies avec des [31,3-glucanases, ont été isolés a partir
de fragments de feuilles cultivées en conditions d'induction de I'embryogenése somatique.
CG1 est exprimé de fagon préférentielle dans les tissus embryogenes, tandis que les
transcrits CG2 et CG3 sont détectés a la fois dans les tissus embryogénes et non
embryogénes (Helleboid et al., 1998; Helleboid et al., 2000).

Les Arabinogalactanes

Les protéoglycanes arabinogalactanes (AGP, Arabinogalactan Protein), composés
d'environ 10% de protéines et a plus de 90 % de sucres sont caractéristiques des plantes
supérieures. Ces protéines, riches en hydroxyproline, alanine, glycine et sérine, sont
communément trouvées au niveau de la membrane cellulaire, la matrice extracellulaire et la
paroi. Bien que leurs fonctions biologiques restent hypothétiques, certains roles ont été
proposés; par exemple les AGP peuvent étre impliquées dans la prolifération (Nothnagel,
1997), et I'expansion cellulaire (Willats et Knox, 1996), mais également dans la régulation du
développement de I'embryon somatique (Egertsdotter et Arnold, 1995; Knox, 1995). Les
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AGP joueraient un réle dans les interactions moléculaires et la signalisation cellulaire de
surface. Leur importance lors de I'embryogenése somatique a été montrée par I'addition
dans le milieu de culture de réactif de Yariv (BD glycosyl [BGlcY]) qui interagit avec les AGP.
Ce composé altére la réponse morphogéne (formation de racine au lieu d'embryon chez la
carotte) (Thompson et Knox, 1998) ou bloque la formation de I'embryon chez la chicorée
(Chapman et al., 2000).

Les protéines de transfert des lipides

Les protéines de transfert de lipides (LTP, Lipid Transfer Protein) sont impliquées
dans le transport des phospholipides, et en particulier celui des monomeéres de cutines. Les
génes codant des LTP sont exprimés au niveau des premiers tissus qui se différencient dans
I'embryon somatique de carotte comme par exemple le protoderme. Le premier ADNc codant
une LTP a été cloné a partir de culture embryogéne de carotte : chez cette espéce, le géne
EP2 est exprimé dans les cultures cellulaires embryogénes, ainsi que dans les embryons
somatiques, et son niveau d'expression est directement corrélé au potentiel embryogéne de
la culture cellulaire. La protéine est présente dans la paroi et le milieu extracellulaire (Sterk et
al., 1991). Les protéines LTP, sécrétées dans le milieu de culture embryogéne, jouent
différents roles. Ces protéines extracellulaires limitent I'expansion cellulaire et renforcent
I'adhésion entre cellules filles issues d'une cellule embryogéne et permettent la formation

d'une structure cellulaire embryonnaire.

I-B.6.5. Les voies de signalisation associées a I'embryon

L'ensemble des éléments que nous venons d'évoquer est impliqgué dans
'embryogenése somatique et intervient soit en tant que signaux déclencheurs des processus
de stress physiques ou hormonaux nécessaires a linduction, soit comme éléments
effecteurs du développement des cellules embryogénes ou au cours des phases plus
tardives de I'embryogenese somatique. Le déroulement de ces différentes étapes implique
des mécanismes de transduction des signaux afin d'activer les effecteurs responsables des

modifications successives d'identités cellulaires.

Le calcium comme second messager

Le calcium est un second messager jouant un rdle clé dans différents processus

cellulaires et physiologiques chez les plantes supérieures (Harper, 2001).
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Le rble du calcium est bien connu dans le cas de I'embryogenése somatique de la
carotte ou il est essentiel lors de la transition des cellules indifférenciées vers les embryons
somatiques a la concentration de 200 uM (Overvoorde et Grimes, 1994), au-dela, le calcium
n'a pas deffet sur la viabilité ni sur le potentiel embryogéne des cultures. A une
concentration plus faible ou par chélation du calcium résiduel par I'EGTA, I'embryogenése
somatique est inhibée. De plus, certains inhibiteurs de canaux calciques, comme le
vérapamil ou la néfidipine, ont une influence négative sur la capacité embryogéne. Ces
observations suggerent des roles importants du calcium exogéne et du maintient du gradient
de calcium dans le développement de I'embryon. Les analyses du calcium associé aux
membranes et de la distribution du calcium total, grace aux agents fluorescents, révélent des
variations de sa distribution lors de I'embryogenése, sans altération de la concentration en
calcium associé aux membranes.

Enfin, pendant I'embryogenése somatique du bois de santal les auteurs ont montré
une augmentation d'un facteur 4 de la concentration calcique lors de la différenciation des
masses pro-embryogénes en embryons somatiques. Des agents chélateurs bloquent la
formation des embryons somatiques alors que les cellules continuent a proliférer, prouvant
ainsi que les voies de signalisation font appel au calcium en tant que second messager (Anil
et Rao, 2000).

Présence de protéines d'interaction avec le calcium au cours des phases précoces de
I'embryogenése somatique

En paralléle aux mécanismes de transduction du signal a travers la membrane, des
protéines pergoivent 'augmentation du calcium cytosolique. En effet, ces protéines fixent le
calcium et deviennent actives par un changement de conformation. Ceci leur confére la
capacité d'interagir avec d'autres protéines de régulation (Poovaiah et Reddy, 1993).

La calmoduline (CaM) est un exemple de protéine qui posséde ce mécanisme
d’action chez les végétaux. Les protéines CaM sont codées par une famille multigénique
chez les plantes supérieures (Ling et al., 1991).

Des complexes actifs calcium/calmoduline ont été détectés dans les régions
méristématiques des embryons aux stades coeur et torpille chez la carotte. L'expression des
génes de calmoduline augmente lors de l'induction de I'embryogenése, puis demeure a un
niveau constant suggérant ainsi le réle de régulation des calmodulines dans les régions
embryonnaires qui présentent des divisions cellulaires rapides (Overvoorde et Grimes,
1994).

Chez Ila luzerne, une augmentation du niveau de transcrit d'un géne codant une

protéine de fixation du calcium (MsCa7) aprés un traitement au 2,4-D et son accumulation

18



Bibliographie

préférentielle aux stades globulaires précoces, confirment le rble des protéines liées au
calcium dans l'induction de I'embryogenése somatique (Dudits et al., 1995)

Les protéines kinases

Les protéines kinases nécessitent une activation par phosphorylation et sont
impliquées dans la régulation d’éléments de la transduction du signal.

Une famille de protéines kinases dépendantes du calcium, mais indépendantes de la
calmoduline (CDPKs) a été caractérisée chez le soja (Harmon et al., 1986). Contrairement
aux kinases liées a la calmoduline, les CDPKs sont activées par la fixation directe du
calcium. Ces kinases disposent d’un motif de fixation du calcium au niveau de leur région C-
terminale analogue a celui des calmodulines, qui permet l'activation du domaine kinase
aprés la modification de leur conformation (Harper et al., 1991).

Deux protéines CDPKs de 55 et 60 kDa (swCDPK) ont été isolées dans les extraits

protéiques solubles de cultures embryogénes de bois de santal et leur expression
préférentielle au cours de I'embryogenése somatique et zygotique démontre leur implication
dans les processus de différenciation et de développement. En effet, lorsque les cellules
embryogénes sont cultivées en présence d'agents chélateurs du calcium, les swCDPK ne
sont plus détectées reliant donc leur présence a un réle dans |'embryogenése somatique par
intermédiaire des signaux calciques (Anil et Rao, 2000).
De plus, un ADNc codant une protéine kinase nommée CRK (CDPK related kinase) et
apparentée a la famille des CDPK a été cloné chez la carotte. Le niveau d'expression des
ARNm de ce géne CRK est plus important dans les embryons somatiques que dans les
tissus différenciés. La protéine qui semble étre phosphorylée par une kinase dépendante des
cyclines, joue ainsi un rble central dans la régulation du cycle cellulaire (Lindzen et Choi,
1995).

L'ADNc codant MsCPK3 (Calmoduline-like Protein Kinase), une protéine kinase
similaire a la calmoduline a été isolée a partir d'une culture cellulaire de luzerne.
L'expression du géne correspondant augmente lors de la phase précoce de I'embryogenése
somatique. La phosphorylation de MsCPKS3 in vitro est activée par le calcium et inhibée par
un antagoniste de la calmoduline, ce qui confirme son implication dans la voie de
signalisation calcique. Par ailleurs, un choc thermique ou un traitement a l'auxine induit
I'expression de MsCPK, ce qui suggeére sa participation dans la reprogrammation de la voie
de développement induite par le stress vers I'embryogenése somatique (Davletova et al.,
2001).
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Encadré 1: Les formes cultivées de Cichorium intybus L. appartiennent a de

nombreux cultigroupes que l'on peut classer selon leur utilisation:

e les chicorées industrielles dont les racines sont torréfiées ou conduisent
notamment la production d'inuline,

e les chicorées dont les racines sont récoltées la premiére année puis
cultivées dans des conditions de forgage; c'est la chicorée Witloof ou de
Bruxelles (endive), la Trévise (rouge), la Castelfranco (panachée) ou la barbe
de capucin,

e les chicorées récoltées pour leurs feuilles et consommées crues comme le
pain de sucre (verte), la Chioggia (verte, rouge ou panachée), la Vérone

(panachée) ou cuites comme la Catalogne.
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Un récepteur transmembranaire a activité kinase

L'expression d'un géne codant un récepteur kinase a été mise en évidence au cours
de l'embryogenése somatique de la carotte. Les caractéristiques de ce gene seront

exposées dans un paragraphe qui lui est consacré dans la suite de cette bibliographie.

I-C. L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE DE LA CHICOREE

I-C.1. Le genre Cichorium

Le genre Cichorium appartient a la famille des Astéracees. Il regroupe une dizaine d'espéces
dont les origines se situent dans le bassin méditerranéen et I'Europe continentale. Parmi
celles-ci, on recense trois espéces européennes, diploides (2n=18) (Tutin et al., 1964).

e Cichorium spinosum L. est une espéce non cultivée, présente en Espagne, en
Italie et en Gréce. Elle est pérenne et allogame préférentielle.

e Cichorium endivia L. est présente sur le pourtour du bassin méditerranéen, est
une espéce annuelle, autogame préférentielle. Ses formes cultivées constituent les
cultigroupes Scaroles et Frisées.

e Cichorium intybus L. est présente de |'Europe a I'Asie, elle est naturalisée dans
plusieurs régions du monde. C'est une espéce pérenne, cultivée comme bisannuelle

(Encadré 1), allogame préférentielle.

I-C.2. L'embryogenése somatique de la chicorée

L'embryogenése somatique de la chicorée a été mise en évidence pour la premiére
fois sur des cultures de cals dérivés d'embryons matures de Cichorium endivia L. (Vasil et
al., 1964; Vasil et Hildebrandt, 1966). Dans un milieu liquide, les tissus se dissocient en une
fine suspension cellulaire ou de groupes de cellules et de petites structures sphériques
désignées comme embryoides, cependant ces structures ne se développent pas
ultérieurement. Des structures embryoides mises en évidence a partir de culture de racines
de C. intybus L. (Heigwehr et al., 1985) ont la capacité de se développer en plantules.
Néanmoins, dans ces deux cas, I'embryogenése somatique est indirecte, c'est a dire qu’elle
fait intervenir une phase intermédiaire de cal.

Des embryons somatiques ont été obtenus a partir d'anthéres et de styles prélevés
sur de fleurs immatures d'un hybride de chicorée, C. intybus x C. endivia: I'hybride ‘474’

(Dubois et al., 1988; Guedira et al., 1989). D'autre part, les racines et les feuilles de plantules
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du génotype '474', agées de 2 & 3 mois et régénérées a partir des premiers groupes
d'embryons obtenus, constituent un matériel présentant de meilleures capacités
embryogénes, notamment grédce a la possibilité de générer des embryons in vitro tout au
long de I'année (Dubois et al., 1990; Dubois et al., 1991). L'embryogenése somatique du
clone ‘474’ présente les caractéristiques d'étre directe et unicellulaire (Blervacq et al., 1995;
Dubois et al., 1991).

| LES RECEPTEURS TRANSMEMBRANAIRES A ACTIVITE KINASE CHEZ LES
PLANTES

lI-A.INTRODUCTION

Les cellules réagissent a leur environnement par l'intermédiaire de mécanismes de
transduction de signaux externes, aboutissant notamment a la modification de I'expression
des génes (Fletcher et Meyerowitz, 2000; Hardie, 1999). Ces signaux extracellulaires sont
de natures diverses et sont dans un premier temps pergus par des récepteurs.

Parmi les différents types de récepteurs mis en évidence, il existe des récepteurs
transmembranaires dont le rble est d'interagir avec des ligands hydrophiles qui n'ont pas la
possibilité de passer au travers de la membrane. Ces récepteurs servent ainsi
d’'intermédiaire entre le milieu environnant des cellules et le milieu intracellulaire. Cette
perception des signaux présents dans le milieu extérieur engendre des réactions de la part
des cellules (Figure 4).

Ces reactions s’effectuent par des mécanismes de transduction dont certains font
appel a des récepteurs a activité kinase. La transduction du signal est alors réalisée par
Fintermédiaire d’étapes de phosphorylations et de déphosphorylations d'effecteurs
intracellulaires.

Le séquencage du génome d'Arabidopsis a révélé plusieurs centaines de génes
codant des récepteurs de type kinase. Leur mode de fonctionnement est inconnu pour la
majorité d'entre eux, cependant il apparait que différents membres de cette famille sont
impliqués dans certains aspects du développement et de la défense des plantes. Leur
découverte a été significative et a permis de démontrer que de tels mécanismes de
signalisation, identifiés chez les animaux, existaient également chez les végétaux (Becraft,
1998). En effet, il était admis qu'en raison de la présence de la paroi, la principale voie de
communication des cellules végétales se faisait de maniére directe au travers des

plasmodesmes.
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Ces récepteurs possedent une activité kinase qui est modulée en réponse a un
stimulus. Historiquement, les premiers récepteurs kinases identifiés étaient des protéines
membranaires contenant un domaine transmembranaire. De telles protéines possédent un
domaine extracellulaire récepteur (ectodomaine) qui permet la reconnaissance et la fixation
spécifique du ligand (peptides, lipides, glycannes...), et un domaine cytoplasmique a activité
kinase qui active les réactions d'autophosphorylation des récepteurs eux-mémes mais aussi
de phosphorylations de molécules effectrices dont ils modulent I'activité (Figure 5).

Les génomes de plantes codent un nombre important de protéines avec des
topologies prédictives de récepteurs kinase pour lesquels la fonction n'a pas été démontrée;
c'est pourquoi ces protéines sont référencées comme des récepteurs de type kinase (RLK,
Receptor-Like Kinase) par homologie aux récepteurs a activité kinase identifiés chez les
animaux.

De fagon générale, les récepteurs kinases sont présents dans la membrane en tant
que monomeres inactifs (Becraft, 1998). La fixation du ligand induit leur dimérisation,
rapproche leurs domaines kinases intracellulaires et leur permet de se transphosphoryler et
de s'activer mutuellement.

Il y a des exceptions & ce modéle général. Par exemple, certains RLK de plantes sont
des multimeres sous forme inactive (Giranton et al, 2000; Trotochaud et al., 1999) et
semblent fonctionner au travers d'une activité kinase intramoléculaire (Schulze-Muth et al.,
1996). De plus, certains RLK disposent de domaines kinases aberrants qui semblent étre
inactifs (Valon et al., 1993).

Ainsi, le mode d'action des RLK ne peut pas étre prédit mais doit étre démontré sur
des bases individuelles.

1I-B.CLASSIFICATION DES RECEPTEURS DE TYPE KINASE CHEZ LES PLANTES

I1-B.1. Classification évolutive

Les données concernant les génomes et les transcriptomes (au travers des bases
d'EST, Expressed sequence tag) montrent que les végétaux possédent un grand nombre de
génes codant des récepteurs de type kinase. Ainsi, I'analyse des séquences génomiques a
révélé qu'Arabidopsis contient 417 genes codant des récepteurs de type kinase (Shiu et
Bleecker, 2001b). Ceci peut étre comparé aux 43 récepteurs (40 tyrosine kinase (RTK) et 3
sérine/thréonine kinase (STK)) chez Caenorhabditis elegans (Plowman et al., 1999), 25 (20
RTK et 5 STK) annotées chez Drosophila melanogaster (Flybase, 1999), et 70 (58 RTK et 12
STK) chez 'Homme (Smith et al., 1997).

