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AVANT PROPOS

Le cacaoyer, essence des régions tropicales humides, est cultivé pour ses féves commercialisees
majoritairement pour la production de produits agroalimentaires, dont le cacao, produit de base,
aboutit a 1’¢laboration du chocolat (Fig. A), produit pouvant atteindre un label de luxe. Les
domaines pharmaceutiques et cosmétiques sont également de bons candidats pour 1’utilisation

de ces feves.

Figure A : La production du chocolat passe par la transformation des fruits de cacaoyer Al : De la cabosse (C) a
la poudre de cacao (fleche) en passant par les féves séchées(f); A2: De la poudre de cacao au chocolat

en tablettes.

Pendant la campagne cacaoyere de 2011/2012, 4 millions de tonnes de féves ont été produites
dans le monde, dont 2,826 millions en 1’ Afrique, soit 71% de la production mondiale. La Cote
d’Ivoire, premier producteur mondiale des féves de cacao, est suivie, en Afrique, par le Ghana,
le Nigéria et le Cameroun, qui occupe la 4°™ place. Au plan mondial, le Cameroun est en 5™
position, et une importante hausse de production est prévue pour 2015 (Fig. B).

Le cacao est une culture de rente pour I’ensemble des pays producteurs, et une source de
revenus non négligeable pour les familles d’agriculteurs. Mes parents ont d’ailleurs réussi a
financer mes études supérieures grace a cette culture. Les stratégies mises en place par les
autorités Camerounaises pour promouvoir la marque Cameroun, consistent a optimiser la
récolte, a sécuriser les revenus des producteurs, a multiplier les plants et a minimiser les intrants.
Dans ce contexte, le Laboratoire de Physiologie et Biochimie de I’Ecole Normale Supérieure de
Yaound¢ s’inscrit dans la logique de multiplication des plants, avec pour thématique

I’amélioration des conditions de culture in vitro de cacaoyers sélectionnés, afin de mettre a la



disposition de producteurs des variétés ameliorées, saines et productives. Dans cette optique,
mon travail a consisté a rechercher des activateurs de I’embryogenése somatique, qui est la
technique de multiplication végétative permettant de pallier les problémes causés par
I’allogamie du cacaoyer. Ainsi, depuis mon intégration dans ce laboratoire, en 2004, des
collaborations fructueuses ont été établies, avec le Département des Sciences de la Culture et de
I’Ecologie des plantes a Hambourg (Allemagne), le Centre National de Recherche Agronomique
d’Abidjan (Cdéte d’Ivoire) et le Département d’Horticulture, Collége des Sciences Agricoles de

Pennsylvanie (USA).

PRODUCTION
EN HAUSSE 350**

(en milliers de tonnes)

*
190 215 220

2009-10 2010-11 2011-12 2014-15
* Prévisions
** Objectif, hypothése haute

Figure B:  Production du cacao au Cameroun, obtenue jusqu’en 2012 et prévue jusqu’en 2015.

Pour mener des analyses d’histochimie et utiliser des techniques de pointes pour les analyses
biochimiques des arabinogalactanes protéines, j’ai recherché une nouvelle collaboration. Un
contact a été établi avec le Docteur S. Lhernould, Maitre de a Conférences au Laboratoire de
Chimie des Substances Naturelles (LCSN), a I’Universit¢ de Limoges. Madame Lhernould a
accepté de codiriger, avec le Docteur G. Costa, mon travail de theése inscrit dans 1’étude de
I’implication des arabinogalactanes protéines au cours de I’embryogenése du cacaoyer. Une
bourse UNESCO L’OREAL, pour les Femmes et la Science, m’a permis d’effectuer le

déplacement depuis Yaounde et réaliser le travail a Limoges de 2010 a 2012.

Les cultures initiées au Cameroun ont eu du mal a s’adapter la premiere année au LCSN. Apres
une optimisation et une adaptation des conditions de culture, j'ai réussi a obtenir des embryons
somatiques. Apres avoir défini les critéres d’identification des stades de développement des
embryons produits, des analyses biochimiques ont été réalisées pour detecter et purifier les
arabinogalactanes protéines (AGPs). Les variations de ces protéoglycanes, présentées comme
molécules activatrices de I’embryogenese, ont pu é&tre suivies par une méthode facilement

accessible que nous avons mise au point et ainsi, leur implication a pu étre mis en évidence au



cours du développement embryonnaire. Au final, I’approche appliquée, étroitement associée a
I’approche fondamentale consisterait a apporter des AGPs purifiées aux cultures de cacaoyer

pour favoriser la synchronisation de la production d’embryons somatiques.
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|. LE CACAOYER

1.1. Origine

Le cacaoyer est une plante native de la forét humide d’Amérique du Sud. Certains auteurs
situent sa zone de dispersion dans les vallées des bassins de I’Amazonie et de I’Orénoque. Pour
Cheesman (1944) le cacaoyer est originaire de la haute Amazonie. Les travaux de Motamayor
(2002) confirment I’hypothése de Cheesman (1944). Le cacaoyer a été domestiqué par les
indiens d’Amérique centrale au XV1°siecle (Eskes et Lanaud, 1997). Les Mayas et les aztéques
sont les premiers a cultiver cette plante. Le cacaoyer est introduit en Afrique de I’Ouest, a partir
géme

du Ghana, au 1 siecle (Braudeau, 1969), et sa culture est pratiquée au Cameroun depuis

1892 par les colons allemands (Assoumou, 1977).
1.2 Taxonomie et diversité

1.2.1. Taxonomie

Le cacaoyer appartient a la classe des Magnoliopsideae, les résultats de la systématique
moléculaire le classe dans 1’ordre des Malvales. (Alverson et al., 1999, Whitlock, 2001; Sousa
Silva et Figueira, 2005).

Le genre Theobroma est divisé en six sections: Andropetalum, Glossopetalum, Oreanthes,
Rhytidocarpus, Telmatocarpus et Theobroma. Cette division basée sur les caractéristiques
morphologiques (Cuatrecasas, 1964) est confirmée par des données moléculaires (Borrone et al.,
2007; Soussa Silva et Figueira 2005). Les six sections comportent 22 espéces qui sont toutes
pérennes, et a port dressé. On peut citer: T. bicolor, espéce cultivée localement en Amérique
centrale, T. speciosum, T. subinacum, T. obovatum, T. mammosum, T. canumanense, T.
sylvestre, T. glaucum, T.cirmolinae, T. grandiflorum cultivées en Colombie et au Brézil et T.
cacao, espéce la plus cultivée dans le monde (Santos et al., 2012) et, qui fera I’objet de notre

étude.



1.2.2.  Diversité génétique

T. cacao est une espéce diploide (2n=20). Son génome contient 430 Mb (Argout et al., 2011).
Les caractéristiques morphologiques et I’origine géographique permettent de différencier deux
grands groupes génétiques de cacaoyer: les Criollo, et les Forastero dont les plus cultivés sont
les Amelonado (Fig. 1). L hybridation naturelle entre les deux groupes a donné un troisi¢me
groupe les Trinitario (Cheesmann, 1944). Cette classification a été revue grace 1’analyse de 1241
accessions, couvrant un large échantillonnage géographique traité par 106 marqueurs
microstellites par Motamayor et al. (2008). Ainsi, dix groupes : Marafion, Curaray, Criollo,
Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado, Purus, Nacional et Guiana sont répertories. lls se

distinguent les uns des autres par leur origine géographique et leur structure génétique.

Figure1:  Répartition géographique de la culture du cacaoyer dans le monde Criollos ; D Trinitarios;

D Forasteros ; D Cupuagu ; _ Nacional

Source http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Cacao_species - World distribution_map_-blank.svg

1.3. Biologie du cacaoyer

Theobroma cacao L. est une plante pérenne qui peut atteindre 25 m de hauteur a 1’état sauvage
(Lachenaud et al., 2007). Les feuilles persistantes simples, entiéres, elliptiques, sont molles et
rougeatre a 1’état jeune. A maturité elles sont glabres et d’un vert foncé. Le limbe a nervation
pennée, peut atteindre 15 a 40 centimétres de long et 4 a 15 centimeétres de large. Les feuilles
sont distribuées selon une phyllotaxie 3/8 avec une durée de vie d'un an. Le cacaoyer est

cauliflore, les inflorescences apparaissent sur des coussinets floraux, qui sont des renflements du


http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Cacao_species_-_World_distribution_map_-blank.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:White_stripes2.svg

tronc ou des branches (Swanson et al., 2008). Les fleurs de petite taille sont hermaphrodites,
régulieres, pentameres formées de cing sepales, cing pétales et cing étamines alternant avec cing
staminodes stériles. Les pétales sont composés de deux parties distinctes, la cuculle attachée au
réceptacle floral et la ligule. Les anthéres sont recouvertes par les cuculles et produisent des
pollens dont la durée de vie n’excéde pas 48 heures (Paulin, 1994). Ces fleurs sont a ovaire
supére comptant 30 a 60 ovules. L’arbre peut produire annuellement jusqu'a 100 000 fleurs et

seulement environ 1/500 donnera des fruits.

Le fruit de cacaoyer est une baie indehiscente de forme fusiforme appelée chérelle au jeune age
et cabosse a 1’age adulte. Ce fruit reste attaché a 1’arbre par son pédoncule fortement lignifié.
Une cabosse ouverte présente une placentation axillaire avec des graines disposées en cing
rangées, entourées d’une pulpe mucilagineuse. Le péricarpe est constitué de 1’extérieur vers
I’intérieur de 1’épicarpe, du mésocarpe et de I’endocarpe. On dénombre 30 a 60 graines par
cabosse (Eskes et Lanaud, 1997; Santos et al., 2012). Les graines entourées d’une pulpe
mucilagineuse sont reliées au placenta par des funicules. Elles recoivent les assimilats grace aux
faisceaux vasculaires du funicule et des tissus du hile (Vinogradova et Falaleev, 2012). La
période de maturation dépend des conditions climatiques et des génotypes, ainsi elle peut étre
d’environ 161 jours pour les Forastero (Scavina) et de 210 jours pour les Trinitario (ICS) (Cilas,
1991).

Figure 2 :  Représentation schématique du développement du systéme racinaire de cacaoyer obtenu a partir d’un

embryon (A), d’une bouture (B).

Source : http://www.afd.be/~plant-ch/cacaoyer/conaiss/SRcacao.htm



http://www.afd.be/~plant-ch/cacaoyer/conaiss/SRcacao.htm

Le systeme racinaire trés développé comporte une racine pivotante tres profonde issue du
développement de la radicule de I’embryon et de nombreuses racines adventives portant des
poils absorbants (Fig. 2A). Tandis que, les plants issus du bouturage présentent un enracinement
fasciculé (Fig. 2B).

1.4, Ecophysiologie et Culture

Le cacaoyer se développe en moyenne altitude entre les latitudes 15° Sud et 20° Nord. Pour un
bon développement la plante a besoin d’un sol aéré et profond (1,5 m minimum) de texture
sablo-argileuse ayant une grande capacité de rétention d’eau, et un pH compris entre 6 et 7
(Wood, 1985). La pluviométrie annuelle doit étre comprise entre 1250 et 3000 m® et la
répartition des pluies uniforme, avec une saison séche ne dépassant pas 3 mois. Un ombrage de
50%, une température comprise entre 24 et 28°C, une atmosphére humide et une hygrométrie

constante et élevée sont également indispensables a son développement.

Les féves placées dans les conditions favorables germent au bout de 15 jours. La germination est
épigée et donne une plantule formée d’un axe orthotrope (Fig. 2 A). A partir d’environ 1,2 m de
hauteur la croissance apicale cesse et la plante développe des branches plagiotropes. Au stade de
4 a 5 ramifications, les premieres fleurs se développent. Elles apparaissent tout au long de
I’année, par périodes successives et pendant toute la vie de la plante (Aneja et al., 1999). Les
sépales des fleurs s’ouvrent sous I’effet de la chaleur et du froid, leur déhiscence débute & la fin
de I’apres midi et est compléte le lendemain matin. Cette période est favorable a la pollinisation

(Aneja et al., 1999).

Les fleurs contiennent des composés phénoliques tels que l’acide hydroxycinamique, des
tannins et des anthocyanes. Les anthocyanes présentes dans 1’épiderme des staminodes et les
pétales servirait uniquement a 1’ornement (Alemanno et al., 2003). Le cacaoyer est fortement
auto-incompatible (Royaert et al., 2011) et la pollinisation naturelle est essentiellement

entomophile. Le pollen est gluant et forme des amas difficilement transportables par le vent.