Il existe deux classes majeures de récepteurs protéiques a activité kinase qui

montrent une différence de spécificité de substrat du domaine kinase. Les récepteurs
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Figure 6: Les récepteurs kinases humains et d'Arabidopsis appartiennent a des familles distinctes
mais apparentées; les kinases de type Pelle sont les homologues animaux des RLK d'Arabidopsis.
L'arbre phyllogénétique a été construit a partir des séquences protéiques des domaines kinases de
récepteurs animaux (h: Homo sapiens, ce. Caennorbitis elegans dm: Drosophila melanogaster) et
végétaux (at: Arabidopsis thaliana) ainsi que des protéines kinases cytoplasmiques. Des protéines
kinases caractéristiques des plantes et des animaux ont été utilisées pour réaliser cette analyse.
L'arbre est ancré avec APH(3')lll (aminoglycosid kinase de Staphylloccus présentant un faible
niveau d'évolution). Il indique que les protéines Raf, RSTK, RTK et RLK forment un groupe
cohérent distinct des autres protéines kinases eucaryotes (région encadrée). La valeur de boostrap
est indiquée aux nceuds (100 échantillonnages). Les kinases animales de type Pelle (région grisée)
se situent dans la méme clade que les RLK (branches vertes) (d'aprés Shiu et Bleecker, 2001).
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tyrosines kinase (RTK) phosphorylent les résidus tyrosine, tandis que les récepteurs sérine/
thréonine kinase (STK) phosphorylent les résidus sérine et thréonine. En plus d'un nombre
de génes codant des RLK plus important chez les plantes, une distinction majeure entre les
récepteurs kinases des animaux et des plantes est soulignée par la prévalence des STK
chez les végétaux. En effet, chez les animau, il existe 20 classes de RTK basées sur les
séquences des ectodomaines (Plowman et al., 1999), alors que la famille du récepteur au
TGFp (Transforming Growth Factor) représente la seule classe des STK. Par contraste, tous
les RLK végétaux décrits contiennent des séquences consensuelles, constituant les
signatures d'une activité sérine/thréonine kinase. Cependant au moins deux apparaissent
comme ayant une double spécificité de substrat de I'activité kinase; PRK1 (Pollen Receptor-
like Kinase1) s'autophosphoryle sur des résidus sérine et tyrosine (Mu et al., 1994) et SERK
(Somatic Embryogenesis receptor-like kinase) se phosphoryle sur des résidus sérine,
thréonine et tyrosine (Shah et al., 2001c). De maniéere similaire la levure ne contient que des
protéines kinases de séquences consensus de type STK, cependant, 30 des 119 protéines
kinases testées sont capables de phosphoryler des résidus tyrosine (Zhu et al.,, 2000). Il
n'est pas a exclure que d'autres RLK de plante puissent avoir une activité tyrosine kinase,

montrant de nouveau la nécessité de caractériser I'activité biochimique de chaque RLK.

Une analyse récente des kinases du génome d'Arabidopsis a révélé que les 417
génes codant des RLK ont une origine monophylétique et appartiennent a un clade qui
contient les kinases cytoplasmiques de type "Pelle" (impliqué dans l'orientation dorso-
ventrale de l'embryon chez la drosophile) des animaux et IRAK (Interleukine-1 receptor-
asociated kinase) de I'homme (Figure 6). Ce clade contient aussi un grand nombre de génes
codant des kinases cytoplasmiques végétales (environ 200 genes). Les RTK animaux
forment une lignée distincte des RLK de plantes suggérant que différentes kinases ont été
recrutées de maniére indépendante pour fonctionner comme récepteurs dans ces deux
réegnes. Les protéines groupées selon leur homologie du domaine kinase possédent
fréquemment des ectodomaines similaires, ce qui indique que la plupart des familles ont subi
une expansion aprées un événement initial de fusion des domaines extracellulaires et kinases
(Shiu et Bleecker, 2001a).

Le séquencage du génome du riz a montré qu'il existe environ deux fois plus de
géenes codant des RLK appartenant au clade des RLK/Pelle que chez Arabidopsis. Cette
différence dans le nombre de génes qui n'est pas nécessairement observée dans d'autres
familles de kinase, n'est pas une conséquence de la taille du génome du riz supérieur a celui
d'Arabidopsis. Cette extension du nombre de membres de cette famille peut étre attribuée a
un mécanisme de duplication des génes plus important chez le riz. Cette duplication affecte

d'avantage les génes impliqués dans la résistance aux pathogénes plutdt que ceux liés au
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Figure 7: Organisation des domaines de RLK représentatifs et de leur sous-famille d'affiliation. Sur
la base de la présence ou de |'absence de domaines extracellulaires, les membres de cette famille
de génes sont considérés comme des récepteurs de type kinase ou des kinases cytosoliques de
type récepteur. La ligne grise figure la membrane plasmique. Les noms de locus ou les noms de
genes d'Arabidopsis thaliana sont donnés pour les RLK représentatifs. Les noms des domaines
sont présentés selon les bases de données SMART et Pfam. Les sous-familles sont assignées sur
la base de la phylogénie des domaines kinases et sont exposées selon l'organisation du domaine
de la majorité de leurs membres. Les sous-familles avec plus de 30% de membres dans plus
qu'une catégorie majeure de domaine extracellulaires sont signifiées par un astérisque. DUF:
domaine de fonction inconnu; EGF: epidermal growth factor; PAN: domaine des protéines du
plasminogéne, du domaine apple de facteur Xl| de coagulation et de protéine de nématode; TM:
Région transmembranaire; TNFR: tumor necrosis factor receptor (d'aprés Shiu et Bleecker, 2001).
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développement et pourrait étre une conséquence des pressions de sélection pour la
résistance aux pathogénes qu'a pu subir cette espece au cours de sa domestication et de sa
sélection par 'homme (Shiu et al., 2004).

Les banques d'EST (Expressed Sequence Tag) contiennent des séquences de génes
de RLK pour plus de vingt espéces végétales. A I'heure actuelle, il n'y aurait aucune classe
de RLK identifiée chez d'autres espéeces qui n'ait pas de relation proche avec des membres
identifiés chez Arabidopsis.

lI-B.2. Classification fonctionnelle

Sur la base d'une phylogénie du domaine kinase, la famille des RLK peut étre
subdivisée en 30 sous-familles qui représentent 21 classes structurelles d'ectodomaines
différentes chez Arabidopsis (Shiu et Bleecker, 2001b) (Figure 7).

Le motif extracellulaire le plus commun est le domaine LRR (Leucine Rich Repeat),
présent chez 216 des 417 membres des RLK d'Arabidopsis (Shiu et Bleecker, 2001a). Le
motif LRR est commun aux signaux de transduction qui semblent étre impliqués dans les
interactions protéines-protéines. Les motifs LRR spécifiques des plantes sont composés de
23 a 25 acides aminés et contiennent une séquences consensus conservée:
LxxLxxLxxLxLxxNxLxGxIPxx®. Les structures tridimensionnelles ont été définies pour
quelques LRR chez les animaux et montrent que chaque unité est constituée d'un feuillet B
et d'une hélice a, liés par une boucle (Kobe et Deisenhofer, 1995).

Chez Arabidopsis, sur la base des domaines kinases, les LRR-RLK composent un
groupe de 13 sous-familles caractérisées par différents nombres et arrangements de motifs
LRR, pouvant étre associés en 8 classes (Shiu et Bleecker, 2001b).

La seconde classe d'ectodomaine la plus représentée contient des motifs analogues
aux lectines. Cette classe inclut 42 protéines "“lectin receptor kinase" (LecRK), avec un
ectodomaine similaire aux lectines des légumineuses. Des substitutions d'acides aminés
dans le site prédictif de fixation des monosaccharides suggeérent que les LecRK ne doivent
pas fixer les sucres simples comme le font les véritables lectines de légumineuses (Barre et
al., 2002).

Un motif de B-lectine ou d'agglutinine est présent dans I'ectodomaine de 40 RLK

contenant le domaine S riche en cystéine (Shiu et Bleecker, 2001a).

® L:Leucine; N: Arginine; G: Glycine; I: Isoleucine; P:Proline; x: acide aminé non conservé
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Nom du Géne Fonction biologique Référence(s)

Récepteur kinase apparenté a CRINCKLY4

CRINKLY4 Différenciation cellulaire Becraft et al., 1996

Récepteur kinase LRR

cLv1 Intégrité du méristéme apical Clark et al., 1993

ERECTA Initiation et élongation des organes  Torii et al., 1996

HAESA Abscission des organes floraux dJinn et al., 2000

PRK1 Développement du pollen Mu et al.,, 1994

EMS/EXS Développement du pollen Canales et al., 2002; Zhao et al., 2002
VH1 Différenciation du tissu provaculaire Clay et Nelson, 2002

BAK1 Signalisation des brassinostéroides Li et al,, 2002; Nam et Li, 2002

BRI Signalisation des brassinostéroides Li et Chory, 1997

PSK1 Signalisation des phytosulfokine Matsubayashi et al., 2002

SARK Sénescence Hajouj et al., 2000

SIRK Sénescence Robatzek et Somssich, 2001

SERK Embryogenese Hecht et al., 2001; Schmidt et al., 1997

Récepteur kinase a domaine S
SRK Auto-incompatibilité chez Brassica  Giranton et al., 2000; Stein et al., 1991

Récepteur kinase de type WAK
WAK Expansion cellulaire Anderson et al., 2001; Lally et al., 2001

Tableau 2: Les différents génes codant des récepteurs de type kinase de fonction connue et impliqués
dans le développement des plantes.
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Le domaine S, similaire a la glycoprotéine du locus S, est situé au niveau de
l'ectodomaine du récepteur kinase associé au déterminisme de l'auto-incompatibilité chez
Brassica (Stein et al., 1991).

D'autres motifs présents au niveau des domaines extracellulaires suggérent la
fixation de sucres et incluent un domaine chitinase comme dans le cas de CHRK1 (Chitinase
Related receptor-like kinase) (Kim et al., 2000b), un domaine thaumatine (Osmond et al.,
2001) ou un domaine lysine (Bateman et Bycroft, 2000). Les motifs extensines suggeérent

aussi les interactions avec la paroi.

Plusieurs autres motifs extracellulaires pourraient étre impliqués dans les interactions
entre protéines. Les kinases associées a la paroi (WAK) contiennent toutes des répétitions
de motifs similaires a ceux du facteur de croissance épithélial (EGF) en plus d'autres motifs
variables similaires a des protéines de la matrice extracellulaire des métazoaires comme les

collagénes, la neurexine et la tenascine (He et al., 1999).

La famille de CRINKLY4 (CR4) contient des répétitions riches en cystéine présentes
dans le récepteur du facteur de nécrose des tumeurs (TNF) (Becraft et al., 1996).
Le domaine DUF26, aussi appelé CRR (Cystein Rich Repeat), contient 4 cystéines
conservées avec une signature C-x8-C-x2-C. Le motif est présent dans au moins 42 RLK
d'Arabidopsis (Shiu et Bleecker, 2001a), et apparait étre spécifique des plantes; sa fonction

est inconnue.

La suite de ce chapitre a pour objectif d'apporter une vision globale des récepteurs
kinases et de leur fonctionnement dans la de transduction du signal dans les différents
aspects du développement des plantes en excluant leur implication dans les relations

plantes-microorganismes.

I-C.LES RECEPTEURS DE TYPE KINASE IMPLIQUES DANS LE DEVELOPPEMENT DES
PLANTES

Le nombre de récepteurs de type kinase dont la fonction lors du développement des
plantes est démontrée est sans cesse en augmentation (Tableau 2). C'est pourquoi nous
avons traité dans ce mémoire les plus caractéristiques, impliqués dans les différentes

phases du développement des plantes.
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Encadré 2: les incompatibilités génétiques

Chez beaucoup de plantes qui pourraient, morphologiquement, s'autoféconder, des
systémes d'incompatibilité génétique permettent de favoriser ou méme de rendre obligatoire
la fécondation croisée. Ces systémes se situent au niveau de la germination ou du
développement du grain de pollen sur le stigmate. lls font appel a des génes d'incompatibilité
(S) qui existent sous la forme de nombreux alléles (S1, S2, S3, ..., Sx) et peuvent étre
classés en deux processus : l'auto-incompatibilité gamétophytique et I'auto-incompatibilité
sporophytique (d'apres le site http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Pollinisation/).

L'auto-incompatibilité gamétophytique

Les plantes hétérozygotes diploides
disposent pour le géne S de deux alléles.
Le pollen, gamétophyte male haploide, ne
contient qu'un de ces alléles. Si l'alléle du
pollen est le méme que l'un des deux
alleles exprimé par le stigmate (diploide)
de l'organe femelle, le développement du
tube pollinique sera bloqué et Ila
fécondation ne pourra avoir lieu. Dans ce
cas, l'autofécondation est impossible. Le
schéma ci-dessous montre un cas dans
lequel un allele differe entre les deux
plantes.

Plante A:S1/S3 Plante B : S3 / S3

La plante A (S1/S3) produit des grains de
pollen S1 ou S3. Seul le pollen S1 pourra
germer puis féconder la plante B (S3/S3). En
revanche, la plante B (S3/S3) ne produit que
des grains depollen S3. lls ne pourront germer
sur la plante A (S1/S3) car le stigmate exprime
l'allele S3

L'auto-incompatibilité sporophytique

Les plantes hétérozygotes disposent pour
le géne S de deux alléles. Le pollen,
gamétophyte male haploide, ne contient
qu'un de ces alleles. Mais une partie des
composants de sa paroi a été synthétisée
par les cellules nourricieres du pollen au
cours de sa formation. Ces cellules étaient
diploides et contenaient donc les deux
alléles. Si I'un des deux alléles de la plante
diploide qui a généré le pollen est le
méme que l'un des deux alléles exprimé
par le stigmate (diploide), le
développement du tube pollinique sera
bloqué et la fécondation ne pourra avoir
lieu. Dans ce cas, l'autofécondation est
impossible. Le schéma ci-dessous montre
un cas dans lequel un alléle différe.

Plante A:S1 /83 Plante B : 83/ S3

La plante A (S1/S3) produit des grains de
pollen S1 ou S3 qui contiennent dans leur
paroi des produits synthétisés par le tapis
nourricier diploide correspondant aux deux
alleles S1 et S3. Aucun grain de polien ne peut
germer sur la plante B (S3/S3) car tous
contiennent des produits d'origine S3. Il en est
de méme pour le croisement inverse.
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[I-C.1. Déterminisme de l'auto-incompatibilité chez Brassica

L'auto-incompatibilité est un mécanisme qui favorise les fécondations croisées et
implique un rejet actif de l'auto-pollen. Ce caractére est contrdlé par I'haplotype d'un locus
complexe appelé le locus S (Nasrallah, 1997). Le récepteur kinase du locus S fonctionne
dans les cellules stigmatiques lors de la reconnaissance du pollen au niveau du systéme
d'auto-incompatibilité sporophytique de Brassica (Goring et al., 1993) (Encadré 2). Deux
génes exprimés dans le stigmate sont codés au niveau du locus S: SRK et SLG (Stein et al.,
1991). Le géene SRK code une protéine a activité sérine/thréonine kinase localisée au niveau
de la membrane plasmique (Cabrillac et al., 2001).

Des mutations du géne SRK au niveau de la région codant le domaine S sont
associées a une perte de la réponse d'auto-incompatibilité (Goring et al, 1993). La
suppression de l'activité kinase de SRK gradce a une expérience de transformation de
Brassica napus par une forme inactive de la protéine supprime l'auto-incompatibilité (Stahl et
al., 1998).

Par ailleurs, la transformation d'un haplotype S60 de Brassica rapa par une
construction contenant l'allele S28 de SRK confére une réponse de rejet des stigmates au
pollen S28 (Takasaki et al., 2000). Des résultats similaires ont été obtenus avec Brassica
napus (Silva et al., 2001).

SRK est par conséquent le déterminant femelle de I'auto-incompatibilité sporophytique chez
Brassica.

L'ectodomaine de la protéine SRK est similaire & SLG, une glycoprotéine sécrétée
(Stein et al, 1991). Les motifs extracellulaires de SRK et la protéine SLG incluent un
domaine de type agglutinine, un domaine S riche en cystéine et un domaine PAN (domaine
commun au plasminogene, au domaine "Apple” du facteur XI de coagulation et a plusieurs
protéines de Nématode) pour lequel des interactions protéines-protéines ou les interactions
protéines-sucres ont été démontrées (Tordai et al., 1999).

[I-C.2. Développement des gamétophytes : exemple de PRK1

Le géne PRK1 (Pollen Receptor-lke Kinase 1) a été isolé a partir d'une banque
d'ADNc de tube pollinique de pétunia. L'expression de PRK1 a été initialement détectée
dans les anthéres qui contiennent des microspores, et le niveau de transcrits atteint un
maximum dans le pollen mature, puis persiste dans les tubes polliniques du pollen en
germination (Mu et al., 1994).

De plus, des auteurs ont montré que certaines plantes, transformées par une
construction contenant la région codant l'ectodomaine en orientation anti-sens, sont

incapables de former du pollen. En effet, les cellules méres du pollen évoluent vers une
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Encadré 3: Structure de I'albumen d'un grain de mais

L'albumen représente le tissu de réserve de la graine, fournissant les
éléments nécessaires a la croissance de la plantule lors de la germination.
L'albumen est un tissu simple composé de 3 types majeurs de cellules:
I'albumen amylacé (jaune), la couche de cellules de transfert a la base
(bleu) et l'aleurone (rouge). La couche de transfert participe au
prélevement des nutriments depuis la plante mére lors du développement
de la graine. L'albumen "amidonné" est le site majeur de stockage de
l'amidon et de protéines. Tout en ayant des fonctions de stockage,
l'aleurone est un tissu du catabolisme; a la germination, il sécréte des
amylases dans l'albumen "amidonné" causant la destruction de I'amidon
stocké, fournissant les sucres et I'énergie nécessaires a la croissance de
la plantule (d'aprés le site du laboratoire de P.W Becraft
http://www.public.iastate.edu/~becraft/Endosperm.htm ).

. Albumen
_amidonné
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méiose normale et produisent des microspores; maié le développement postérieur est
anormal: la moitié des microspores (sans doute celle possédant le transgéene) n’entre pas en
mitose, et reste uninucléée pour finalement avorter, suggérant que la fonction de PRK1 est
essentielle pour le développement postméiotique du pollen (Lee et al., 1996).

Ces expériences ont montré que les plantes transgéniques présentent des anomalies
de développement du gamétophyte femelle. Dans ce cas, les sacs embryonnaires des
lignées transformées par la construction anti-sens évoluent habituellement vers des mitoses
normales, mais la maturation du sac embryonnaire et la différenciation n'ont pas lieu. Les
transcrits de PRK1 sont également détectés dans les ovules de plantes sauvages (Lee et al.,
1997). Ainsi PRK1 est un élément intégré a la signalisation et il semble nécessaire a la
gamétogenese.