Le cacaoyer atteint son plein développement vers I'age de dix ans. Il est cependant productif
bien avant cet age puisque les fleurs et les fruits apparaissent des la troisieme ou quatriéme
année apres le semis. La maturation des fruits s’effectue selon les génotypes pendant 5 a 7 mois.

Un arbre produit en moyenne 150 cabosses par an, soit environ 6 kg de cacao marchand.



1.5. Importance du cacao

Depuis les Mayas jusqu’a nos jours, le cacao a pris une place importante dans la vie des

producteurs et des consommateurs.

1.5.1.  Importance socioculturelle

Le cacaoyer est cultivé pour ses feves utilisées comme matiéres premiéres dans la fabrication
des produits alimentaires, pharmaceutiques ou cosmetiques. Le cacao a longtemps été assimilé a
un aliment/médicament (Dillinger et al., 2000). L’utilisation médicinale du cacao ou du
chocolat, a été diffusée d’Amérique latine en Europe au milieu des années 1500. Le cacao aurait
des vertus pour la stimulation du systtme immunitaire; I’amélioration de la digestion et la
détoxication cellulaire. Des préparations a partir des fleurs, des écorces des feuilles ou du beurre
sont utilisées contre la fatigue ou pour traiter les troubles intestinaux et les irritations de la peau
(Dillinger et al., 2000).

Les feves torréfiées, associées au piment, a la farine de mais et a ’eau chaude, constituaient un
breuvage appelé «chocolatl» apprécié par les Mayas. De nos jours le chocolat reste un produit
tres prisé. Le piment est remplacé par le sucre et la vanille. Les produits contenant du cacao
possedent des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes bénéfiques a la santé humaine. Les
effets bénéfiques du cacao sur le cancer, le contrdle du diabete, les maladies cardio-vasculaires
et la prévention des hépatites ont été rapportées dans plusieurs travaux de recherche (Arlorio et
al., 2009; Rusconi et Conti, 2010; Sarmadi et al., 2011, 2012).

1.5.2. Importance économique

Dans la civilisation préclassique des amérindiens, le cacao a joué plusieurs rbles. En Amérique
centrale, les féves ont servi de monnaie d’échange. Les Mayas les utilisaient pour payer leurs
impOts aupres des Azteques. De nos jours, la culture du cacaoyer est une source de devises pour
les pays producteurs. La production mondiale du cacao est assurée a 70% par I’Afrique. Le
Cameroun couvre 5,3% de cette production et est 5°™ derriere la Cote d’Ivoire, le Ghana,

I’Indonésie et le Nigéria (Fig.3).

Au Cameroun I’exportation du cacao représente 16,1% des exportations totales du pays. En

2010, la production s’¢levait a 264 077 tonnes soit environ 11% de plus qu’en 2009 (FAO,



2012). Le cacao est consommé principalement en Europe ou ’importation atteint 45% de la

production mondiale.

— 1500000
1500000 _,-/
= | 1000000
5 1000000 =
++ [=]
(=] o
= =
= =
= o
- 3
5 —_
B =l
=
= =
2 500000 |
o
9 T T T

Cine Indanésie Ghana
dheaire Mouweibe-

G I Production (1000% Int)
[ Production (T)

Région

Figure 3:  Production mondiale des féves de cacao par pays pour I’année 2010.

Source :http://faostat.fao.org/DesktopModules/Faostat/Images/T20/ChartPic_0Qilbrtakfleb6jt9vcqgv.png?db130085-
f5a6-43f6-835d-c5d6f53bdb06

La productivité des cacaoyers est affectée non seulement par les facteurs climatiques, mais aussi

par de nombreuses maladies et ravageurs qui attaquent la plante.
|.6. Maladies et ravageurs du cacaoyer

1.6.1. Maladies

Les différentes maladies sont responsables de la perte d’environ 50% de la production:

La pourriture brune des cabosses dont 1’agent responsable est un Oomycete du genre
Phytophthora provoque des dégats pouvant s’élever a 90 ou 100% de perte de la production en
fonction des zones de culture, du génotype, de la souche pathogéne et des conditions
environnementales (Iwaro et al., 1997). Plusieurs espéces de Phytophthora ont été identifiées
parmi lesquelles quatre : P. palmivora, P. capsici, P. megakarya, P. cytrophthora affectent le
cacaoyer. La pourriture brune se manifeste par 1’apparition de 1ésions brunes sur les fruits et un
revétement sporifére au bout d’une semaine d’infection. Phytophthora megakarya, présent
uniquement en Afrique, est I’espéce la plus prépondérante au Cameroun (Nyassé, 1999).

Cependant, I’espece la plus répandue est Phytophthora palmivora. Elle cause des degats directs


http://faostat.fao.org/DesktopModules/Faostat/Images/T20/ChartPic_0i1brtakf1eb6jt9vcqv.png?db130085-f5a6-43f6-835d-c5d6f53bdb06
http://faostat.fao.org/DesktopModules/Faostat/Images/T20/ChartPic_0i1brtakf1eb6jt9vcqv.png?db130085-f5a6-43f6-835d-c5d6f53bdb06

dans le mésocarpe, mais aussi indirecte au niveau des jeunes feuilles, des fleurs, des racines et

du tronc sur lequel il provoque des chancres (Thevenin et al., 2012).

Le balai de sorciére, causée par un champignon, Monioliophthora perniciosa (Aime et Phillips-
Mora, 2005, Meinhardt et al., 2008), est une maladie répandue dans les Caraibes et en Amérique
du Sud. Le pathogéne infecte les tissus méristématiques, ce qui provoque la prolifération
anarchique des rameaux, des coussinets floraux et des fruits. Les cabosses sont peu développées

et pourrissent sur 1’arbre avant maturité.

La moniliose est causée par un champignon, Monioliophthora roreri, originaire des pays andins.
Dans les conditions naturelles, la moniliose affecte uniquement les cabosses. Les fruits infectés
présentent des féves nécrosees et compactes.