La protéine PRK1 d'une masse de 69 kDa est constituée de 720 acides aminés. Les
328 acides aminés de l'ectodomaine contiennent 5 motifs LRR. Bien que la séquence du
domaine kinase prédit une activité sérine/thréonine kinase, l'autophosphorylation du domaine

cytoplasmique se fait uniquement sur des résidus sérine et tyrosine (Mu et al., 1994).

[I-C.3. Morphogeneése et différenciation cellulaire

II-C.3.1. CRINKLY4

CR4 a été cloné a partir d'un mutant d'insertion de mais et code un RLK (Becraft et
al., 1996). Les plantes mutées pour CR4 sont petites, avec des feuilles froissées et forment
fréquemment des fusions ressemblant a des greffes. Au niveau des graines de ces mutants,
les cellules périphériques de l'albumen ne se différencient pas en cellules de l'aleurone mais
restent & un état de cellules de I'albumen amylacé (encadré 3). CR4 est exprimé dans les
régions en croissance de la partie aérienne, et particulierement dans le méristéme apical et
les primordia latéraux (Becraft et al., 2001). L'étude d'une série allélique de mutants a
montré que CR4 est actif préférentiellement dans I'épiderme, mais est requis dans divers
processus du développement cellulaire dans I'ensemble de la partie aérienne. CR4 est
nécessaire dans la graine lors de la différenciation des cellules de l'aleurone, mais ses
fonctions peuvent étre étendues a la régulation de la prolifération cellulaire, lidentité
cellulaire, la morphogenese et la différenciation. (Becraft et Asuncion-Crabb, 2000).

La protéine CR4 correspondante est composée de 901 acides aminés et présente
une activité sérine/thréonine kinase fonctionnelle dans le domaine cytoplasmique (Jin et al.,
2000). L'ectodomaine riche en cystéine contient un motif similaire au domaine de fixation du

ligand du récepteur mammifére au facteur de nécrose de tumeur (TNF), et suggére par
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conséquent que le ligand du récepteur CR4 pourrait étre un peptide apparenté au TNF
(Becraft et al., 1996).

I-C.3.2. WAK

L'ADNc de WAK1 (Wall associated kinase) a été isolé par la technique de double
hybride (Kohorn et al., 1992). Il a été montré que la protéine WAK1 est localisée dans la
membrane plasmique et associée fortement a la paroi (He et al.,, 1996). La sous-famille de
RLK a laquelle appartient WAK1 comprend 5 membres chez Arabidopsis (He et al., 1999).
L'association a la paroi est une propriété commune aux protéines WAK car le signal
d'immunodétection est détecté uniquement a ce niveau de la cellule.

Les transcrits de WAKT, 2, 3 et 5 ont été détectés par northern blot d'abord dans les
feuilles et la tige et a I'état de traces dans d'autres tissus. L'expression de WAK4 est plus
importante dans les siliques (He et al., 1999), mais de faibles niveaux de transcrits ont été
décelés par RT-PCR dans les feuilles (Lally et al., 2001). L'hybridation in situ et la fusion de
la protéine GUS® sous contréle de leur promoteur endogé&ne ont montré que WAK1 et WAK2
sont exprimés dans le méristeme apical, les feuilles et les méristemes latéraux racinaires
(Wagner et Kohorn, 2001). Leurs profils d'expression se recouvrent partiellement.

La famille des protéines WAK possede un motif EGF dans l'ectodomaine, mais
d'autres motifs de l'ectodomaine spécifiques aux différentes WAK sont apparentés aux
protéines de la matrice extracellulaire des métazoaires comme la tenascine, le collagéne et
la neuroxine (He et al., 1999).

Des auteurs ont proposé un role de liaison entre la paroi et le cytoplasme (He et al.,
1996). Ce lien pourrait étre purement structural, indépendant d'une fonction de signalisation
supplémentaire, ou représenter une partie intégrale d'une fonction de signalisation
(Anderson et al.,, 2001). En effet, la suppression des transcrits par stratégie antisens de
WAK2 et WAK4 a pour conséquence un phénotype nain par diminution de I'expansion
cellulaire. Cet effet se manifeste au niveau de l'allongement de la tige et des racines et a un
effet plus prononcé sur la taille des feuilles. Les protéines WAK 2 et WAK 4 sont nécessaires
a l'expansion normale de la cellule. Dans tous les cas, la séquence utilisée pour supprimer
les transcrits de WAK comporte des régions conservées, et de ce fait doit annuler
l'expression des différents membres de la famille de WAK (Lally et al., 2001; Wagner et
Kohorn, 2001).

® GUS: B- glucuronidase
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Encadré 4. Organisation du méristeme apical caulinaire (Mayer et al., 1998)

Le méristéme apical caulinaire (MAC) des angiospermes prend la forme d'un
petit déme de cellules présentant des caractéristiques structurales spécifiques.
L'organisation du méristéme apical établi I'arrangement des cellules en deux régions,
la tunica et le corpus. Chez Arabidopsis et la plupart des autres dicotylédones, la
tunica est constituée d'une couche superficielle épidermale (L1) et une couche sous
épidermale (L2), chacune d'une épaisseur d'une cellule. Chaque couche reste
distincte de l'autre par des divisions cellulaires anticlinales constantes. Le corpus
(L3) se tient en dessous de la tunica et est constitué de cellules qui se divisent dans
tous les plans.

L'épiderme, les feuilles et les fleurs dérivent de la couche L1, tandis que la
couche L2 fournit les tissus mésodermiques et les cellules souches. La couche L3
produit les tissus vasculaires.

L'ensemble de ces trois couches cellulaires participe a la croissance de la
tige et a la formation des organes; ainsi, la prolifération et le devenir des cellules
pendant le développement doivent étre coordonnés. Cette coordination peut étre
réalisée au travers de la voie symplasmique; de récentes expériences par traceur
fluorescent dans l'apex ont montré que les couches composant la tunica
d'Arabidopsis et du hétre montrent une connectivité symplasmique, par des
plasmodesmes primaires et secondaires joignant les cellules et offrant des
connections intracellulaires pour le mouvement probablement régulé de molécules
signales. Le corpus apparait former un domaine symplasmique séparé de celui de la
tunica, mais il a été proposé qu'il maintient la connexion avec la tunica grace a des
plasmodesmes secondaires dans le but d'intégrer les trois groupes cellulaires
clonaux.

Des études morphologiques et histologiques indiquent que le méristeme

apical peut aussi étre divisé en trois domaines distincts: une zone centrale, une zone
périphérique et une zone "rib".
La zone centrale est située a l'extrémité du méristeme et est constituée de cellules
se divisant lentement. La zone périphérique entoure la zone centrale; les cellules se
divisent plus rapidement et forment les primordia des organes a la périphérie du
méristéeme. La zone "rib" s'étend en dessous des deux autres et produit les cellules
qui forment le volume de la tige.

Les cellules de la zone centrale de la tunica apparaissent étre isolées par le
symplaste de celles de la zone périphérique; elles doivent définir des gradients dans
lesquels des petites molécules diffusibles peuvent porter des informations aux
cellules a l'intérieur des régions du méristéme apical.

Primordium foliaire

Zone périphérique
Zone centrale
Zone "rib"
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II-C.3.3. ERECTA

L'écotype Erecta est une lignée bien décrite d'Arabidopsis dans les laboratoires. Le
phénotype erecta (er) est associé a des inflorescences petites et compactes, une tige
affinée, de petits pétioles, des feuilles arrondies et des siliques petites et fines. La fonction
majeure du géne ER est de réguler la forme finale de différents organes et non pas leur mise
en place puisque la phyllotaxie n'est pas modifiée chez les mutants (Lease et al., 2001).

Le géne ER a été identifié suite a l'insertion d'ADN-T et code un LRR-RLK (Torii et
al., 1996). Il est exprimé dans le méristéme apical caulinaire et dans les primordia d'organes
(Yokoyama et al., 1998). L'ectodomaine de la protéine ER contient 20 motifs LRR dont
chacUn est codé par un exon différent dans I'organisation génomique du locus. De plus, le
domaine kinase cytoplasmique s'autophosphoryle sur des résidus sérine et thréonine in vitro
(Lease et al., 2001). Bien que le gene ER soit caractérisé, les bases cellulaires de ce
phénotype n'ont pas été reportées, mais il semble affecter certains aspects de la division et

de l'expansion cellulaire.

[I-C.4. Développement du méristéme

Les méristemes apicaux caulinaires renferment une population de cellules souches
qui se divisent afin de remplacer les cellules incorporées dans des structures différenciées
(encadré 4). La fonction propre du méristeme requiert une balance entre la prolifération des
cellules souches et la différenciation cellulaire. Le géne CLAVATA1 (CLV1) chez Arabidopsis
est impliqué dans le maintient de I'équilibre du méristéme apical caulinaire par inhibition de
la prolifération cellulaire; les mutants clv? ont un méristtme anormalement large car la
prolifération des cellules souches surpasse la différenciation. L'augmentation de la taille du
méristéme chez les mutants aboutit a des effets secondaires tels qu’une phyllotaxie altérée,
l'augmentation du nombre d'organes floraux, et des siliques en forme de massue (dont le
nom CLAVATA dérive) (Clark et al., 1993).

CLV1 code un récepteur de type kinase et est exprimé dans la région du corpus du
méristéme (Clark et al, 1997). L'ectodomaine contient 21 motifs LRR et le domaine
cytoplasmique s'autophosphoryle sur des résidus sérine (Stone et al., 1998).

OsLRK1 a été isolé du riz et la protéine correspondante posséde une identité de
séquence de 55% avec CLV1 d'Arabidopsis (Kim et al., 2000a). Ce géne est exprimé dans
les régions en croissance de la partie aérienne, et [a suppression des transcrits par antisens
cause la production d'organes floraux supplémentaires constituant un phénotype évoquant
celui de clvl. La fonction CLV1 semble étre conservée entre monocotylédones et
dicotylédones (Fletcher et Meyerowitz, 2000).
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[I-C.5. Signalisation hormonale

Le gene BRI1 d'Arabidopsis a été identifié par une sélection de mutants insensibles
aux brassinolides exogénes (mutants bri7: BR-insensitive et mutants bin: Brassinostéroid-
insensitive) (Clouse et al., 1996; Li et Chory, 1997). Les brassinolides appartiennent a un
type de brassinostéroides, hormones stéroides végétales, impliquées dans la régulation de
la croissance. Elles favorisent I'élongation cellulaire; ainsi les plantes déficientes dans la
synthése des brassinolides (mutants det2) ont un phénotype nain lorsque qu’elles sont
cultivées a la lumiére; alors qu’a I'obscurité les mutants présentent un hypocotyle épais, des
cotylédons ouverts et en expansion, et développent des bourgeons de feuilles primaires (Li
et al., 1996; Szekeres et al., 1996). Les mutants bri1 et bin1 sont des alléles différents du
méme locus. Les mutants bri1/bin1 sont phénotypiquement similaires aux plantes qui ont
une déficience dans la synthése des brassinolides (Clouse et al., 1996; Li et Chory, 1997).

Le géne BRI1 code un LRR-RLK (Li et Chory, 1997). Son domaine extracellulaire
contient 25 motifs LRR avec un filot unique de 70 acides aminés entre les répétitions 21 et
22. Au moins trois alleles mutants présentent des Iésions dans cet ilot, ce qui laisse penser
que cette région joue un rdle fonctionnel important (Friedrichsen et al., 2000).

L'expression d'une protéine de fusion BRI1-GFP sous le contréle du promoteur de
BRI1 révele qu'elle est ubiquiste et localisée dans la membrane plasmique (Friedrichsen et
al., 2000).

Une phosphorylation primaire sur les résidus sérine et une phosphorylation d’'un
niveau inférieur sur des thréonines ont été observées aprés l'analyse des acides aminés

phosphorylés du domaine kinase recombinant de BRI1 (Oh et al., 2000).

Le phénotype normal du riz, peut devenir nain par mutation du géne d67, (un géne
homologue a BRI1) (Yamamuro et al., 2000). La protéine correspondante est composée de
22 motifs LRR, avec un ilot de 70 acides aminés entre les répétitions 18 et 19. De fagon
similaire aux mutants bri1 d'Arabidopsis, les mutants d67 montrent une sensibilité réduite
aux brassinolides exogénes et un phénotype nain di a la faible élongation des internceuds et

du mésocotyle a I'obscurité.

BAK1 (Bri1-Associated receptor Kinase-1) code un récepteur de type kinase a
domaine extracellulaire LRR. La surexpression de BAK? chez des mutants faibles de brit
supprime de multiples défauts de développement (Li et al., 2002); par exemple les mutants
bri1-5 sont des plantes naines avec de petites inflorescences, alors que les inflorescences
du double mutant bri1-5 bak1-1D (bri1-associated receptor kinase-1-1Dominant) sont deux
fois plus longues que celles des mutants bri1-5. Les mutants d'insertion de bak? ont des

phénotypes semi-nain et la longueur de leur inflorescence est d'environ 70% de celle d'une
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plante de phénotype sauvage. De plus, les plantes mutantes de bak7 produisent des
rosettes plus petites avec des feuilles arrondies et des pétioles plus courts. L'implication de
la protéine BAK1 dans la signalisation des brassinostéroides est renforcée par le fait qu’elle
a été identifiée (grace a la technique du double hybride) comme une protéine interagissant
avec BRI1 (Nam et Li, 2002).

II-C.6. Sénescence

SARK (Senescence Associated Receptor-like kinase) a été mis en évidence lors de
la sénescence des feuilles chez le haricot par DD-RT-PCR (Differential Display RT-PCR). Le
géne SARK code une protéine de 904 acides aminés de type récepteur transmembranaire a
activité sérine/thréonine kinase dont le domaine extracellulaire comprend notamment un
peptide signal et trois motifs LRR. Lors du vieillissement des feuilles, les transcrits de SARK
sont détectés par northern blot & partir de 20 jours aprés la germination, atteignent un
maximum d'accumulation & 40 jours aprés germination, puis diminuent. A un stade de
développement donné, les transcrits de SARK sont plus abondants dans les feuilles les plus
agées, tandis qu'aucun transcrit n'a été détecté dans les jeunes feuilles. Les transcrits de
SARK sont présents également en quantité inférieure dans les racines et I'épicotyle 40 jours
aprés la germination (Hajouj et al., 2000).

Un autre géene codant un LRR-RLK semble étre impligué dans la sénescence des
feuilles. SIRK (Senescence Induced Receptor-like Kinase) a été identifié par cDNA-AFLP
chez des plantes d'Arabidopsis surexprimant le géne codant AtWRKY®6, un facteur de
transcription dont l'expression la plus intense a été observée lors de la sénescence des
feuilles (Robatzek et Somssich, 2001). Le niveau de transcrit de S/IRK, est réduit de maniére
significative dans les feuilles sénescentes de mutants d'insertion déficients pour le géne
WRKYS, par rapport a une plante sauvage. SIRK semble étre une cible de AtWRKY®6 et
l'activation de la transcription de S/IRK par AtWRKY6 semble étre spécifique de la
sénescence des feuilles (Robatzek et Somssich, 2002).

II-C.7. Abscission d'organe

RLKS5 a été isolé a partir d'une banque d'ADNc d'Arabidopsis criblée avec le domaine
kinase de ZmPK1 de mais (Walker, 1993), qui est un gene codant un récepteur de type
kinase et dont le domaine extracellulaire est apparenté a celui de SRK et a SLG du locus S
de Brassica (Zhang et Walker, 1993). La suppression par anti-sens des transcrits de RLK5 a

mis en évidence son rdle dans l|'abscission des organes floraux; celle-ci étant évitée ou

31



A B C
CLV2 CLV1

KAPP

|—— POL

Voie des MAPK

? cellules souches

Geénes d'identité des

Figure 8: Voie de transduction du signal impliquant le récepteur transmembranaire a activité
kinase CLAVATA 1.

A- complexe inactif composé des protéines CLAVATA1 et CLAVATA2 liées par des ponts
dissulfures.

B- complexe régulé négativement: la fixation du ligand CLAVATA3 de nature peptidique (peut
étre en association avec un facteur inconnu) induit I'cligomérisation du complexe inactif et son
autophosphorylation. La protéine phosphatase KAPP est phosphorylée par ce complexe, ceci a
pour effet de réguler de fagon négative le complexe en le déphosphorylant.

C- complexe actif: le complexe phosphorylé est associé a une protéine ROP (directement ou par
un intermédiaire inconnu) dont I'action est la répression de WUSCHEL (WUS), réprimant de ce fait
la différenciation cellulaire au profit de la prolifération des cellules souches. La protéine
POLTERGEIST (POL), une phosphatase cytoplasmique, fonctionne comme un régulateur négatif
de la voie de transduction de CLV1.

(D'apres Tichtinsky et al., 2003)
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retardée chez les plantes transformées (Jinn et al., 2000). De ce fait, le géne RLK5 a été
renommé HAESA, un mot latin signifiant "qui adhére a“. Mais, il n'a pas été montré si c’est la
différenciation morphologique d'une zone d'abscission qui fait défaut ou si c'est I'abscission
proprement dite qui est bloquée.

HAESA est exprimé dans les zones d'abscission des organes floraux. Son expression
coincide avec les stades d'acquisition de la compétence des fleurs a s'autopolliniser c'est-a-
dire au moment ou les zones d'abscission se différencient, les produits du géne sont
également observés a la base du pétiole. La protéine HAESA comporte 999 acides aminés
et contient 21 motifs LRR dans I'ectodomaine, son domaine cytoplasmique a activité kinase
s'autophosphoryle in vitro sur des résidus sérine et thréonine. Cette protéine a été localisée
par western blot grace a des anticorps dirigés contre la protéine au niveau de la fraction

membranaire de rosettes matures (Jinn et al., 2000).

H-D.VOIES DE SIGNALISATION DES RECEPTEURS DE TYPE KINASE

Pour comprendre complétement la fonction d'un RLK, il est nécessaire de connaitre
les autres protéines du systeme, la fagon dont elles interagissent, la nature du signal
activateur, et les événements qui sont régulés en aval. Lorsgu’ils sont activés par un ligand,
les RLK initient des voies de transduction du signal. Ceci implique typiquement le
recrutement de protéines effectrices au niveau du complexe récepteur activé, qui
déclenchent ainsi des cascades de régulation de phosphorylation de protéines ou d'autres
réactions biochimiques, qui aboutissent finalement a des modifications de |'expression de
genes et des fonctions cellulaires. Des approches génétiques et biochimiques commencent
a apporter des informations sur quelques systémes de transduction des RLK et trois des

modeles les mieux détaillés seront décrits au cours du chapitre suivant.

li-D.1. Le systéme CLAVATAI1

La voie de transduction du signal impliquant CLAVATAT a été bien étudiée. Ainsi, le ligand
potentiel, des éléments de transduction intracellulaire du signal et certains génes cibles ont

été identifiés (Figure 8).

lI-D.1.1. CLV3: ligand de CLV1
Les mutants du géne CLAVATA3 (CLV3) d'Arabidopsis présentent le méme

phénotype d'élargissement du meéristéme que les mutant clv1, plagant par conséquent ces

génes sur la méme voie de signalisation (Clark et al., 1995).

32



Bibliographie

CLV3 a été cloné et code une protéine de 96 acides aminés (Fletcher et al., 1999),
elle est supposée étre sécrétée et clivée pour engendrer une protéine de 78 acides aminés.
La masse moléculaire apparente du monomére de CLV3 est de 6 kDa, cependant il est
présent dans les extraits protéiques solubles de plantes sous forme d'un multimére de 25
kDa (Trotochaud et al., 2000) dont la nature n’a pas encore été démontrée. CLV3 appartient
a une famille de protéines appelée CLE (CLAVATAS3/ESR) qui contient un trongon conservé
de 15 acides aminés a proximité de l'extrémité C-terminale; toutes sont supposées étre
secrétées (Cock et McCormick, 2001). Le génome d’Arabidopsis contient 28 génes de cette
famille et trois protéines ESR (Embryo Surrounding Region) de mais appartiennent aussi a
celle-ci. Leur fonction n’est pas connue, mais ces protéines sont détectées dans l'albumen
qui entoure le jeune embryon au cours du développement du mais (Bonello et al., 2002).

CLV3 est exprimé dans un petit groupe de cellules de la zone centrale qui pourrait
représenter la population de cellules souches. Cette zone d'expression se superpose
légérement avec celle de CLVT dans la couche du corpus (Fletcher et al., 1999). Ainsi, la
prolifération de cellules souches semble étre régulée par une signalisation entre couches
cellulaires.

La protéine CLV3 se fixe aux celiules de levures exprimant CLV1 et CLV2, elle est
éluée par chromatographie de gel filtration dans la méme fraction que le complexe actif de
CLV1, et co-immunoprécipitée avec CLV1 d'extraits de plantes (Trotochaud et al., 2000). Par
ailleurs, le complexe actif de CLV1 ne se forme pas chez les mutants c/v3 (Trotochaud et al.,
1999). Le fait que la protéine CLV3 se fixe & CLV1 et qu'elle est requise pour la formation
d'un complexe actif suggere que CLV3 est le ligand de CLV1.

Certains auteurs ont décrit que, CLV3 ne se fixe pas a la protéine mutante civ7-10
dans les plantes et les cellules de levures. Cet allele contient un acide aminé de substitution,
au niveau du domaine kinase, qui annule l'activité kinase. Ces résultats suggerent que
I'activité du domaine kinase cytoplasmique est requise pour la fixation efficace du ligand par

le domaine extracellulaire (Trotochaud et al., 2000).

I-D.1.2. Les autres éléments du systeme CLV1

CLAVATA 2

CLV2 est une protéine de 720 acides aminés apparentée a un récepteur qui est
composé d'un ectodomaine & motifs LRR, d’'un domaine transmembranaire, mais qui ne
posséde pas de domaine cytoplasmique (Jeong et al., 1999). Bien que l'interaction directe
entre les protéines CLV1 et CLV2 n'ait pas encore été démontrée, des éléments génétiques
et biochimiques tendent a confirmer cette hypothése.
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Les alleles mutants des genes clvl et clv3, possédant de faibles effets sur le
phénotype, montrent des relations épistatiques avec les alleles mutants clv2 dans le
méristéeme apical caulinaire (Kayes et Clark, 1998). Les alléles faibles de clv1 intéragissent
de fagon "allele spécifique" avec clv2. Par exemple les doubles mutants clivi-7/civ2-2
présentent un méristtme beaucoup plus large, comparable a celui des mutants forts de clv1.
Bien que l'expression des transcrits de CLV1 soit plus importante chez les mutants civ2 et
concomitante avec l'augmentation de la taille du méristeme (Kayes et Clark, 1998), les
niveaux de protéines CLV1 diminuent de maniére significative (Jeong et al., 1999). Ces
données pourraient étre interprétées en considérant que CLV2 est une sous-unité d'un
complexe hétéromérique de CLV1 et est requis pour la stabilité de la protéine CLV1.

Alors que la protéine CLV1 est active exclusivement dans le méristéme apical
caulinaire, CLV2 dispose de fonctions supplémentaires, en particulier dans le
développement des organes floraux (Kayes et Clark, 1998), pendant lequel CLV2 pourrait

s'hétérodimériser avec d'autres RLK.

Lorsque des extraits protéiques sont séparés par chromatographie en gel filtration, la
protéine CLV1 est présente dans deux fractions de masses moléculaires de 185 kDa et 450
kDa (Trotochaud et al., 1999).

- Le complexe de 185 kDa est présent chez les mutants c/v3 et chez certains
mutants clv1 (Trotochaud et al., 1999). Ce complexe représente la forme inactive,
probablement composée des sous-unités CLV1 et CLV2 liées par des ponts
dissulfures (Jeong et al., 1999).

- La fraction de 450 kDa correspond a un complexe récepteur actif puisqu’il
est absent chez les mutants ayant perdu les fonctions clv1 ou civ3 (Trotochaud et al.,
1999). D’autres composants doivent se lier au multimere de 185 kDa pour former le

complexe actif.

Protéine ROP

La protéine ROP, une GTPase de type Rho, fait partie du complexe actif de CLV1.
Elle est décelée dans le complexe protéique immunoprécipité par un anticorps anti-CLV1.
Par ailleurs, un immunoblot des fractions d'élution de masses de 185 kDa et 450 kDa
contenant CLV1, met en évidence la présence de la protéine ROP dans la fraction du
complexe actif uniguement. La fonction de ROP dans la signalisation de CLV1 n'est pas
connue, mais elle pourrait agir de fagon analogue aux protéines animales de type Ras en
activant une voie de transduction impliquant les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)
(Trotochaud et al., 1999).
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Protéine KAPP

La protéine KAPP (Kinase Associated Protein Phosphatase) est un autre élément du
complexe actif de CLV1. En effet, KAPP est une protéine phosphatase, isolée la premiére
fois du fait de son interaction avec le domaine cytoplasmique de HAESA (Stone et al., 1994).
KAPP fixe uniqguement la forme phosphorylée de HAESA. Des interactions ont été
rapportées ultérieurement entre des KAPP et plusieurs RLK, dont les protéines WAK1 (Park
et al., 2001); OsTMK, un RLK dont l'expression est induite par les gibbérellines chez le riz
(van der Knaap et al., 1999); et CLV1 (Trotochaud et al., 1999).

KAPP interagit avec le domaine kinase de CLV1 phosphorylé (Stone et al., 1998), et
est co-immunoprécipité avec des anticorps dirigés contre CLV1 a partir d'extraits de plantes
(Stone et al,, 1998). Par ailleurs, les ARNm du géne codant la protéine KAPP sont exprimés
dans toutes les zones du méristéme apical caulinaire et dans les tissus provasculaires. Cette
distribution inclut le domaine d'expression de CLV7, mais n'est pas limitée a celui-ci
(Williams et al., 1997). Des études de plantes transgéniques indiquent que la protéine KAPP
fonctionne comme un régulateur négatif de la signalisation passant par CLV1. En effet, la
surexpression de KAPP aboutit a un phénotype similaire aux mutants faibles c/v’ comme par
exemple une augmentation faible du nombre de carpelles par fleur, (Williams et al., 1997).
Au contraire, la co-suppression des transcrits endogénes de KAPP mene a la suppression
du phénotype mutant clv1-1 (Stone et al., 1998).

POLTERGEIST

Les mutants pol (POLTERGEIST) suppriment partiellement les phénotypes mutants
clvl, 2 et 3 mais ne montrent pas de défaut phénotypique (Yu et al., 2000). POL code une
protéine phosphatase cytoplasmique qui régulerait la voie de signalisation intracellulaire
dans plusieurs systémes de transduction de signaux, dont celui de CLV1 (Yu et al., 2003).

WUSCHEL

Le gene WUSCHEL (WUS) est une cible du systeme de transduction du signal
assuré par les protéines CLV (Schoof et al., 2000). La protéine WUS favorise la prolifération
des cellules souches dans le méristeme apical caulinaire. En effet, il a été montré que les
méristémes des mutants wus épuisent rapidement leur "pool" de cellules souches (Laux et
al., 1996). WUS code une protéine a homéodomaine qui est exprimée dans un petit groupe
de cellules dans la région médullaire de la zone centrale, juste au-dessous du domaine
d'expression de CLV3 (Mayer et al., 1998). Chez les mutants clv, le domaine d'expression de
WUS est élargi tandis que la surexpression de CLV3 inhibe I'expression de WUS. Ainsi la
voie de signalisation des protéines CLV inhibe la prolifération cellulaire au travers d'une
régulation négative du géne WUS. Une boucle de rétrocontrble de WUS agit inversement
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Figure 9: Voie de transduction du signal du mécanisme d'auto-incompatibilité chez Brassica.
A- complexe inactif. le récepteur transmembranaire SRK est présent sous forme
monomérique ou multimérique dans la membranaire des papilles stigmatiques. Le récepteur
est maintenu a I'état non phosphorylé grace a I'action inhibitrice de thioredoxines H (THL).
B- complexe actif: la fixation du déterminant pollinique d'un pollen incompatible SCR sur le
complexe récepteur SRK, stabilisé par la glycoprotéine extracellulaire SLG, permet la levée
de l'inhibition des thiorédoxines et I'autophosphorylation de SRK. Le domaine cytoplasmique
a activité kinase de SRK phosphoryle et active la protéine ARC1, dont I'activité ubiquitine
ligase permet l'ubiquitinisation (Ub) de protéines intracellulaires inconnues, mais dont la
dégradation par le protéasome, permet de déclencher la réponse auto-incompatible et le
rejet du pollen. En cas de fixation de pollen compatible, la dégradation des protéines par le
protéasome n'a pas lieu et le pollen n'est pas rejeté.

C- complexe régulé négativement: le complexe récepteur SRK autophosphorylé est
régulé négativement par l'activité phosphatase de la protéine KAPP associée, qui est elle-
méme phosphorylée par SRK.

(D'apres Tichtinsky et al., 2003 et Stone et al., 2003)
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comme un régulateur positif de CLV3. La surexpression de WUS élargit le domaine
d'expression de la protéine CLV3 et celle-ci n'est pas exprimée chez les mutants wus (Brand
et al., 2000).

II-D.2. Le systeme SRK

Plusieurs éléments composant la voie de transduction impliquant SRK ont été identifiés. lls

comprennent le ligand et des effecteurs intracellulaires du signal (Figure 9).

I-D.2.1. Sp11/SCR est le ligand de SRK

Il est décrit depuis plusieurs années que le déterminant pollinique, tout comme le
déterminant stigmatique du systéme d'auto-incompatibilité de Brassica est codé par le locus
S (Nasrallah, 1997).

Le géne SCR (S-locus Cystéine Rich) aussi appelé SP11 (S-locus protein 11),
composé d'une phase ouverte de lecture riche en cystéine, a été découvert lors des
analyses de séquences de la région contenant les génes SRK et SLG (Schopfer et al.,
1999). La protéine codée est similaire & une protéine du manteau du pollen préalablement
identifiée, PCP-A1 (PCP, Pollen Coat Protein), qui inhibe l'autopollinisation lorsqu'elle est
appliquée sur les stigmates (Stephenson et al., 1997). SP11/SCR est exprimée dans les
cellules du tapis des anthéeres et présente un haut degré de variation allélique (Schopfer et
al., 1999).

Des plantes homozygotes S2S2 pour le locus S de Brassica oleacera transformées
avec un allele SCR6, ne peuvent plus polliniser les plantes S6S6, mais sont pleinement
fertiles en temps que récepteur de pollen dans des croisements réciproques (Schopfer et al.,
1999). L'application de la protéine recombinante SCR déclenche la réponse d'auto-
incompatibilité lorsqu'elle est appliquée aux stigmates du méme haplotype, et empéche de
ce fait la germination d'un pollen normalement compatible (Kachroo et al., 2001). Ces
résultats placent la protéine SP11/SCR dans le réle de déterminant pollinique de l'auto-
incompatibilité.

SP11/SCR est, selon I'aliéle, une petite protéine de 73 a 83 acides aminés (Schopfer
et al., 1999; Takayama et al., 2000). Aprés le clivage du peptide signal, la protéine mature
posséde une masse moléculaire relative de 5,7 kDa et contient 8 résidus cystéine qui

forment 4 ponts dissulfures (Takayama et al., 2001).
Il a été démontré dans une fraction microsomale in vitro que les protéines PCP

peuvent activer la phosphorylation des protéines SRK. L'activation est réalisée de fagon

haplotype spécifique. Les PCP d'haplotypes compatibles n'induisent pas l'activation de SRK,
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alors que les protéines PCP de pollens d'haplotypes auto-incompatibles l'activent (Cabrillac
et al.,, 2001). L'interaction directe entre les protéines SCR et SRK a été démontrée. En effet
un ectodomaine de SRK6, produit et purifié a partir de feuilles de tabac, interagit avec une
protéine SCR6 produite dans un systéme bactérien. Cette interaction avec SCR6 est
approximativement 10 fois plus forte qu'avec un autre haplotype (SCR13) (Kachroo et al.,
2001). Ces résultats confirment que SCR/SP11 se fixe a SRK de fagon allele spécifique et
active I'autophosphorylation du récepteur.

lI-D.2.2. Les autres éléments du systeme SRK

La glycoprotéine du Locus S (SLG)

La glycoprotéine SLG est codée par un autre géne du locus S. Cette protéine
contribue a la réponse a l'auto-incompatibilité, mais sa fonction n’est pas encore élucidée
(Shiba et al., 2000). Les mutants auto-compatibles qui expriment des niveaux faibles de SLG
présentent des niveaux normaux de transcrits de SRK, alors que la protéine correspondante
n'est pas detectée. L’expression de la protéine SRK seule dans le tabac a pour effet la
production d’agrégats aberrants de protéines liées par des ponts dissulfures, qui ne se
forment pas lorsquiil y a expression de SLG et SRK. Ces éléments suggerent que
Pexpression de la protéine SLG doit faciliter la maturation ou 'accumulation de SRK (Dixit et
al., 2000). Cependant certains haplotypes auto-incompatibles de Brassica (Suzuki et al.,
2000) ainsi que le locus S d'Arabidopsis lyrata (Kusaba et al., 2001) ne contiennent pas le
géne SLG, sa présence ne doit donc pas étre indispensable. De plus, d'autres études
indiquent que la transformation génétique avec SRK seul, est suffisante pour conférer un

phénotype d’auto-incompatibilité (Takasaki et al., 2000).

Plusieurs autres éléments de la voie de transduction de SRK ont été identifiés.

Protéine phosphatase associée aux kinases (KAPP)

Il a été montré qu'une protéine KAPP d'Arabidopsis interagit avec SRK (Braun et al.,
1997). Une protéine KAPP homologue chez Brassica oleacera interagit avec le domaine
cytoplasmique de SRK et la déphosphoryle, tandis qu'elle est elle-méme phosphorylée par
SRK (Vanoosthuyse et al, 2003). Comme dans le cas de CLV1, le niveau de
phosphorylation de SRK peut étre modulé et inhibé par une protéine KAPP.

Les Thioredoxines h

Deux clones THL1 et THLZ2 ont été isolés par criblage en double hybride avec le
domaine cytoplasmique de SRK (Bower et al., 1996). Les protéines THL1 et THL2
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interagissent avec la protéine SRK et non avec d'autres RLK testés. La protéine SRK
interagit avec deux des 5 thioredoxines-h d’Arabidopsis (Mazzurco et al., 2001). THL1 est
faiblement phosphorylée par SRK et montre une activité thioredoxine in vitro (Bower et al.,
1996). L’interaction entre ces deux protéines requiert un site catalytique actif pour THL1, un
résidu cystéine spécifique sur SRK, et aboutit & une réaction d’oxydo-réduction entre les
deux protéines (Mazzurco et al., 2001). Bien que THL2 soit exprimée de fagon préférentielle
dans les tissus floraux, aucune des deux thiorédoxines n'est spécifique des pistils, ce qui
suggere qu’elles possédent d’autres fonctions en dehors de la signalisation de la voie de
SRK (Bower et al., 1996).