Le dépérissement avec nécrose vasculaire, due a Oncobasidium theobromae (Samuels et al.,
2012), sévit en Asie du Sud et Asie du Sud-Est. Le champignon s’attaque au tissu vasculaire au
niveau des racines et des branches, mais les symptomes apparaissent au niveau des feuilles et se
manifestent par une chlorose. Il est responsable de la mort et la chute des feuilles, la mort des

rameaux, puis de I’arbre entier.

L’cedéme des pousses est causé par le complexe viral de I’cedéme des pousses (Muller et al.,
2001). C’est la principale maladie virale d’importance économique connue chez le cacaoyer.
Cette affection est transmise par des cochenilles farineuses et se manifeste par une sclérose des
feuilles et le gonflement des tiges et des racines des arbres infectés. Il sévit en Afrique de I’ouest

et les dégats les plus importants sont observés au Ghana.

1.6.2. Ravageurs

Le cacaoyer est une espece sensible aux insectes. Les plus fréquents sont les piqueurs, en
particulier les mirides (Sahbergella sp., Distanhella sp. et Helopeltis sp.. lls attaquent les jeunes

pousses et les cabosses.

Conopomorpha cramerella est un insecte foreur des cabosses (Wielgoss et al., 2012). Les
pentatomes, les cicadelles et les thrips sont également des insectes nuisibles du cacaoyer. Les

cochenilles sont des vecteurs de virus de 1’cedéme de pousse.

Les larves des pyralidés s’attaquent aux cabosses. Les plantes parasites, tel que le gui (Eskes et

Lanaud, 1997), sont responsables de la baisse de la production des cacaoyers.
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Pour améliorer la production, diverses techniques sont utilisées, parmi lesquelles la lutte
biologique pas trés accessible aux producteurs, et I’utilisation rationnelle des pesticides. Le
développement et [’'utilisation des variétés résistantes, ou tolérantes aux maladies et aux

ravageurs, permettent une protection durable des vergers.

1.7. Techniques de sélection de cacaoyers a haute valeur

agronomique

Les selectionneurs utilisent plusieurs criteres tels que la résistance aux maladies (Mcmahon et
al., 2009), les propriétés organoleptiques (Deheuvels et al., 2004), ou le rendement. Cependant,
d’autres caracteres tels que la précocité et la vigueur sont également prises en compte. Plusieurs

méthodes de sélection sont utilisées.

1.7.1.  ldentification du matériel génetique

Les premiéres identifications de cultivars de Theobroma cacao L. étaient basées sur
I’observation des caractéres agromorphologiques (phénotypes), eux méme fortement influencés
par des facteurs externes. Les analyses actuelles se servent des outils moléculaires basés sur
I’analyse de I’ADN. L'utilisation des sondes moléculaires, telles que les microsatellites, permet
d’identifier et d’évaluer la distance génétique entre les cultivars (Motamayor et al., 2008; Santos
et al., 2012). D’autres marqueurs moléculaires tels que le polymorphisme de longueur des
fragments de restriction (RFLP), le polymorphisme nucléotidique (SNP), et I’amplification
aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD), permettent également de cartographier les genes.

1.7.2.  Création d’hybrides

C’est une méthode de sélection générative souvent appliquée a 1’amélioration du cacaoyer. Elle
est basée sur la création d’hybrides a partir de clones issus de génotypes différents possédant des
caractéres agronomiques recherchés. Une hétérosis positive a été observée chez les hybrides
pour le rendement, la vigueur, la précocité, la résistance aux maladies (Djocgoue et al., 2007),
mais I’hétérozygotie des parents induit une forte hétérogénéité chez les descendants et une
transmission variable des caractéres. Pour augmenter la fréquence des génes favorables dans les

populations, le sélectionneur utilise la sélection récurrente (Pang et Lockwood, 2008).
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1.7.3.  Sélection assistée par les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires permettent une identification plus précise des génotypes. Associé a
des locus quantitatifs exprimant des traits de caractéere (QTL), la génomique fonctionnelle
permet d’étudier la diversité génétique des populations de cacaoyer et de sélectionner les
variétés présentant les caracteres agronomiques et organoleptiques souhaités par les
consommateurs (Micheli et al., 2010). Apres la sélection, les génotypes intéressant doivent étre

multipliés en vue d’une distribution aux producteurs.
|.8. Techniques de multiplication des cacaoyers

1.8.1.  Multiplication végetative traditionnelle

Chez le cacaoyer, la multiplication végétative traditionnelle se fait par greffage (Gervais, 1981)
ou par bouturage des fragments de tige orthotropes (Amefia et al., 1985). L’usage des boutures
n’est admise qu’en station de recherche pour I’implantation des champs semenciers (Koko et al.,
2011). L’absence de racine pivotante chez les cacaoyers issus du bouturage, les rend sensibles
au déficit hydrique et aux vents violents. Le greffage est fastidieux, il nécessite beaucoup

d’espace pour une production a grande échelle.
1.8.2.  Culture in vitro du cacaoyer

Les techniques de cultures in vitro permettent une production de matériel végétal sain a grande
échelle dans un espace réduit. Deux techniques sont appliquées au cacaoyer : le micro-bouturage

et ’embryogenése somatique.

Les plantes résultantes du micro-bouturage ne développent pas de racine pivotante,
indispensable a un enracinement profond permettant a la plante de résister au déficit hydrique
temporaire et aux grands vents. A partir des embryons somatiques, Traore et al. (2003) ont
obtenu des plantules possédant des racines pivotantes. Cette voie de multiplication est

prometteuse.

L’induction d’embryons somatiques a été décrite pour la premiere fois chez le cacaoyer par
Esan (1975), mais n’a pas permis tout de suite I’obtention des plantes entiéres. Les travaux
effectués par la suite ont révélé un potentiel embryogene de divers tissus de la plante : les
feuilles (Litz, 1986), le nucelle (Figueira et Jannick, 1993), les cotyledons immatures
d’embryons zygotiques (Omokolo et al, 1997). Mais, I’exploitation des tissus sporophytiques est
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limitée par I’influence du génotype et la faible vitesse de conversion des embryons (Guiltinan et
Maximova, 2000). Des résultats intéressants ont été obtenus avec les pieces florales, les
staminodes et pétales (Lopez-Baez et al., 1993; Alemanno et al., 1996 et 1997; Li et al., 1998).
Apres I’identification du meilleur explant, les recherches ont porté sur la source de carbone
(Traoré et al., 2006), les phytohormones et la composition minérale du milieu de culture (Tan et
Furtek, 2003; Minyaka et al., 2008). L’embryogenése zygotique a été également étudiée en vue
de comparer le milieu nutritif naturel de I’embryon au milieu de culture artificiel (Dangou et al.,

2002; Emile et al., 2007).