SRK s’autophosphoryle de maniére constitutive dans les microsomes isolés a partir
de stigmates ou dans les cellules d’insectes, mais seulement en réponse a la pollinisation
dans les cellules intactes de stigmates. L’'addition d’extraits solubles de stigmates inhibe
lautophosphorylation, ce qui suggére qu’'un inhibiteur présent dans ce type cellulaire
empéche la phosphorylation en absence de ligand. La suppression des thioredoxines de
Pextrait léve [linhibition; au contraire lPaddition d'une THL1 recombinante inhibe
lautophosphorylation in vitro de la protéine SRK. Enfin, les protéines du manteau pollinique
(contenant SCR/SP11, le ligand de SRK), ajoutées aux réactions de phosphorylation in vitro
en présence d’extraits de stigmates inhibiteurs, maintiennent Pautophosphorylation, mais
exclusivement lorsqu'elles ont été isolées d’'un haplotype auto-incompatible avec le variant
alléligue de SRK. Ainsi l'autophosphorylation de la protéine SRK est inhibée par les
thioredoxines et la fixation du ligand supprime I'effet inhibiteur de ces dernieres (Cabrillac et
al., 2001).

La protéine ARC1

La protéine ARC1 (Arm Repeat Containing 1) a été identifiée par la technique de
double hybride avec le domaine cytoplasmique de SRK. L'interaction requiert un domaine
kinase actif de SRK, suggérant qu'elle est dépendante de la phosphorylation et que le
domaine kinase de SRK phosphoryle ARC1 in vitro. L'interaction se produit au niveau de la
région C-terminale de la protéine ARC1, qui contient 5 répétitions d’'un motif ARM qui permet
les interactions protéines-protéines (Mazzurco et al., 2001). Les transcrits de ARC1 sont
exprimés spécifiquement dans les tissus stigmatiques (Gu et al., 1998). La suppression par
antisens de l'expression de ARC1 interrompt la réponse d’auto-incompatibilité (Stone et al.,
1999). L'antisens n’a pas d’effet sur les pollinisations compatibles et la surexpression du
géne ARCT1 n'affecte pas les pollinisations compatibles, ni incompatibles. La protéine ARC1
est une ubiquitine ligase E3 qui favorise l'ubiquitination de protéines et leur dégradation par
le protéasome aprés les pollinisations auto-incompatibles. Certains inhibiteurs du

protéasome ont pour effet d'interrompre la réponse de rejet du pollen. En présence de SRK,
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Figure 10. Voie de transduction du signal des brassinostéroides impliquant le récepteur
transmembranaire a activité kinase BRI1.

A- complexe inactif: le récepteur BRI1 interagit avec le récepteur transmembranaire a activité
kinase BAK1. En absence de ligand signal, ce complexe n'est pas phosphorylé. Il en résulte
que la protéine kinase cytoplasmique BIN2 est capable de phosphoryler les protéines BES1 et
BZR1. Ces protéines ainsi phosphorylées sont soumises a une dégradation protéasomale et
ne peuvent avoir d'action. La phosphatase cytoplasmique BSU1 a la capacité de
déphosphoryler BZR1 modulant finement son action.

B- complexe actif: le complexe récepteur BRI1/BAK1 fixe un ligand brassinostéroide. La
carboxypeptidase extracellulaire BRS1 semble avoir un réle dans la signalisation
extracellulaire mais le détail du mode d'action n'est pas connu. La fixation du ligand entraine
l'autophosphorylation du complexe récepteur. Le complexe ainsi phosphorylé a une action
inhibitrice sur l'activité de BIN2 au travers d'un mécanisme encore inconnu, permettant
l'accumulation nucléaire des protéines BES1 et BZR1 qui a leur tour permettent la régulation
des génes cibles du mécanisme de transduction.

(D'apres Tichtinsky et al., 2003 et Mora-Garcia et al., 2004)
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la protéine ARC1 est localisée au niveau de protéasomes associés au reticulum
endoplasmique, ce qui suggere que SRK doit phosphoryler la protéine ARC1, et explique
ainsi la localisation protéasomale de ARC1 pour mobiliser des effecteurs potentiels. Ces
effecteurs seraient requis pour l'acceptation du pollen et, meneraient au rejet du pollen
lorsqu'ils sont dégradés (Stone et al., 2003).

Ainsi la protéine ARC1 est un élément essentiel de la voie de transduction de SRK et

agit comme un effecteur positif de la réponse auto-incompatible.

[I-D.3. Le systéme BRI

Certains éléments impliqués dans la transduction du signal par BRI1 ont été identifiés
(Figure 10)

II-D.3.1. Bri1 fixe les brassinolides

Il a été démontré que les mutants bri7 sont insensibles aux brassinolides ce qui
indique que ce type de récepteur fonctionne en aval ou au niveau du site de perception de
cette hormone (Li et Chory, 1997). L'ajout dans le milieu de culture de brassinolides entraine
des réponses de défense aux pathogénes dans les cellules de riz contenant un RLK
chimérique composé du domaine extracellulaire de la protéine BRI1 fusionné au domaine
cytoplasmique de Xa21, un RLK de résistance au pathogene de riz (He et al., 2000). BRI1
est par conséquent directement impliquée dans la perception des brassinolides et cette
protéine posséde un fonctionnement similaire a celui des récepteurs aux stéroides. Les
fractions membranaires d'Arabidopsis fixent des brassinolides tritiés et le nombre de sites de
fixation augmente dans les plantes transgéniques surexprimant BR/1 (Wang et al., 2001).
Les fractions membranaires des mutants bri7 dont la mutation provoque une perte d'intégrité
du domaine extracellulaire ne fixent pas les brassinolides.

Par ailleurs, les anticorps anti-GFP co-immunoprécipitent les brassinolides tritiés
d'extrait de plantes exprimant une protéine de fusion BRI1-GFP, ce qui montre que la

protéine BRI fixe les brassinolides directement ou au travers d'un complexe.
1I-D.3.2. Les autres protéines du systéme BRI1

Le récepteur kinase associé aux brassinostéroides BAK1

Le criblage par double hybride a montré que la protéine BAK1 interagit avec BRI1
(Nam et Li, 2002). Cette interaction a été confirmée in vivo grace a I'utilisation de plantes
transgéniques d'Arabidopsis qui expriment les protéines BRI1 et BAK1 et pour lesquelles
BAK1 a été mise en évidence au niveau des complexes immunoprécipités de la protéine
BRI1 (Li et al., 2002).
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Une carboxypeptidase sécrétée BRS1

Un criblage des suppresseurs génétiques du mutant faible bri7-5 a conduit a
lidentification du mutant brs1-1D (bri1 suppressori-1Dominant), qui supprime de fagon
dominante de multiples aspects du phénotype des mutants brit1 (Li et al., 2001). La
surexpression de BRS1 supprime le phénotype bri1-5 tandis qu'elle n'a pas d'effet sur le
phénotype de plantes sauvages. De plus la mutation brs7-1D ne supprime pas le phénotype
associé a bri1 chez les mutants déficients en brassinolides, et il annule les effets
phénotypiques dus aux alleles bri7 impliquant des Ilésions au niveau du domaine
extracellulaire. Cependant, la mutation brs7-1D ne supprime pas ces effets chez les mutants
bri1 dont les alleles engendrent des déficiences au niveau du domaine kinase. La protéine
BRS1 apparait donc affecter une étape précoce et spécifique de la signalisation des
brassinolides.

D'autre part, un mutant d'insertion de brs? ne produit pas d'effets phénotypiques
marqués ce qui suggére que ce géne doit étre redondant. Cette hypothése est confortée par
le fait que BRST semble coder une carboxypeptidase secrétée et il existe 36 génes qui
codent ce type de protéine chez Arabidopsis, parmi lesquels 5 présentent une forte
homologie avec BRS1.

Enfin, les plantes bri1-5 qui surexpriment le géne codant la protéine BRS1, mutée au
niveau du domaine catalytique, ne retrouvent pas le phénotype attendu, son activité
carboxypeptidase est par conséquent requise pour la suppression du phénotype associé au
mutant bri7-5. La nécessité de cette activité pour la maturation de BRI1, pour un autre
composant du signal de transduction de BRI1, ou pour une autre fonction n’a pas encore été

démontrée.

Une kinase cytoplasmique BIN2

Un autre géne mutant provoque une insensibilité aux brassinolides. En effet Bin2
(brassinolides insensitive 2) est une mutation semi-dominante de gain de fonction. Le géne
BINZ2 a été cloné et code une protéine kinase cytoplasmique apparentée a la protéine GSK3
(Glycogene Synthase Kinase) des mammiféres et la kinase SHAGGY de la drosophile (Nam
et Li, 2002). La protéine BIN2 agit comme un régulateur négatif de la signalisation passant
par BR!1 (Li et Nam, 2002). L'interaction directe entre BRI1 et BIN2 n’a pas été démontrée a

ce jour.

Les protéines nucléaires BES1 et BZR1

Les substrats potentiels de BIN2 ont été identifiés, par un criblage génétique et la
technique de double hybride. Ces expériences ont conduit a la mise en évidence des
protéines BES1 (BRI1-EMS-suppressort) et BZR1 (brassinazole-resistant-1). Ces protéines

40



Bibliographie

apparentées, contiennent des signaux de localisation nucléaire et plusieurs sites consensus
de phosphorylation par des kinases de type GSKS3. Il a été montré que BIN2 interagit avec
les protéines BES1 et BZR1 et les phosphoryle. De plus, la protéine BIN2 régule de fagon
négative l'accumulation in vivo de celles-ci, et toutes deux sont prédisposées a la
dégradation protéasomale. Enfin, la voie de signalisation des brassinostéroides inhibe
l'activité de BIN2, induisant la déphosphorylation de BES1 et BZR1 et leur accumulation au
sein du noyau dans lequel elles activent l'expression des genes régulés par les
brassinostéroides (He et al., 2002; Yin et al., 2002; Zhao et al., 2002b).

Une phosphatase nucléaire, BSU1

Récemment, un mutant suppresseur de bri1 a été identifié : le géne BSUT code une
phosphatase nucléaire et est exprimé préférentiellement dans les cellules en élongation. La
protéine BSU module I'état de phosphorylation de BES1, et s'oppose a l'action de la kinase
BIN2, en augmentant le niveau de déphosphorylation de BES1. Le géne BSU1 appartient &
une petite famille de 4 génes; la diminution des transcrits par ARN interférence a confirmé le
role de ces phosphatases notamment dans le contrble de I'élongation cellulaire. La protéine
BES1 est donc exposée a des réactions de phosphorylation/déphosphorylation antagonistes,
qui permet de réguler finement 'amplitude de la réponse aux brassinolides (Mora-Garcia et
al., 2004).

] LE RECEPTEUR A ACTIVITE KINASE LIE A L’EMBRYOGENESE
SOMATIQUE

Un clone d'ADNc a été isolé chez la carotte par 'analyse de I'expression différentielle de
cultures de cellulaires embryogénes et non embryogénes. Ce clone code un récepteur
transmembranaire a activité sérine thréonine kinase et a été nommé DcSERK (Somatic

embryogenesis Receptor-like Kinase) (Schmidt et al., 1997).

HI-A. SERK ET L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE

L’expression du géne DcSERK a été corrélée a la fois quantitativement et
qualitativement avec la présence de cellules isolées compétentes a I'embryogenese
somatique. De plus, DcSERK est exprimé dans les cellules embryogénes et la présence des
transcrits persiste dans les amas de cellules embryogénes ainsi que dans les embryons
somatiques jusqu’au stade globulaire. L'expression de la protéine luciférase sous le contrble
du promoteur de DcSERK a été observee pendant 'embryogenése somatique. La plupart
des embryons somatique se développent a partir de cellules isolées ou de petits amas de
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cellules (4-6) exprimant la luciférase au premier jour d'induction. Les embryons somatiques
au-dela du stade globulaire ne montrent plus I'expression de la luciférase confirmant
expression transitoire de DcSERK.

Des résultats similaires ont été observés chez le dactyle pour lequel I'embryogenése
somatique peut étre initiée selon le mode indirect ou direct (Somleva et al., 2000). Chez
Arabidopsis, un gene orthologue & DcSERK (AtSERKT) exprimé de fagon constitutive
augmente la capacité des plantules a former des embryons somatiques. Chez des mutants
qui ont la capacité de développer des embryons somatiques et dans lesquels le géne codant
la protéine GUS sous le contrble du promoteur AtSERKT a été introduit, les embryons
somatique se développent a partir de cellules de cals qui expriment GUS. Ainsi AISERK1 est
lié a la compétence des cellules a 'embryogenése (Hecht et al., 2001). Par ailleurs,
I'expression de AISERK1 est augmentée de fagon importante chez le mutant amp? capable
de former des embryons somatiques ce qui refléte ainsi sa forte capacité de régénération.

Ces résultats illustrent I'implication du géne SERK dans la transition des cellules d'un

état somatique a I'état embryogéne.

La protéine AtSERK1 a été localisée au niveau membranaire. Elle est composée d'un
domaine extracellulaire comportant un domaine Leucine zipper impliqué dans
I'oligomérisation de la protéine ainsi que 5 répétitions LRR. Une région riche en proline
comportant un motif conservé (SPP) précede le domaine transmembranaire. Le domaine
intracellulaire est composé du domaine kinase a activité sérine /thréonine kinase capable
aussi de s'autophosphoryler sur des résidus tyrosine (Shah et al., 2001b; Shah et al.,
2001a).

lll-B. SERKET L'EMBRYOGENESE ZYGOTIQUE

Les transcrits des génes de type SERK sont aussi impliqués dans le processus de
I'embryogenése zygotique de plusieurs espéces. Chez la carotte, les transcrits de DcSERK
ont été observés dans les embryons en phases précoces de développement jusqu'au stade
globulaire. Chez Arabidopsis, la protéine GUS sous le contrdle du promoteur de AtSERKT a
été detectée dans I'ovule en développement. Les transcrits ont été détectés dans tous les
constituants du sac embryonnaire. Dans le développement plus tardif de I'embryon, les
transcrits de AfSERK1 ont été observés dans tous les tissus dérivés de la fusion des
gametes. L'expression d'AtSERK1 persiste dans toutes les cellules de I'embryon jusqu'au
stade cordiforme de développement (Hecht et al., 2001). Des résultats similaires ont été
observés chez la marguerite, chez laquelle SERK est aussi exprimé au cours de I'apomixie,
impliquant aussi SERK dans un autre processus de reproduction que l'embryogenése

somatique, indépendant de la fécondation (Tucker et al., 2003).
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| MATERIEL VEGETAL

I-A. HISTORIQUE: DU GENOTYPE '474' AUX GENOTYPES K59 ET K28

La chicorée est utilisée comme modeéle d'étude au sein du laboratoire depuis 1985
(Dubois et al., 1988; Guedira et al, 1989). Il existe, chez la chicorée, une variabilité
génétique spontanée pour l'aptitude a produire des embryons somatiques in vitro. Jusqu'a
récemment, les travaux étaient réalisés a partir d'un hybride interspécifique (clone '474') qui
représentait la seule source d'embryogenése somatique chez la chicorée. Le clone '474' qui
résultait d'un croisement entre Cichorium intybus et Cichorium endivia était maintenu in vitro
par embryogenése somatique et organogenése. Les contrbles non embryogénes utilisés
pour les différentes études menées étaient des variétés commerciales de C. intybus
génétiquement tres éloignées de I'hybride embryogene.

Dans le cadre d'études visant a mettre en évidence les éléments du déterminisme
moléculaire du processus d'embryogenése somatique, cette distance génétique entre le
génotype embryogeéne et les génotypes non embryogenes est trés importante; Il est
nécessaire de posséder des génotypes dont les fonds génétiques sont les plus proches et
les plus homogeénes possibles afin d'identifier avec une meilleure spécificité les génes dont
I'expression est associée a la réponse embryogéne.

Des tentatives permettant d'identifier des individus non embryogénes dans des
descendances de I'hybride ‘474" se sont révélées infructueuses du fait de la forte stérilité tant
pollinique que femelle du génotype embryogéne.

Dés lors la capacité a former des embryons somatiques a été recherchée au sein
d'individus de différentes variétés des especes dont est issu I'hybride '474'. Aucun génotype
testé n'a présenté une réponse a linduction de I'embryogenése somatique comparable a
celle observée pour I'hybride '474' au sein de l'espéce C. endivia.

Le caractere embryogéne a ensuite été recherché dans la variété population Koospol
a l'origine du parent C.intybus du clone '474'. Un génotype (K59) a été identifié au sein de
cette population pour sa capacité a former des embryons somatiques et a régénérer des
plantules lorsqu'il est soumis a des conditions d'induction décrites pour le clone '474'. Bien
que C. intybus soit une espece présentant une forte allogamie, quelques graines issues
d'autofécondation de K59 ont permis d'obtenir notamment une plante non embryogéne
(C15).

Parallelement, une descendance destinée a étudier le déterminisme génétique de
I'embryogenése somatique de la chicorée a été obtenue par croisement de K59 avec K28,

une plante elle aussi issue de la population Koospol mais faiblement embryogéne.
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I-B. EMPLOI DES DIFFERENTS GENOTYPES

Plusieurs génotypes ont été utilisés au cours de cette étude.

Le clonage initial visant a mettre en évidence l'existence de génes codant des
récepteurs de type SERK chez la chicorée a été réalisé a partir dADN et d'ARN extraits de
feuilles soumises aux conditions d'inductions de I'embryogenese somatique de I'hybride
interspécifique '474'. Cette partie des travaux a été réalisée alors que la caractérisation des
génotypes issus de la population Koospol était en cours.

Le clonage des deux génes de type SERK, ayant permis d'avoir accés a la structure
génique et au polymorphisme de séquence utilisés pour leur cartographie, a été réalisé a
partir d'ADN de K59 et K28.

L'étude de la variation du niveau des transcrits au cours de linduction de
I'embryogenése somatique a été réalisée a partir d'ARN extraits de feuilles soumises aux
conditions d'inductions de lI'embryogenese somatique des génotypes K59 et C15.

L'étude de la variation des transcrits au cours de l'embryogenése zygotique et du
développement de la graine a été réalisée a partir d'/ARN extraits d'akénes issus du
croisement K28 x K59.

] CONDITIONS DE CULTURE

Il-A.EMBRYOGENESE SOMATIQUE A PARTIR DE FRAGMENTS FOLIAIRES

Deux phases de culture sont utilisées pour l'obtention des embryons: une phase
d'induction suivie d'une seconde au cours de laquelle les embryons somatiques se
différencient (phase d'expression) (Figure 11).

Pour les plantes K59 et C15, les feuilles dgées de 2 mois, prélevées sur des plantes
cultivées en serre sont aseptisées 20 min dans une solution de Domestos® a 12%, lavées 3
fois 10 min a l'eau stérile puis coupées en fragments de 1,5 x 0,2 cm. Aprées
homogénéisation afin de minimiser la variabilité intra- et inter-plantes, dix fragments sont
répartis par fiole.

Pour le clone '474', I'embryogenése somatique est induite a partir de fragments
foliaires issus de plantules cultivées in vitro. L'étape d'aseptisation est alors omise.

Au cours de la phase d'induction, les fragments sont cultivés dans 20 mL de milieu de
Murashige et Skoog (1962) modifié et dilué au demi, contenant 20 g/L de saccharose et 330
mM de glycérol (M17S20 gly) (Tableau 3). L'addition de glycérol permet d'obtenir une
relative synchronisation de la premiére division des cellules embryogenes pendant les 4
premiers jours de la culture (Robatche-Claive et al., 1992). La culture dure 4 jours a
l'obscurité, a 35°C sous agitation.
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Composition des milieux de culture M17S20gly M17S20 H5 H5 solide
Solution de macroéléments concentrée 10 x 100 mL 100mL 100mL 100 mL
Microéléments de Heller 1mL 1mL 1mL 1mL
Glutamine 250 mg 250 mg - -
Vitamines de Morel et Wetmore 10 mL 10 mL 10mL 10 mL
Inositol 100 mg 100mg 500mg 500 mg
2iP 0,5 mg 0,5 mg - -
ANA 0,02mg 0,02mg - -
KH,PO, 85 mg 85 mg - -
Solution de Fe-EDTA 5mL 5mL 5mL 5mL
Saccharose 209 20g 59 59
Glycérol 24 mL - - -
Agar - - - 69
H,O gsp 1L

Solutions stock macro

cléments x10 (mgy 17 Heller
MgSOs, 7 Hy0 1850 2500
CaCly, 2H,0 2200 750
NH,NO, 8250

KCl 7500 7500
NaNO; 6000
NaH,PO,, 2H,0 1413

Vitamines de Morel et Wetmore (1951)

(mg/m)l

Panthoténate de Ca 1
Thiamine 1
Acide Nicotinique 1
Pyridoxine 1
Biotine 0,01
Milieu de Bourgeonnement Bg0.5

CaCl,, H,O 4.4 mg
MgSQO,, 7H,0 3.7 mg
NH4NO3 16.5 mg
KNO; 19 mg
KH,PO, 1,7 mg
Solution Fe-EDTA 5mL
Microéléments (MS) 1mL
Glutamine 100 mg
Vitamines de Morel et Wetmore 10mL
Inositol 100 mg
BAP 0,5 mg
Saccharose 20g

pH 5.7

Microéléments Heller (1953) (mg/ml)

ZnS0y, 7H,0
H3BO,4
MnSO4
CuS0Oy, 5H0
AICl,

NiCl,, 6H,0
Kl

1
1
0,075
0,03
0,03
0,01
0,01

Microéléments de Murashige et

Skoog (MS) (1962) (mg/L)

H3BO3

COC|2

CuSO,

MnSO4

KI

ZnS0y, 7H,0
Na,MoO,, 2H,0

620
25
2.5
1690
83
860
25

Solution de Fe-EDTA (g/L)

Na2EDTA
FeSO4, 7H20

7.46
5.56

Tableaux 3: Composition des solutions
nécessaires a la réalisation des différents
milieux culture.
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Au quatrieme jour de culture, les fragments foliaires sont transférés sur un milieu
M17S20 dépourvu de glycérol. A partir de ce moment, on observe les premiéres divisions
cellulaires. La phase d'expression se poursuit pendant 4 jours dans les mémes conditions
que précédemment, a l'obscurité, a 35°C et sous agitation.

Le matériel végétal est prélevé avant mise en culture (J0), a 12h (J0.5), 24h (J1), 36h
(J1.5) et a chaque jour de la phase d'induction (J2, J3, J4), au premier (J5) et au quatrieme
jours de la phase d'expression (J8). Les échantillons sont rapidement congelés dans l'azote
liquide et stockés a —80°C pour I'extraction des acides ribonucléiques et des protéines.

II-B.MAINTIEN ET MULTIPLICATION PAR EMBRYOGENESE SOMATIQUE ET PAR
ORGANOGENESE IN VITRO

Les plantes embryogénes peuvent étre maintenues par embryogenése somatique et

par organogenése, tandis que les plantes non embryogénes ne peuvent I'étre que par

organogenese.

[I-B.1. Maintien par embryogenése somatique

Les plantes de génotypes embryogenes sont régénérées a partir des embryons
somatiques issus de fragments racinaires. lls présentent en effet l'avantage de se détacher
facilement du tissu par rapport aux embryons somatiques issus de feuilles (Figure 12).

Les embryons somatiques sont initiés a partir de fragments racinaires de plantes
cultivées in vitro de la méme fagon que les fragments foliaires (cf. § 1I-A) a la différence que
le milieu d'induction est exempt de glycérol. Aprés 10 jours de culture en milieu M17S20 les
embryons somatiques sont cultivés 10 a 15 jours dans un milieu de Heller (H5) comprenant
5 g/L de saccharose (Tableau 3) sous agitation, a la lumiére pendant 16 h a 24°C et 8 h a
l'obscurité a 20°C. Le développement en plantules des embryons somatiques chlorophylliens
se poursuit en boite de pétri sur un milieu H5 (Tableau 3) avec la méme photopériode.

Les plantules sont alors repiquées en tube sur le méme milieu et cultivées dans les
mémes conditions. Aprés 6 a 8 semaines, certaines plantules sont acclimatées en serre

tandis que d'autres sont utilisées pour la multiplication du génotype.

[I-B.2. Maintien par organogenése
Des feuilles de plantes cultivées en serre sont prélevées et aseptisées comme décrit
précédemment (cf § II-A). Des fragments incluant la nervure centrale, zone la plus réactive,
sont cultivés 15 a 20 jours en boite de Pétri sur un milieu de bourgeonnement Bg0.5

(Tableau 3) avec la méme photopériode que les plantules (cf § 11-B.1). L'enracinement des
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bourgeons qui présentent des feuilles d'au moins 1 cm est réalisé en tube contenant du

milieu H5 solide. Aprés 6 a 8 semaines de culture, les plantules sont acclimatées en serre.

1I-C.EMBRYOGENESE ZYGOTIQUE ET MATURATION DES GRAINES

Des pollinisations manuelles ont été réalisées par mise en contact des étamines du
genotype K59 sur les pistils de plantes de génotype K28. Les capitules sont récoltés a
intervalles réguliers jusqu'a 19 jours aprés pollinisation, et disséqués afin de ne conserver
que les akenes en développement qui sont rapidement congelés dans l'azote liquide et

conservés a —80°C pour |'extraction des acides ribonucléiques et des protéines.

1] EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES ET PROTEINES

llI-A. EXTRACTION DE L'ADN

L'extraction de I'ADN est réalisée au moyen du kit GenElute Plant genomic DNA kit
(Sigma) selon les instructions du fabricant. Environ 100 mg de tissu sont broyés dans 'azote
liquide, puis incubés 10 min & 65°C dans 400 pL d'un mélange de tampon de lyse. Aprés
précipitation des débris cellulaires, des protéines et des polysaccharides, par ajout de 130 pL
d'un tampon de précipitation et centrifugation 5 min & 15000 g, le surnageant est filtré. L'ADN
est purifié par fixation sur une colonne préalablement équilibrée puis élué, apres lavage de la
colonne, par deux fois 100 pL d'une solution d'élution. La concentration de la solution d'ADN

ainsi obtenue est déterminée par spectrophotométrie a 260 nm.

llI-B. EXTRACTION DES ARN TOTAUX

L'extraction des ARN est réalisée selon le protocole du kit TRI-REAGENT®
(Euromedex). Cent miligramme environ de tissus broyés dans l'azote liquide sont
homogénéisés dans 1 mL de TRI-REAGENT®. Aprés une incubation de 5 min a température
ambiante, 200 pL de chloroforme sont ajoutés. Le mélange est vigoureusement agité, incubé
10 min a température ambiante, puis centrifugé a 20000 g, a 4°C pendant 15 min. La phase
aqueuse supérieure contenant les ARN est transférée dans un nouveau tube, et les ARN
sont précipités par centrifugation a 12000 g, a 4°C pendant 10 min aprés ajout de 500 pL
d'isopropanol. Le surnageant est éliminé et le culot est lavé par 1 mL d'éthanol a 75% dans
l'eau DMPC. Apreés centrifugation 5 min a 7500 g, 'éthanol est éliminé, le culot est séché a
I'air et repris dans 20 pL d'eau DMPC. Le dosage est réalisé par mesure de I'absorbance a
260 nm.

ll-C. EXTRACTION ET DOSAGE DES PROTEINES
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A la suite de I'extraction des ARN, les protéines sont extraites suivant le protocole du
kit TRI-REAGENT® (Euromedex). Aprés élimination de la phase aqueuse supérieure
contenant les ARN, 300 pL d'éthanol absolu sont ajoutés. Aprés homogénéisation par
inversion et incubation 2 min a température ambiante, I'ADN et les débris cellulaires sont
précipités par centrifugation & 5000 g a 4°C pendant 5 min. Le surnageant contenant les
protéines est transféré dans un nouveau tube. Les protéines sont précipitées par l'ajout de
1,5 mL d'isopropanol, et collectées, aprés une incubation de 20 min a température
ambiante, par centrifugation & 15000 g & 20°C pendant 15 min. Le surnageant est éliminé et
le culot protéique est lavé trois fois 20 min dans 300 mM d'hydrochlorure de guanidine dans
I'éthanol 95%. L'hydrochlorure de guanidine est éliminé et le culot protéique est lavé a
I'éthanol absolu. Le culot protéique peut étre conservé dans I'éthanol absolu a —20°C. Apres
élimination de I'éthanol et séchage du culot, les protéines sont solubilisées dans un tampon
UKS modifié (Damerval et al., 1986) composé de 5 mM de carbonate de potassium (K,CO3)
et contenant 9,5 M d'urée, 2% de Triton X-100, 1,25 % de SDS et 3 mM de DTT.

Le dosage des protéines est réalisé en utilisant le kit RcDc Protein Assay (BioRad)
selon le protocole du fabricant. Cette méthode est adaptée de celle décrite par Lowry (Lowry
et al., 1951) et permet aprés réaction de développer une coloration bleue quantifiée par
spectrophotométrie & 750 nm et d'intensité proportionnelle a la concentration de protéine.

Pour le dosage, 2 pL d'extraits protéiques sont dilués dans 25 pL d'UKS. Vingt cing pL
d'une gamme de concentration croissante en albumine de sérum de bceuf (BSA) (0,2; 0,5;
0,8; 1; 1,3; 1,5 mg/ml) est réalisée dans le tampon UKS identique a celui dans lequel les
protéines de chicorée sont solubilisées. La gamme est traitée simultanément avec les
échantillons protéiques a doser. La concentration des extraits protéiques est calculée par

référence a la gamme étalon de concentration en BSA.

v AMPLIFICATION D'ADN

L'amplification d'ADN est réalisée a partir d'environ 2 ng d'ADN génomique ou une
dilution au dixieme d'un produit de transcription inverse obtenu a partir de 5 pg d'ARN total.
La PCR est réalisée dans un tampon adapté 1x en présence de 2,5 mM de MgCl,, 250 nM
de chacune des amorces spécifiques de la cible a amplifier, 0,2 mM de chacun des
déoxynucléotides et 0,75 U d'ampliTagq ADN polymérase (Applied Biosystems). Le fragment
d'ADN cible est amplifi€ grace a une dénaturation initiale de 4 min a 95°C, suivie de 40
cycles a trois étapes composés d'une dénaturation de 30 s a 95°C, une hybridation des
amorces de 30 s a la température de fusion, caractéristique de chaque couple d'amorces,
suivi d'une élongation des amorces 1 min 30 a 72°C. L'amplification se termine par une

élongation terminale de 7 min a 72°C.
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Figure 13: Caractéristiques du vecteur de clonage pGEM-T (PROMEGA). Le vecteur pGEM-T
confére aux bactéries transformées la résistance a I'ampicilline.

Amorces séquences

M13F 5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3'
M13R 5' CAGGAAACAGCTATGAC 3'

T7 5' TAATACGACTCACTATAGG 3
SP6 5' ACTCAAGCTATGCATCCAACG 3'

Tableau 4: séquences des amorces permettant I'amplification et
le séquencage d'un fragment d'ADN produit par PCR et cloné
dans le vecteur pPGEM-T (PROMEGA).
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La totalité ou une aliquote des produits d'amplifications est séparée par
électrophorése en gel d'agarose & 1,2% contenant 5.10° % (v/v) d'une solution & 10 mg/ml
de bromure d'éthydium (BET). Les produits d'amplification sont visualisés sous U.V.

\') CLONAGE ET SEQUENCAGE DE PRODUITS DE PCR

V-A. CLONAGE DANS LE VECTEUR pGEM-T

A la suite des réactions de PCR, les fragments d'ADN obtenus sont purifiés a l'aide
du kit de purification de produit PCR (QIAGEN) et élués dans 50 pL de tampon EB (Tri-HCI
10 mM, pH 8.5). lls sont par la suite clonés dans le plasmide pGEM-T (PROMEGA) (Figure
13) dans un volume de 10 pL. Cinquante ng de vecteur sont ajoutés a une quantité d'ADN
déterminée auxquels est ajouté 1 pL d'ADN ligase du phase T4. La quantité de produit de
PCR nécessaire a la ligation est dépendante de la taille du fragment a cloner, de la taille et
de la concentration du vecteur et peut étre déterminée selon la formule:

Quantité insert (ng) =3 x -Juantite vecteur (ng)
1 taille vecteur (kb)

X Talille insert (kb)

La ligation est réalisée une nuit a 4°C.

V-B. TRANSFORMATION ET SELECTION DE COLONIES BACTERIENNES RECOMBINANTES

Des bactéries compétentes (100 plL) E.Coli JIM109 (PROMEGA) sont transformées
par choc thermique de 45 s a 42°C avec la totalité du produit de ligation. Les bactéries sont
ensuite cultivées 1 heure & 37°C dans 1 mL de milieu SOC (2% tryptone; 0,5% extraits de
levure; 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 20 mM Mgz", 20 mM glucose, pH 7.0), étalées sur un
milieu LB (1% tryptone, 0,5% extraits de levure, 10% NaCl, 15% agar, pH 7.0) contenant 50
pg/mL  d'ampiciline, 80 pg/mL de X-Gal et 05 mM dIPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside) puis cultivées une nuit a 37°C.

Chaque colonie bactérienne transformante sélectionnée est lysée dans 50 L de
tampon TTE (1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA) 5 min a 95°C, afin de libérer le
plasmide. Une centrifugation de 10 min a 10000 g permet de culotter les débris cellulaires.

Un second crible est réalisé par PCR dans les conditions décrites précédemment a
partir de 2 pL de produits de lyse bactérienne (cf § IV), afin de sélectionner les clones dont le
fragment inséré correspond a la taille attendue. Cette PCR est réalisée en utilisant les
amorces universelles M13 situées de part et d'autre du site de clonage (Figure 13, Tableau
4).
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V-C. SEQUENGAGE D'ADN

Dans le but de préparer la matrice qui servira au séquengage de clones sélectionnés,
une PCR initiée par les amorces M13 est réalisée dans un volume de 60 pL dans les mémes
conditions décrites précédemment. Les produits de PCR sont précipités dans 1/10 de
volume d'une solution a 3 M d'acétate de sodium, pH 5.2 et 2,5 volumes d'éthanol absolu
pendant 1 heure a —80°C avant d'étre centrifugés 20 min a 15000 g. Le surnageant est
éliminé et le culot est rincé deux fois a I'éthanol 70%, séché, puis repris dans 25 uL. de
tampon EB.

Les produits de PCR purifiés sont utilisés pour le séquengage selon la méthode de
Sanger. La réaction est initiée par des amorces universelles SP6 ou T7 marquées par le
fluorochrome IRD800 (Infra Red Detection) et dont les sites d'hybridation sont aussi présents
sur le vecteur pGEM-T (Figure 13). La réaction de séquencage est mise en oeuvre au
moyen du kit "ABI PRISM Dye Primer Cycle Sequencing Core Kit" (Applied Biosystem) selon
les conditions du fournisseur. Quatres mélanges réactionnels correspondant a chacune des
bases sont réalisés. Chaque réaction contient du tampon 1x, 0,2 yM d'amorce marquée, un
mélange de déoxynucléotides incluant une base didéoxynucléotide et l'enzyme Taq

polymérase FS. La réaction est exécutée selon le programme suivant:

température durée Nombre de cycles

96°C 10s
48°C 5s 15
70°C 60 s
96°C 10s

15
70°C 60s

La réaction est stoppée par ajout d'un demi-volume de tampon d'arrét (95%
formamide, 10 mM EDTA, 0,1% bleu de bromophénol, 0,1% xyléne cyanol). Les fragments
synthétisés sont dénaturés 3 min a 95°C puis refroidis rapidement dans la glace. Environ 1,5
yL de produit de séquence sont déposés dans un gel d'acrylamide a 3,75% dénaturant et
soumis a une électrophorése. Le séquengage est réalisé par un séquenceur automatique Li-
COR 4200 qui détecte la fluorescence émise par le fluorochrome (longueur d'onde 820 nm)

excité grace a un faisceau laser basse tension (longueur d'onde 785 nm).
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VI CLONAGE DE FRAGMENTS D'ADN CORRESPONDANT A UNE PORTION DE
DOMAINE KINASE DE RECEPTEUR DE TYPE KINASE

L'identification de séquences homologues entre différentes espéces, en utilisant la
technique de PCR, repose tout d'abord sur la détermination des amorces nécessaires a
l'amplification. Ces amorces doivent en effet permettre d'amplifier les séquences
nucléotidiques correspondant a des séquences peptidigues conservées. De maniéere
habituelle, ces amorces sont dégénérées sur toute leur longueur et incluent parfois des
inosines qui agissent comme des bases de faible spécificité et permettant de diminuer le
niveau de dégénérescence des amorces. Rose ef al. (1998) ont décrit une nouvelle stratégie
de définition d'amorces dégénérées pour amplifier des cibles chez une espéce donnée a
partir d'alignements multiples de séquences protéiques identiques chez d'autres espeéces.
Chaque amorce est constituée d'une région 3' dégénérée et d'une région 5' plus longue, non
dégénérée permettant I'ancrage a la séquence cible. Entre 3 et 4 acides aminés fortement
conservés sont nécessaires pour définir la région 3' de I'amorce qui est alors stabilisée par la
région 5', moins conservée, lors de I'hybridation de I'amorce a la matrice. La définition des
amorces est gérée par un algorithme informatique, CODEHOP, disponible sur le réseau
internet (http://blocks.fhcr.org/codehop.html).