Maximova et al., (2002) a montré que les embryons somatiques secondaires sont d’origine
unicellulaire. L’embryogenése somatique secondaire permet d’obtenir des embryons présentant
moins d’anomalie que les embryons primaires. La culture par immersion temporaire et la culture
en suspension permettent d’accroitre la multiplication des embryons chez le cacaoyer
(Niemenak et al., 2008; 2012). Ces travaux ont permis d’améliorer cette technique qui
permettrait d’assurer une meilleure régénération des clones de cacaoyer sélectionnés (De Silva

et al., 2008).

Au-dela du développement asynchrone des embryons, la réponse a tous ces facteurs exogenes
reste étroitement liée au génotype. L’¢tude des facteurs endogenes, qui seraient a 1’origine des

réponses différentielles, est donc envisagée a différents stades de développement des embryons.
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Il. EMBRYOGENESE

La vie d’un étre vivant passe par ’embryogenése, I’acquisition de 1’état adulte, la sénescence et
la mort. L’embryogenése qui décrit le développement de I’embryon prend ainsi une place
importante dans la vie des plantes. Son intérét économique dans 1’agriculture a fait de
I’embryogenese végétale un sujet d’étude qui intéresse également les sélectionneurs. Chez les
végétaux, I’embryogenése peut débuter par une fécondation ou non. Toutefois, les embryons

traversent plusieurs états comparables au cours de leur développement.

I1.1. Organisation générale du développement embryonnaire

Au cours de ’embryogenése, I’embryon acquiert un « patron » morphologique qui conditionne
le plan d’organisation de la plante adulte. La différenciation morphologique s’organise autour de
deux axes : un axe apico-basal pour les organes embryonnaires et un axe radial pour les couches
de tissus (Jurgens, 1996). L’axe apico-basal permet de distinguer du haut vers le bas : le
méristeme apical, les cotylédons, I’hypocotyle, la radicule et le méristéme racinaire. Tandis que
I’axe radial permet une organisation concentrique autour de I’axe apico-basal. De la périphérie
vers le centre, on distingue 1’épiderme, le cortex, 1’endoderme, le péricycle et les tissus
vasculaires. La transition entre la symétrie radiale et la symétrie bilatérale est sous le contréle
des facteurs d’origine maternelle (Zimmermann, 1993), lorsque le tissu maternel existe, mais
dépend aussi des facteurs internes a I’embryon. La polarit¢ de I’embryon est influencée non
seulement par son gradient auxinique, mais aussi par des glycoprotéines sécrétées par les

cellules ou présentent dans le milieu de culture (Van Engelen et De Vries, 1992).

Le développement des embryons somatiques passe par les mémes phases de développement que
les embryons zygotiques. L’évolution de la morphologie de I’embryon au cours de son

développement a permis de différencier plusieurs stades de développement.

I1.2. Stades de développement des embryons

Les criteres morphologiques permettent de distinguer quatre stades de developpement
importants (Egertsdotter et Arnold, 1998):
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Stade globulaire, caractérisé par une organisation concentrique conduisant a la mise en place de

la symétrie radiale de I’embryon.
Stade cordiforme, caractérisé par le passage d’une symétrie radiale a une symétrie bilatérale

Stade torpille établie suite au développement des ébauches cotylédonaires de part et d’autre du

méristéme apical. Toutefois, ’embryon n’a véritablement pas grossi a ce stade.

Stade cotylédonaire, au cours duquel les cotylédons croissent rapidement. L’axe embryonnaire
autour duquel s’organise la symétrie bilatérale s’allonge et les tissus parenchymateux et

vasculaires se différencient.

Pour définir les stades de développement des embryons somatiques, les caracteres
morphologiques peuvent étre associés aux jours de culture dans le cas d’un développement
synchrone. Les embryons présentent des morphologies différentes apres un nombre donné de
jours de culture (Fig. 4) (Mishra et al., 2012).

L W1}

Figure 4 : leferents stades de developpement des embryons du pois chiche présentant la morphologie associée

aux jours de culture. A — stade globulaire (15 - 22 J), B — stade cordiforme (22 - 32 J), C — stade
torpille (32 - 42 J), D — stade cotylédonaire (38 - 48 J) (d’aprés Mishra et al., 2012).

Afin d’¢tudier les mécanismes physiologiques et biochimiques qui accompagnent le
développement des embryons, des criteres physiologiques ont été associés aux criteres
morphologiques pour séparer les stades de développement. Ainsi, on a pu séparer la phase
d’embryogenése précoce de la phase de croissance et de maturation des embryons.
L’embryogenese précoce correspond a la formation du « patron » de I’embryon et regroupe les

trois premiers stades, c’est 1’étape de la morphogenese.

Les phases de croissance et de maturation étalées sur les stades cotylédonaires sont caractérisées
par une croissance rapide et par une différenciation des cellules du cortex et de I’endoderme qui

vont accumuler les protéines et les lipides de réserve.

Aprés le stade de maturation les embryons zygotiques, contrairement aux embryons

somatiques, sont capables de dessiccation, ce qui constitue I’une de leurs particularités.
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I1.3. Particularités de I’embryogenése zygotique

L’embryogenése zygotique différe de I’embryogenese somatique par les phénomenes marquant

la formation de I’embryon (fécondation) et la fin de son développement (dessiccation).

I1.3.1. Premieres étapes du développement du zygote

L’embryon des plantes a fleurs se développe aprés une double fécondation qui a lieu dans le sac
embryonnaire. L’un des deux noyaux spermatiques fusionne avec le noyau haploide de
I’0osphere pour former le zygote diploide. L’autre noyau male s’unit aux deux noyaux polaires
haploides de la cellule centrale pour former 1’albumen a partir d’un cénocyte. A partir de cette
cellule multi-nucléée, unique aux plantes, une cellularisation se produit ensuite (Dumas et
Rogowsky, 2008). La premiere division du zygote donne deux cellules qui seront a 1’origine de
I’embryon zygotique et du suspenseur. Ce dernier meurt au cours du développement de

I’embryon, mais sa partie la plus apicale fera partie de la radicule de I’embryon.

11.3.2. Dessiccation et dormance des graines

Contrairement aux embryons somatiques, les embryons zygotiques présentent une expansion
massive des cotylédons chez les dicotylédones. Ces cotylédons sont le lieu de stockage des
réserves nutritives qui seront utilisées par la jeune plantule au moment de la germination, apres

une période de dormance.

La dormance est un état de repos physiologique permettant aux graines d’achever la maturation
et d’attendre les bonnes conditions climatiques pour germer. Pour atteindre ce repos
physiologique, la graine doit perdre environ 90 % de sa teneur en eau. La déshydratation induit
le ralentissement de 1’activité physiologique qui prépare la graine a la phase de dissémination.

Lorsque les conditions extérieures d’eau et d’oxygene sont remplies, la graine germe.

I1.4. Particularités de ’embryogenése somatique

L’embryogenése somatique est le processus au cours duquel les cellules diploides différenciées
se dédifférencient et se développent pour former un embryon bipolaire. Basée sur la totipotence
cellulaire, elle traduit la capacité des cellules végeétales a reprogrammer le schema normal de
développement somatique en développement embryogénique, conduisant a la formation de

structures ressemblant aux embryons zygotiques (Ledwén et Gaj 2011). Il existe deux voies
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d’induction de I’embryogenése somatique : I’embryogenése somatique directe qui necessite une
reprogramation minimale des cellules compétentes et I’embryogenése somatique indirecte qui
necessite une plus grande reprogramation des cellules (Karami et al., 2009). Les embryons
somatiques ne présentent pas de phase de deshydratation comme les embryons zygotiques et se

développent directement en plantules, ils en différent aussi par leur origine.
I1.4.1. Origine de I’embryon somatique

Les embryons somatiques peuvent étre initiés a partir de différents types d’explants constitués
de tissus diploides. Au cours de I’embryogenése somatique directe, les embryons sont produits
directement sur les explants en culture. Dans le cas de I’embryogenése somatique indirecte, la
formation d’un cal est indispensable au développement des embryons. Le suspenseur des
embryons zygotiques est remplacé, dans ce cas, par une ou plusieurs cellules allongées et
vacuolisées (Emons, 1994). Les embryons obtenus a partir d’un explant prélevé sur la plante
seront appelés embryons primaires. Les embryons somatiques produits a partir d’explants
prélevés sur d’autres embryons somatiques sont dits embryons somatiques secondaires (Ogata et

al., 2005, Karami et al., 2008).

L’embryogenese secondaire permet une production embryogene répétitive et uniforme (Panaia
et al, 2011). La réussite de 1’embryogenése somatique dépend de plusieurs facteurs

responsables de I’acquisition par les cellules de la compétence a I’embryogénie.
I11.4.2. Facteurs impliqués dans I’embryogenése somatique

Les phytohormones qui peuvent étre exogénes ou endogénes et certaines protéines agissent
comme des facteurs stimulant 1’acquisition du potentiel embryogene. L’auxine, reconnue pour
son role dans I’embryogenése (Fehér et al., 2003), est utilisée a une concentration supérieure a
celle retrouvée dans les conditions naturelles. La plus utilisée est le 2,4-D, qui est une auxine de
synthése. Chez le cacaoyer, une concentration de 18 uM est nécessaire a I’induction des
embryons somatiques. L’auxine serait impliquée comme messager intercellulaire dans le
processus de morphogenese. Une autre hormone, I’ABA sert de messager chimique aux

réponses au stress et stimule I’embryogenése somatique (Li et Qu, 2002).

D’autres molécules telles que les polyamines et 1’éthyléne impliquées dans la réponse au stress

interagissent avec les phytohormones (Patnaik et Khurana, 2001; Baron et Stasolla, 2008).
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Plusieurs protéines sont associées a 1I’embryogenese somatique. C’est le cas de la germine,
localisée dans la matrice extracellulaire, et des « heat shock proteins» associées aux stress
abiotiques. L’¢lévation de leur taux serait associée a 1’acquisition du potentiel embryogene.
L’action des molécules signalées ci-dessus indiquent que I’embryogenése somatique est une
réponse des cellules en culture a un stress (Karami et Saidi 2010). Le stress est donc un facteur

important qui favorise I’embryogenése somatique (Tonietto et al., 2012).

L’analyse du protéome et du transcriptome ont permis de caractériser plusieurs genes
impliquées dans I’embryogenese somatique tels que les génes SERK (Somatic Embryogenesis
Receptor Kinase), LEC (Leafy cotyledon), baby boom, Algamous (De Olivaro Santos et al.
2005 ; Karami et al., 2009). Ces genes seraient positivement regulée dans les stades tardifs du
développement et seraient moins impliqués dans I’initiation de I’embryogenése (Karami et al.,
2009). Chez le cacacoyer le gene le géne LEC est absent dans les explants non embryogene et

participe a ’acquisition de la compétence a I’embryogenése (Alemanno et al., 2003 ; 2008).

Il.1. Role de la paroi dans le développement des embryons

La paroi est la premiére structure qui met la cellule en contact avec le milieu extérieur. Les
cellules végétales adjacentes sont interconnectées par des plasmodesmes. Ils constituent des
voies de communications intercellulaires permettant le transport sélectif des molécules
diffusibles qui peuvent étre morphogénes ou embryogenes. Ces canaux seraient plus actifs
pendant les premiers stades de développement car une réduction de leur taille a été observée au
stade torpille chez Arabidospsis (Jirgens, 1996 ; Kim et al.,, 2002). Les modifications
appropriées et temporaires de la paroi permettent a la cellule de s’adapter aux conditions

environnementales grace a sa plasticité adaptative (Pien et al 2001).
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I[11. ORGANISATION DE LA PAROI
DES CELLULES VEGETALES CHEZ

LES DICOTYLEDONES

La paroi est une structure qui fait, avec les compartiments vacuolaires et plastidiaux, la
particularité de la cellule végétale. Longtemps considérée comme un élément passif, exercant
une protection de la cellule, elle joue en fait de multiples roles. La paroi cellulaire est une
matrice extra cytoplasmique dynamique. Ses fonctions ne sont pas uniquement structurales, elle
est aussi, et notamment, une source de molécules «signal», impliquées dans divers processus
physiologiques permettant I'élicitation de réactions de défense. Elle exerce une influence sur le
développement du végétal, sur sa morphologie et contribue a la spécialisation fonctionnelle des
types cellulaires. Ainsi, la modulation et 1’interaction de ses divers constituants font d’elle un

compartiment particulierement actif au cours du développement de la plante.