Dans un premier temps des alignements de séquences ont été réalisés entre des
protéines présentant de fortes similitudes avec le produit du géne SERK de la carotte. Ces
alignements montrent des régions fortement conservées correspondant au domaine kinase

et dans lesquelles le logiciel CODEHOP nous a permis de définir les amorces dégénérées.

L'amplification des régions kinases conservées a été réalisée dans les conditions
décrites a la section [V, a partir d'1 ng d'ADN total de chicorée génotype '474' en utilisant les
amorces décrites dans la partie résultat. Les produits ont été clonés et séquencés comme

indiqué auparavant (cf § V).

Vil OBTENTION DES SEQUENCES CODANTES PLEINES LONGUEURS

VII-A. RT-PCR INVERSE

Cette technique, développée au cours de mon DEA (Duban, 2000) est une adaptation
aux séquences codantes de la technique de PCR inverse (Ochman et al., 1988) destinée a
amplifier les régions adjacentes a une région connue d'ADN. Le principe est illustré figure 14:
a la suite d'une transcription inverse des ARN par l'utilisation d'amorces polydT possédant en
5' un site de restriction, les ADNc sont polyadénylés. Le second brin d'ADNc est alors
synthétisé en utilisant 'amorce qui a permis la transcription inverse. L'ADNc double brin ainsi

formé est soumis a une digestion enzymatique puis a une ligation lui permettant de se
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circulariser. Un fragment correspondant aux régions flanquantes de la région connue est
obtenu par deux PCR successives (nested PCR).

La synthése du premier brin d'ADNc est réalisée a partir d'ARN totaux extraits
d'explants foliaires du génotype embryogéne '474' au cinquieme jour d'induction de
I'embryogenése somatique en utilisant le kit "Superscript Preamplification system for first
strand synthesis" (GibcoBRL). Dans un volume de 12 pL, 5 ug d'ARN et 0,5 pg d'amorces
oligo(dT) modifices en 5 pour posséder un site de restriction Nsil (5

ACTCAAGCTATGCATCCAACG(T)s 3') sont incubés 10 min a 70°C, puis plongés dans la glace pour

éliminer les stuctures secondaires. Le volume réactionnel est complété par le tampon 1x, 2.5
mM MgCl,, 0,5 mM dNTP, 10 mM DTT. Ce mélange de 19 pL est incubé 5 min a 42°C, puis
200 U de transcriptase inverse sont ajoutées. La synthése du premier brin d'ADNc est
réalisée pendant 50 min a 42°C et la réaction est stoppée par linactivation de I'enzyme
pendant 15 min a 70°C. L'ajout de 2 U de RNase H dans le mélange et une incubation 20
min a 37°C permettent d'éliminer les ARN. Les ADNc produits sont purifiés au moyen du kit
de purification de produit PCR (QIAGEN), élués par 50 pyL de tampon EB puis concentrés
jusqu'a un volume final de 35 pL.

La polyadénylation de la totalité des ADNc est réalisée pendant 15 min a 37°C dans
un volume final de 50 pL comprenant le tampon 1x de la transférase terminale (Biolabs), 25
U d'enzyme, 1,5 mM CoCI2 et 0,2 mM ATP. La transférase terminale est ensuite inactivée
par une incubation de 10 min a 70°C.

La synthése du second brin d'ADNc est réalisée sur la totalit¢ des produits
précédemment obtenus dans un volume de 100 pL comprenant le tampon de la Taq
polymérase, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 pM d'amorce poly(dT)Nsil et 2.5 U
d'AmpliTag®Gold DNA polymerase (Applied Biosystems). Aprés 7 min d'activation de
I'enzyme a 95°C, les amorces sont hybridées a 36°C pendant 30 s. L'élongation est achevée
en 30 min a 72°C aprés un passage lent de 36°C a 72°C. Les ADNc doubles brins sont
purifiés de la méme maniére que précédemment et élués par 80 pL de tampon EB.

L'amplification des ADNc doubles brins est réalisée a ce stade dans l'objectif
d'obtenir une quantité suffisante d'ADN pour réaliser les autoligations. L'amplification est
effectuée dans un volume de 20 pL a partir de 1 L. d'’ADNc doubles brins, en utilisant 0,2 pM
d'amorce ayant permis la synthése des ADNCc, en présence de 4 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP,
1 U d'AmpliTaq®Gold DNA polymerase (Applied Biosystems). Apres l'activation de la
polymérase 7 min a 95°C, 16 cycles de 3 étapes sont effectués comprenant une étape de
dénaturation de 30 s a 95°C, l'étape d'hybridation des amorces 30 s a 60°C et I'étape
d'elongation de 2 min 30 & 72°C. Ces 16 cycles sont suivis de 7 autres cycles de 3 étapes
comprenant la dénaturation 30 s a 95°C, l'hybridation des amorces 30 s a 60°C et

I'élongation 2 min 30 s & 72°C avec une extension du temps d'élongation de 5 s par cycles

51



Coiffe 5'
ARNm m;G-p-p-p

ARNm tronqués POy

AAAAAAA
Queue polyadénylée 3'

AAAAAAA

Déphosphorylation

(Phosphatase intestinal de veau)

ARNmMm m;G-p-p-p AAAAAAA
ARNmM tronqués AAAAAAA
Destruction de la coiffe
(Pyrophosphatase acide de tabac)
ARNmM POy AAAAAAA
ARNm tronqués AAAAAAA

5'

Oligoribonucléotide

3|
OH

Ligation de I'oligoribonucléotide

(ARN ligase)
v
ARNm AAAAAAA
ARNm tronqués AAAAAAA
Transcription inverse
(amorce poly(dT))
ARNmM AAAAAAA
ADNc 3JTITITIT &
ARNm tronqués AAAAAAA
ADNc = STITITIT S
Ampilification (Nested PCR)
(amorces spécifiques de l'oligoribonucléotide (parmes) et de
la séquence connue (bleues))
=
ADNc

JTITTTITS

Figure 15: Principe de la 5'RLM-RACE PCR utilisée par le kit GeneRacer (INVITROGEN)



Matériel et Méthodes

afin de favoriser 'amplification des fragments les plus longs. A la suite de cette PCR, les
produits d'amplification sont purifiés et élués par 50 pL de tampon EB puis concentrés
jusqu'a un volume final de 40 pL.

La digestion des produits de PCR est réalisée a partir de la totalité des produits de
PCR dans un volume de 50 pL par 5 U d'enzyme de restriction Nsil (Biolabs) pendant 2
heures a 37°C. Les produits sont ensuite purifiés puis élués comme précédemment.

L'autoligation des produits digérés est obtenue dans un volume de 500 uL par ajout
de 70 U d'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) pendant une nuit a 16°C.

Deux PCR inverses successives sont ensuite réalisées, la premiére amplification a
partir de 1 pL des produits d'autoligation dans un volume de 15 pL en présence de 0,75 U
d'AmpliTag®Gold DNA polymerase (Applied Biosystems), 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP et
0,25 uM de chacune des amorces selon le programme présenté précédemment (cf § V)
avec 25 cycles d'amplification comprenant I'hybridation des amorces a 53°C et I'élongation
des fragments pendant 2 min. La seconde PCR est réalisée & partir de 1 pL de produit
d'amplification, issu de la premiére PCR et dilué 10 fois, dans les mémes conditions mais
avec 35 cycles d'amplification. Les amorces utilisées sont définies a l'intérieur du fragment
précédent permettant une meilleure spécificité d'amplification (cf partie résultats).

A l'issue de la seconde PCR, les produits d'amplification sont clonés dans le vecteur
plasmidique pGEM-T (PROMEGA) (cf § V-A) et séquencés (cf §V-C).

VII-B. 5'RACE PCR

Cette technique d'amplification des extrémités 5' d'ADNc¢ (RACE, Rapid Amplification
cDNA Ends) est utilisée pour le clonage des extrémités 5' des séquences codantes qui n'ont
pas été obtenues par RT-PCR inverse. La technique de RLM-RACE (RNA Ligase Mediated
— RACE) utilisée réside dans la ligation d'oligoribonucléotides aux extrémités 5' d'ARN
messagers dont la coiffe a été éliminée (Maruyama et Sugano, 1994). L'amplification des
extrémités 5' est obtenue en utilisant des amorces spécifiques de I'oligoribonucléotide ligué
et de la séquence d'intérét (Figure 15). Le clonage des extrémités 5' des ADNc a été réalisé
grace au kit GeneRacer (INVITROGEN).

Aprés obtention des ARN messagers purifiés a partir de 500 pg d'ARN totaux au
moyen du kit Direct Quick messenger RNA (TALENT), la déphosphorylation de 2 ug d'/ARNm
permet d'éliminer la possibilité d'une ligation ultérieure de I'oligoribonucléotide sur les ARNm
tronqués ne possédant pas de coiffe en 5'.

La déphosphorylation des ARNm tronqués est obtenue a l'issue d'une 1 heure
d'incubation a 50°C dans un volume de 10 pL comprenant un tampon 1x, 40 U d'inhibiteur de
RNase (RNaseOUT™) et 10 U de phosphatase intestinale de veau. Les ARNm ainsi traités
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sont précipités une nuit a -20°C dans 2,5 volumes d'ethanol absolu et 10% d'une solution de
3 M d'acétate de sodium pH 5.2, centrifugés 15 min a 15000g a 4°C, lavés 3 fois a I'éthanol
80% dans I'eau DEPC, puis le culot est resuspendu dans 7 pL d'eau DEPC.

La destruction de la coiffe de la totalité des ARNm est réalisée dans un volume de
10 pL comprenant le tampon 1x, 0,5 U de pyrophosphatase acide de tabac et 40 U
d'inhibiteur de RNase (RNaseOUT™) pendant 1 heure & 37°C. Cette destruction laisse un
groupement phosphate libre en 5. Les ARNm sont ensuite précipités et les culots
resuspendus comme précédemment.

La ligation de I'oligoribonucléotide est effectuée grace au groupement phosphate
libre en 5' des ARNm traités. La totalité des ARNm est ajoutée a 250 ng d'oligoribonuclétides
lyophilisés et incubée 5 min & 65°C. La ligation est réalisée dans un volume de 10 yL.par5 U
d'ARN ligase du phage T4 en présence du tampon adéquat, 1 mM ATP, 40 U d'inhibiteur de
RNase (RNaseOUT™) pendant 1 heure a 37°C. Les ARNm sont ensuite précipités et
resuspendus dans 10 pL d'eau DEPC.

La transcription inverse est opérée a partir de la totalité de la solution dARNm.
Dans un volume de 10 pL, les ARNm sont incubés 15 min a 65°C en présence de 0,5 ug
d'amorce oligo(dT) et de 0,5 mM de dNTP puis mis dans la glace pour éliminer les structures
secondaires. Le volume réactionnel est complété par le tampon 1x, 5 mM MgCl,, 10 mM
DTT et 40 U d'inhibiteur de RNase (RNaseOUT™). Ce mélange de 19 pL est incubé 5 min a
42°C puis 50 U de transcriptase inverse SuperSript™Il sont ajoutées. La synthése du premier
brin d'ADNc se déroule pendant 50 min a 42°C et la réaction est stoppée par l'inactivation de
I'enzyme pendant 15 min a 70°C. L'ajout de 2 U de RNase H dans le mélange et une
incubation 20 min a 37°C permettent d'éliminer les ARNm.

L'amplification des extrémités 5' est réalisée dans 50 pL a partir de 1L de produits
de transcription inverse dilués 10 fois par IADN Taqg polymérase Platinum® High Fidelity
(Invitrogen) dans du tampon 1x en présence de 200 pM de dNTP et de 2 mM MgSQ, en
utilisant 0,6 uM d'amorce directe spécifique de I'oligonucléotide ligué et 0,2 uM d'amorce
complémentaire définie sur la partie de la séquence codante connue.

Les conditions d'amplification sont les suivantes:

Température Durée Nombre de cycles
94°C 2 min 1

94°C 30s 5

72°C 1min30s

94°C 30s 5

70°C 1 min 30

94°C 30s

60°C 30s 25

68°C 1min30s

68°C 10 min 1
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Une seconde PCR (nested PCR) augmente la spécificité des produits obtenus. Elle
nécessite aussi des amorces définies a la fois sur l'oligonucléotide ligué et sur la séquence
connue (Figure 15) et est réalisée a partir de 1 pL de produit issu de ['amplification
précédente en utilisant le méme mélange réactionnel. Seules les conditions d'amplification
changent: aprés une dénaturation initiale de 2 min a 94°C, 25 cycles de trois étapes
comprenant 30 s de dénaturation a 94°C, 30 s d'hybridation des amorces & 60°C et 2 min
d'élongation a 72°C sont réalisés suivis d'une extension finale de 10 min a 68°C.

Aprés vérification par électrophorése en gel d'agarose des produits de PCR, les

fragments sont clonés et séquencés comme décrit précédemment (cf § V-A, V-C).

Vil  ANALYSE DES SEQUENCES

Les alignements de séquences protéiques sont réalisés au moyen du logiciel
ClustalX (Thompson et al., 1997) selon des matrices de comparaison Gonnet (Gonnet et al.,
2000). Les arbres phylogénétiques sont construits a partir de cet alignement selon la
méthode du neighbour joining (Saitou et Nei, 1987). La robustesse des nceuds identifiés est
évaluée par le calcul d'une valeur de boostrap estimée a partir de 1000 procédures
d'échantillonnage. Les arbres phylogénétiques sont visualisés au moyen du logiciel
TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/ rod/rod.htmi).

IX HYBRIDATION SOUTHERN

IX-A. DIGESTION ENZYMATIQUE DES ADN

Environ 10 pg d'ADN sont digérés par 100 U de chacune des enzymes de restriction
Msll et Rsal (Biolabs) une nuit a 37°C dans un volume de 200 pL en présence de leur
tampon 1x respectif et de 10 mM de spermidine. Les produits de digestion sont ensuite
précipités et les culots repris dans 25uL de tampon EB avant d'étre soumis a une
électrophorése en gel d'Agarose a 0,8% dans un tampon TAE 1x pendant une nuit a 35V.

IX-B. TRANSFERT SUR MEMBRANE

Les acides nucléiques digérés et séparés sont transférés sur une membrane de
nylon. Lors du transfert sous vide, les acides nucléiques sont dépurinés 20 min par une
solution d'HCI 0,25 M, puis dénaturés 20 min par une solution de NaCl 1,5M, NaOH 0,5 M
avant d'étre neutralisés 20 min par une solution de Tris-HCI 1M, NaCl 1,5M. Le transfert se
poursuit alors pendant 2 heures au moyen d'une solution SSC 20x (NaCl 3M, Citrate de Na
0,3M). Les acides nucléiques sont alors fixés & la membrane par irradiation ultraviolette (1,2
J/M?) pendant 5 min.
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IX-C. HYBRIDATION DES MEMBRANES

Les sondes sont préparées par PCR a partir de 1ng de plasmide contenant la
séquence d'intérét au moyen du kit "PCR dig labeling mix" (Roche) selon le protocole du
fournisseur. Les fragments d'ADN synthétisés incorporent des dUTP couplés a la
digoxygénine.

Afin de saturer les sites de fixation non spécifiques, les membranes sont pré-
hybridées 4 a 6 heures a 68°C dans un tampon SSC 5x contenant 0,02% de SDS, 0,4% de
laurylsarcosine et 4 % d'agent bloquant (Roche).

Les membranes sont hybridées pendant 12 heures a 68°C dans 30 mL de solution de
préhybridation contennant la totalité de la sonde marquée produite par PCR et dénaturée
préalablement 5 min a 95°C.

IX-D. REVELATION DES MEMBRANES

Les membranes hybridées sont lavées 2x 5 min dans 400 mL de solution SSC 2x;
0,1% SDS, puis 2x 5 min dans 400 mL de solution SSC 0,2x; 0,1% SDS a température
ambiante. Les membranes sont ensuite incubées 2x 20 min dans une solution SSC 0,2x;
0,1% SDS a 45°C puis rincées dans un tampon | (0,1M Tris, 0,15 M NaCl). Les membranes
sont alors incubées 45 min a température ambiante dans le tampon | contenant 1% d'agent
bloquant, puis incubées 30 min dans 20 mL de tampon | contenant 1% de SDS et 4 pL
d'anticorps anti-digoxygénine couplés a la phosphatase alcaline. Aprés 2 ringages de 20 min
dans le tampon |, I'hybridation des anticorps est révélée par chemiluminescence: les
membranes sont placées pendant 30 min a I'obscurité & 4°C dans 15 mL de tampon 0,1M
Tris, 0,1M NaCl, 0,1M MgCl, contenant 10 pL de CSPD (le substrat de la phosphatase
alcaline). Aprés élimination de la solution de CSPD, les membranes sont exposées (6 a 24

h) a un film autoradiographique qui est ensuite révélé.

X MESURE DES NIVEAUX DE TRANSCRITS PAR PCR EN TEMPS REEL

X-A. DEFINITION DES AMORCES OLIGONUCLEOTIDIQUES

Un couple d'amorces a été défini pour chaque géne d'intérét ainsi que pour les génes
de contréle, grace au logiciel Beacon Designer (Premier Biosoft). Les amorces permettent
I'amplification d'un fragment d'une taille comprise entre 80 pb et 150 pb et leur température
d'hybridation est d'environ 60°C afin de diminuer les hybridations aspécifiques et de

permettre une amplification en deux étapes par cycle.
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Figure__16: caractéristiques du vecteur d'expression protéique pET-16b
(NOVAGEN). Ce plasmide confére aux bactéries transformées la résistance a
I'ampicilline (Ap). La région de clonage et d'expression est détaillée figure 17.
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Figure 17: schéma du clonage dans le vecteur pET-16b d'une séquence codant une protéine a
produire. La séquence codant la protéine & produire a été obtenu par amplification au moyen
d'amorces possédant des sites de restriction Ndel (pour l'amorce directe) et Xhol (pour I'amorce
complémentaire). La digestion par ces deux enzymes de restriction du vecteur plasmidique et du
fragment d'ADN produit libére des extrémités cohésives permettant leur ligation. La protéine de

fusion produite possédera ainsi un His-Tag en position N-terminale de la séquence protéique
d'intérét.
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X-B. TRANSCRIPTION INVERSE

La transcription inverse est réalisée dans un volume de 20 pL en utilisant le kit
“iScript cDNA synthesis" (BioRad). Un pg d'ARN total est ajouté a 4 pL d'un mélange
réactionnel composé du tampon et d'un mélange d'amorces oligo(dT) et d'hexameres de
séquences aléatoires. La réaction est réalisée en présence de 1 uL de transcriptase inverse
RNAse-H". Les ADNc sont synthétisés par l'incubation du mélange 5 min a 25°C suivi de 30
min a 42°C. La transcriptase inverse est ensuite inactivée par une incubation de 5 min a
85°C.

X-C. AMPLIFICATION PAR PCR EN TEMPS REEL

L'amplification par PCR des cibles d'ADNc est réalisée dans un volume de 20 pL
comprenant 375 nM de chacune des amorces, 10 nM de fluorescéine (référence interne) et
10 pL du mélange Quantitech SYBR Green concentré 2 fois (QIAGEN). Ce mélange contient
du SYBR Green I, 5 mM de MgCl, et une Taqg polymérase recombinante modifiée pour
permettre son activation a une température élevée.

L'amplification est réalisée dans un thermocycler BioRad (icycler iQ) équipé d'un
‘module optique. Le programme d'amplification comprend une étape de dénaturation initiale
et d'activation de la polymérase de 15 min & 95°C, suivie de 50 cycles d'amplification
constitués d'une étape de dénaturation de 30 s a 95°C et d'une étape d'hybridation et
d'élongation des amorces de 1 min a 60°C. L'intensité de la fluorescence du SYBR green |
est détectée et mesurée au cours de la phase d'élongation.

En fin d'amplification, une courbe de fusion des produits de PCR est établie par des
mesures de la fluorescence tous les 0,5°C de 55°C a 95°C, afin de déterminer la
température de fusion du produit d'amplification, la spécificité du fragment amplifié et
l'absence de dimeres d'amorces. L'analyse est réalisée grace au logiciel iCycleriQ software
(BioRad).

Xl PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES DANS E. COLI/

XI-A. CLONAGE DIRECTIONNEL DANS LE VECTEUR pET-16b

Les protéines recombinantes sont produites au moyen du le vecteur d'expression
bactérien pET-16b (NOVAGEN) (Figure 16). Ce vecteur conduit a I'expression d'une protéine
de fusion possédant une extension en position N-terminale. Cette extension, composée de
21 acides aminés, comprend 10 histidines (His-Tag) permettant une purification ultérieure
par chromatographie d'affinité. Ce systéme nécessite de cloner une séquence codante dans
la méme phase de lecture que le His-Tag. Ceci peut étre réalisé grace au site multiple de

clonage présent sur le vecteur, composé de 3 sites de restriction (Ndel, Xhol et BamHI).
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Figure 18: Production d'une protéine recombinante au moyen du vecteur pET-16b dans le systéme
bactérien BL21 (DE3). En absence de linducteur (IPTG), le géne lacl permet la synthése du
répresseur de l'opéron lactose qui se fixe alors au niveau de l'opérateur (lac o), empéchant la
transcription et la traduction du géne codant I'ARN polymérase du phage T7. L'inducteur IPTG forme
un complexe avec le répresseur I'empéchant de se fixer au niveau de lac o. La transcription et la
traduction de I'ARN polymérase du phage T7 permet alors la transcription et la traduction de la
protéine recombinante.
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Plusieurs constructions correspondant a différents domaines d'un des génes de type
SERK clonés ont été réalisées. Des amorces ont été définies a partir de la séquence
codante de CiSERK1474 pour I'amplification des fragments correspondant au domaine kinase
intracellulaire, au domaine extracellulaire et a la séquence entiere. Ces amorces ont été
modifiées en 5' afin de contenir les sites de restriction nécessaires au clonage des fragments
dans le vecteur. Ainsi, les amorces situées en 5' du fragment a amplifier possédent un site
de restriction Ndel, les amorces situées en 3' du fragment a amplifier possédent un site de
restriction Xhol (Figure 17). Les séquences des amorces sont données dans la partie
résultats.

Les produits d'amplification issus des PCR (conditions décrites § IV) sont purifiés a
l'aide du kit de purification de produit PCR (QIAGEN) et élués par 50 puL de tampon EB.
Environ 200 ng de produits d'amplification sont digérés pendant 3 h a 37°C par 20 U de
chacune des enzymes de restrictions Ndel et Xhol (Biolabs) dans un volume de 25 pL
contenant un tampon 1x et 1 mM de BSA. Le produit de digestion est précipité une nuit a —
20°C dans 10% d'acétate de Na 3 M, pH 5.2 et 2,5 volumes d'éthanol absolu, puis centrifugé
20 min a 15000 g a 4°C, lavé 3 fois a I'éthanol 80% et resolubilisé dans 20 pL d'eau.

Les produits de PCR ainsi digérés sont ligués une nuit a 16°C dans 50 ng de vecteur
pET-16b, préalablement digérés par les mémes enzymes de restriction, en présence d'ADN
ligase du phage T4 (PROMEGA).

Apres transformation de bactéries compétentes JIM109 (PROMEGA) et sélection des
colonies recombinantes par PCR en utilisant I'amorce s'hybridant au promoteur de I'ARN
polymérase du phage T7 et une amorce spécifique de linsert (cf § V-B), une préparation
plasmidique de vecteur pET-16b recombinant est réalisée. Pour cela, une culture initiée a
partir d'une colonie bactérienne sélectionnée est réalisée dans 25 mL de LB en présence
d'ampicilline pendant 1 nuit & 37°C. Le plasmide est purifié en utilisant le kit QlAfilter plasmid
midi kit (QIAGEN) selon le protocole du fabricant et élué par 50 uL de tampon EB.

XI-B. PRODUCTION ET PURIFICATION DE PROTEINES RECOMBINANTES

XI-B.1. Production de protéines recombinantes en systéeme bactérien

Les protéines de fusion sont produites dans des souches de bactéries E.Coli
optimisées pour la production de protéine recombinante. Cette souche bactérienne BL21
(DE3) a la particularité de posséder le géne codant I'ARN polymérase du phage T7 sous le
contrdle du promoteur de I'opéron lactose inductible par I''PTG (lsopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside). En absence d'IPTG, la transcription du géne de I'ARN polymérase

est inhibée par le répresseur de l'opéron lactose codé par le gene /acl, lui-méme introduit
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dans le chromosome bactérien. De ce fait, ce systeme bactérien permet un contréle de la
production de la protéine recombinante (Figure 18)

Cent pL de ces bactéries compétentes sont transformées de la méme fagon que
décrit au chapitre V-B avec 50 ng de vecteur purifié. Les colonies recombinantes
sélectionnées, dont la séquence de linsert a été vérifiée, sont ensuite mises en culture a
37°C dans 25 mL de LB en présence de 50 pg d'ampicilline par mL de culture. Cette pré-
culture est utilisée pour initier une culture plus importante pouvant aller jusque 1 L et
contenant l'antibiotique. Lorsque la densité optique de la culture atteint une D.O. de 0,6 a
600 nm indiquant que la culture est dans la phase exponentielle de croissance, la production

de la protéine recombinante est induite par 100 pM d'IPTG pendant 4 heures.

XI-B.2. Purification de protéines recombinantes possédant un tag histidine en

position N-terminale

Aprés production de la protéine recombinante d'intérét, les bactéries sont
centrifugées 10 min a 5000 g a 4°C, puis resuspendues dans un tampon PBS (20 mM
phosphate, 500 mM NaCl, pH 7.4) a raison de 50 yL de tampon pour 1 mL de culture. Les
bactéries sont ensuite lysées par sonication dans la glace, centrifugées, puis la protéine
d'intérét contenue dans le surnageant est soumise a une purification au moyen du kit His-
Trap (Amersham).

Les protéines de fusion contenant un tag histidine peuvent étre purifiées par
chromatographie d'affinité par chélation avec les ions Ni®*. Une colonne de séphorase de 1
mL est chargée avec 500 pL de sulfate de nickel 0,1M. Aprés lavage et équilibration de la
colonne par un tampon PBS, 10 mL d'extrait protéique bactérien brut sont injectés dans la
colonne. Aprés lavage, la protéine recombinante retenue sur la colonne est décrochée de la
colonne par une concentration croissante de 10 mM a 500 mM d'imidazole, un compétiteur
de I'histidine, en solution dans le PBS.

Xi OBTENTION ET PURIFICATION D'ANTICORPS POLYCLONAUX

XlI-A. IMMUNISATION DE LAPINS

Deux lapins femelles de race néo-zélandaise ont été immunisés par une injection
intramusculaire de 500 pg de protéine purifiée correspondant au domaine kinase de
CiSERK1474 mélangée a l'adjuvent de Freund, suivie par 2 autres injections de 250 ug a un
intervalle de 3 semaines. Trois semaines aprés la derniére injection, environ 50 mL de sang
sont prélevés et le sérum immun est préparé et testé. Avant la premiere injection, 10 mL de

sang ont été préleves afin de préparer un sérum pré-immun.
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XII-B. PURIFICATION D'ANTICORPS POLYCLONAUX

XlI-B.1.  Préparation d'une colonne de chromatographie d'affinité

Les anticorps dirigés contre le domaine kinase de CiSERK1474 ont été purifiés par
chromatographie d'affinité en fixant la protéine recombinante sur une matrice de sépharose.
La liaison de la protéine a la matrice est faite par réaction entre les groupement NH, de la
protéine et des groupements bromure de Cyanogéne (CNBr) activés, couplés a la matrice.

Un gramme de matrice sépharose-CNBr (Amersham) est suspendu et hydraté dans
25 mL de tampon 50 mM NaHCO3, 100 mM NaCl. Ce mélange est déposé a la surface d'un
verre fritté. Les groupements CNBr sont activés par le passage sous vide de 500 mL d'HCI
1M au travers du verre fritté. La matrice ainsi activée est lavée dans 20 mL de tampon 50
mM NaHCOg3, 100 mM NaCl puis mise en contact avec environ 10 mg de protéine
recombinante pendant 1 heure a 30°C.

La colonne est préparée dans une seringue de 5 mL dans laquelle le gel de matrice
couplé a la protéine est coulé et décanté. Le blocage des sites activés, laissé libres apres le
couplage, est réalisé par incubation 1 heure du contenu de la colonne dans une solution de

Tris 1M pH8. La colonne est ensuite lavée avec le tampon 50 mM NaHCO3, 100 mM NaCl.

Xll-B.2.  Purification des anticorps

Le sérum est appliqué sur la colonne et I'éluat est récupéré. Afin d'éliminer les
protéines fixées de fagon aspécifique, la colonne est lavée jusqu'a ce que I'éluat montre une
absorbance a 280 nm trés faible témoignant de sa faible charge en protéine. Les anticorps
sont élués avec 50 mM d'acide acétique par fraction de 1 mL dans des tubes contenant 200
pL 1 M Tris pH 8.0 pour neutraliser I'acidité de ['éluat. Afin de déterminer la présence des
anticorps, le suivi de I'élution est réalisé par spectrophotométrie d'absorption a 280 nm.

Les anticorps ainsi purifiés sont dialysés contre un tampon 50 mM NaHCOg3;, 100 mM
NaCl. Un spectre d'absorption de la solution d'anticorps balayant les longueur d'onde de 240
nm a 600 nm permet de visualiser l'intensité du pic d'anticorps & 280 nm et |'absence de pic

d'hémoglobine a 410 nm.
Xlli  VARIATION DU NIVEAU PROTEIQUE
La variation du niveau d'accumulation d'une protéine peut étre observée par la
technique de western blot. Cette technique consiste a révéler au moyen de deux anticorps

(primaire et secondaire) la présence d'une protéine particuliere au sein d'un mélange de

protéines séparées initialement par électrophorése et transférées sur membrane. L'anticorps
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primaire obtenu précédemment est spécifique de la protéine recherchée, tandis que
I'anticorps secondaire est dirigé contre le premier anticorps et est couplé a une phosphatase
alcaline dont l'activité est visualisée soit par réaction colorée soit par chemiluminescence.

XIll-A. ELECTROPHORESE DE PROTEINES EN CONDITIONS DENATURANTES (SDS-PAGE)

L'électrophorese en gel d'acrylamide en conditions dénaturantes sépare les protéines
en fonction de leur masse moléculaire. Quinze pg d'extraits protéiques sont dilués au demi
dans une solution de Laemmli 2x (1970) (125 mM Tris-HCI pH6.8, 2% SDS, 200mM DTT,
20% glycérol, 0,0025% bleu de bromophénol). Les protéines sont dénaturées 3 min a 95°C
puis déposées sur un gel d'acrylamide a 12,5%.

La migration est réalisée 1 heure a 100 volts dans in tampon de migration 50 mM
Tris, 380 mM glycine, 0.1% SDS dans une cuve a électrophorése Mini-PROTEAN Il
(BioRad).

Xlll-A.1.  Coloration des protéines au nitrate d'argent

La coloration au nitrate d'argent des protéines, séparées par électrophorése SDS-
PAGE, est réalisée selon le protocole suivant:

Etapes Solutions Durée
Fixation Fixateur (Ethanol 95%/Acide acétique/ Eau 50/12/ 38)/ ih
0.1% formaldéhyde (v/v)
Ringages Ethanol 50% 3 fois 20 min
Pré traitement 0.2g/l Sodium Thiosulfate 1 min
Rincages Eau ultra pure 3 fois 20 s
Imprégnation 1g/l Nitrate d’argent/ 0.075% Formaldéhyde (v/v) 20 min
Ringages Eau ultra pure 3 fois 20 s
Révélation 60g/l Carbonate de sodium/ 0.04g/l Sodium thiosulfate/ Jusqu'a apparition des bandes
0.05% Formaldéhyde (v/v) protéiques
Arrét de la révélation Fixateur

XIlI-A.2. Coloration des protéines au bleu de Coomassie

La coloration au bleu de coomassie des protéines, séparées par électrophorése SDS-

PAGE, est réalisée selon le protocole suivant:

Etapes Solutions Durée

Fixation Ethanol 50%, Acide acétique 15 % 30 min
Ethanol 50%, Acide acétique 15 %, Bleu de Coomassie .

Coloration 30 min

R250 (BioRad) 0.22%

Jusqu'a apparition des bandes
Décoloration Ethanol 50%, Acide acétique 15 % q PP
protéiques
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XHI-B. TRANSFERT SUR MEMBRANE

Apres séparation par électrophorése de 15 pug de protéines par essai, leur transfert
sur une membrane de PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) est réalisé a 4°C pendant 1 heure a
100 V, en systéme immergé dans un tampon (25 mM Tris; 190 mM glycine, 20% méthanol).
Aprés transfert, les membranes sont rapidement rincées dans un tampon TBS (10 mM Tris
pH 7.5, 100 mM NacCl) avant I'nybridation par les anticorps (cf § XIlI-C).

XIlI-C. HYBRIDATION AVEC LES ANTICORPS

Les membranes sur lesquelles les protéines sont fixées sont dans un premier temps
incubées dans un tampon de blocage (TBS + 0,1% Tween20, 5% poudre de lait écréemé)
pendant 1 heure & température ambiante. Les membranes sont ensuite incubées dans le
tampon de blocage additionné d'anticorps primaire dilué au 'z pendant 1 heure a
température ambiante. Trois lavages de 15 min par la solution de blocage sont ensuite
réalisés. Les membranes sont ensuite incubées dans le tampon de blocage contenant
l'anticorps secondaire dirigé contre les IgG de lapins dilué au /5000 pendant 1 heure a
température ambiante. Avant la révélation, les membranes sont rincées 3 fois 5 min dans le

tampon TBS.

XIII-D. REVELATION DES IMMUNOBLOTS
Deux méthodes de révélation des immunoblots ont été utilisées, une révélation

colorée et une révélation par chemiluminescence.

XIN-D.1. Révélation colorée

L'activité phosphatase alcaline portée par l'anticorps secondaire