I11.1. Description de la paroi

La paroi cellulaire est une structure organisée et complexe constituée de deux couches: une
lamelle moyenne et une paroi primaire. Certaines cellules végétales acquiérent en plus une paroi
secondaire. Dans les embryons, les cellules végétales peu spécialisées ne sont constituées que de
paroi primaire. Les parois primaires de deux cellules adjacentes sont séparées par la lamelle

moyenne.

La lamelle moyenne est la couche la plus externe de la paroi. Elle se forme lors de la cytodiérese
a la fin de la mitose. Elle assure la cohesion entre les cellules pour former des tissus. Cette
couche de la paroi est dépourvue de cellulose et est constituée principalement de substances
pectiques. La callose y est présente de maniere transitoire et semble impliquée dans le bon

déroulement de la mitose (Thiele et al., 2009).
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La paroi primaire, mise en place directement aprés la lamelle moyenne, est une structure
relativement souple qui permet la croissance cellulaire. C’est un réseau constitué de cellulose,

d’hémicelluloses, de pectines et de protéines (Fig. 5).

lamelle
moyenne

: - paroi
pectine . ST A S primaire

hémicellulose

5y

cellulose : =~ *"/ .
4 ‘l““g“’l‘h\ﬂhh M&@,ﬂ

—d membrane
lasmique

Figure5:  Structure d'une paroi primaire.

Source: http://micro.magnet.fsu.edu/cells/plants/cellwall.html

La paroi secondaire existe chez les trachéophytes dans des tissus particuliers tels que les fibres,
les trachéides et les vaisseaux de xyléme. Située entre la paroi primaire et la membrane
cytoplasmique, la paroi secondaire est formée de couches pariétales supplémentaires et se
déposent sur la face interne de la paroi primaire une fois la croissance terminée. Elle est rigide,
inextensible et essentiellement constituée de cellulose cristalline et de lignine. La paroi
secondaire, de par sa rigidité, assure le soutien et la conduction de la séve xylémienne dans la

plante.
I11.2. Composition moléculaire de la paroi primaire

I11.2.1. Polysaccharides

Les polysaccharides pariétaux représentent pres de 90 % des constituants de la paroi. lls
comportent trois composés majeurs la cellulose, les hémicelluloses et les pectines.

111.2.1.1. Cellulose

La cellulose est un polymere formé d’un réseau de micro fibrilles. Chacune des micro fibrilles

est constituée d’environ 36 chaines paralléles de B (1-4) glucanes, stabilisées par des liaisons
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hydrogénes intra et inter chaines (Somerville, 2006). Dans la paroi primaire, la cellulose est
constituée d’environ 8000 molécules de glucose. Elle est synthétisée dans la membrane
plasmique par un complexe de cellulose synthase (Mutwill et al., 2008). C’est le biopolymére
responsable de la structure de la paroi. Une accumulation faible de la cellulose a été observée

dans la paroi des cellules compétentes a 1I’embryogenése (Ochatt et al., 2010).

111.2.1.2. Hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent 30% des polysaccharides pariétaux. Chez les angiospermes
dicotylédones, les hémicelluloses sont essentiellement des xyloglucanes, constitués d’un
polymére de résidus de B (1-4)-D-glucose. 75 % de ces résidus sont substitués en position O6
par des chaines latérales de mono, di ou trisaccharides, formés de résidus de xylose, galactose et
fucose. Chez certaines especes végétales, le galactose peut étre substitué par de 1’arabinose
(Vissenberg et al., 2000). Ces polymeres sont synthétisés dans 1’appareil de Golgi sous 1’action
de nombreuses glycosyltransférases. Les xyloglucanes se lient a la cellulose par des liaisons non
covalentes. Elles sont essentielles pour I’expansion de la paroi et participent a sa rigidité.
L’hydrolyse des xyloglucanes entraine un relachement nécessaire a la croissance des cellules.
Ces polysaccharides se retrouvent également, comme chez le tamarin, dans certaines graines
comme substances de réserve. Elles sont liées par des liaisons covalentes aux pectines
(Thomson et al., 2000).

111.2.1.3. Pectines

Les pectines représente 30 % de la maticre seche de la paroi primaire (O’Neill et al., 1990). Ce
sont des polymeres acides dont le squelette est constitué d’acides galacturoniques liés en alphal-
4. Si les homogalacturonanes sont les pectines les plus abondantes, d'autres molécules, comme
rhamnogalacturonane de type 1 ont une chaine principale formées d'une alternance de rhamnose
(1 a 4 %) et d'acide galacturonique. Les Rhamnogalacturonanes de type 1 et de type 2 présentent
de plus des ramifications pouvant contenir des sucres rares (Fig. 6). Chez les dicotylédones, on

trouve aussi des xylogalacturonanes qui contiennent du xylose dans leur structure.
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Figure 6 :  Structure schématique des trois principaux polysaccharides de la paroi d’aprés

(Palin et Geitmann, 2012). Kdo...Dha....

Les homogalacturonanes représentent environ 60 % des polymeres pectiques de la paroi
primaire. Ils peuvent étre méthylestérifiés en C-6 ou O-acétylés en O-2 et O-3. (Fry et al., 1993).
Lorsque le taux de métylestérification est ¢élevé on parle d’homogalacturonanes dans les
pectines, ou d’acide homogalacturonique dans les acides pectiques. Les chaines non
métylestérifiées, comportent une grande proportion de résidus galacturonates chargés et peuvent

se complexer aux ions Ca?* pour former des gels polysaccharidique au sein de la paroi.

Les rhamnogalacturonanes | principalement présentes dans la paroi primaire (Ermel et al., 2000)
sont des pectines dont le squelette est formé de la répétition d’un dimére le a-L-Rhamnose-(1-
4)-a-D-galacturonate. Les résidus rhamnosyl et galacturonyl peuvent étre substitués par des

arabinanes, des galactanes et des arabinogalactanes de type 1.

Les rhamnogalacturonanes II sont constitués d’une chaine latérale formée d’environ 9 résidus de
a-(1-4)-D-galacturonate sur laquelle viennent se fixer quatre chaines latérales complexes
(O’Neill et al., 2004). Le rhamnose est peu abondant et n’est présent que dans les chalnes

latérales.

111.2.2. Protéines

Les protéines pariétales sont des composants essentiels de la paroi. Elles possédent des
caractéristiques physicochimiques qui leur permettent d’interagir avec les polysaccharides. On

distingue donc des protéines labiles, faiblement liées ou fortement liées (Jamet et al., 2006). La
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fonction de ces protéines permet de les regrouper en deux grandes catégories : les enzymes et les
protéines de structure.

111.2.2.1. Enzymes

La paroi cellulaire contient de nombreuses enzymes qui lui conferent des propriétés dynamiques
telles que la plasticité ou 1’extensibilité (Crosgrove, 1999). Une approche fonctionnelle permet

de distinguer plusieurs groupes de protéines.

Les enzymes agissant sur les polysaccharides qui regroupent les hydrolases de glycosides, les

estérases et lyases de carbohydrates. Elles interviennent dans le remodelage des polysaccharides.
Les oxydo-réductases qui renferment les peroxydases impliquées dans 1’élongation cellulaire.

Les protéases qui interviennent dans le métabolisme des protéines pariétales et la libération des

signaux peptidiques (Albenne et al., 2009).
111.2.2.2. Protéines structurales

La nature des acides aminés qui entre dans la constitution des protéines de structure permet de
les regrouper en trois principales classes : Les protéines riches en glycine (GRPs), les extensines

et les protéines riches en hydroxyproline/proline (HPRPS).

les protéines riches en glycine. Les protéines riches en glycine forment une famille de

protéines composées de la répétition d’un motif Glycine-X ou X peut étre soit Alanine, Serine,
Valine, Tyrosine, Phenyl alanine, Glutamine, Histidine. Ces protéines sont constituees de plus
de 60 % de glycine (Moussavi et Hotta, 2005). La séquence peptidique de ces protéines est trés
variable d’une espeéce végétale a une autre. Les GRPs s’exprimeraient de manicre spécifique
dans les cellules et sont majoritairement localiseées dans le tissu vasculaire (Ringli et al., 2001).
Elles ne sont pas présentent dans toutes les parois cellulaires et conferent des propriétés

spécifiques a celles qui la contiennent (Ringli et al., 2001).

les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HPRGPs). Les HPRGPs sont des protéines O-

glycosylées (Cassab, 1998) qui sont sous la forme insoluble dans 1’apoplasme et soluble dans le
symplasme. L’insolubilisation de ces molécules est provoquée par le stress et concoure a
renforcer la paroi cellulaire dans le but de contribuer a la défense de la plante (Deepak et al.,
2010). Cette super famille des glycoprotéines est caractérisée par une séquence répétitive (Pro-
Hyp-Val-Tyr-Lys), qui peut varier d’une famille a une autre. On en distingue trois grandes

classes : les proteines riches en proline, 1égerement glycosylées; les extensines, modérément
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glycosylées et les AGPs, hyperglycosylées. Cependant, il existe aussi des HPRGPs hybrides et

chimériques (Showalter et al., 2010).

Les protéines riches en proline (PRPs). Les PRPs sont des protéines comportant autant de

proline que d’hydroxyproline. Elles sont riches en lysine, ce qui leur confére un caracteére
basique et leur teneur en tyrosine relativement élevée leur permet d’assurer des liaisons di-
tyrosine (Brady et al., 1998). Ces protéines s’expriment préférentiellement dans certains organes

tels que les racines, ou I’albumen (Showalter et al., 2010).

Les extensines. Ce sont des glycoprotéines qui se distinguent par la séquence de leurs acides

aminés riches en tyrosine, proline, valine, sérine, histidine et lysine, avec en moyenne une
proportion de proline de plus de 50 %. Ce sont des protéines basiques de par leur richesse en
lysine qui sont capables d’interagir avec les groupements acides des pectines. La répétition des
séquences Ser-(Pro), (n>3) et Tyr-Lys-Tyr détermine leur structure quaternaire. Elles favorisent
les liaisons intra et intermoléculaires. Gréace aux différentes interactions dont elles sont capables,
ces protéines participeraient a régulation de la croissance cellulaire (Hierl et al., 2012).

Les AGPs. C’est la sous famille la plus importante des HPRGPs caractérisées par une richesse
en hyroxyproline, proline, alanine, sérine et thréonine. Elles comportent des motifs
dipeptidiques caractéristiques, Hyp-Ala, Hyp-Ser, Hyp-Thr, Pro-Val, Pro-Gly, Pro-Thr. Les
AGPs sont solubles dans 1’eau et sont de nature acide. Ces molécules qui sont au centre de notre

étude sont présentées dans la partie suivante.
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V. LES ARABINOGALACTANES

PROTEINES

Les AGPs sont des protéoglycanes constituées majoritairement de polysaccharides liés de facon

covalente a la fraction protéique minoritaire.

IVV.1. Structure des AGPs

Ces molécules complexes et trés hétérogenes (Showalter et al., 2010) ont une structure chimique
pas complétement ¢élucidée. Elles sont constituées d’un noyau polypeptidique, qui représente de
1 a 10 % de la masse moléculaire (Clarke et al, 1979), sur lequel vient se fixer la partie
polysaccharidique (Fig. 7).

{PDI}? eptides _‘ Arabinogalactanes

J olysaccharides
ll -* T 4 b — —
(2" I . = -’Zlﬁ_ - H ?
= R 1 I S
.T-._ i His H
ll.- = — | -
i1 * 1 J.l 0 H
Ll ~ e T B HN
T <. T
.1;. T |l= 4+ Arsbinosides
L [ =
T’id? i ‘;-_ =___..- Lien d’oligosacchandes
" I LY
A I y  Ancre GPI
& A R W o |
IR
® rha
o NI
® Hw AL

Membrane plasmique

Figure 7 :  Structure des arabinogalactane protéines. (Rumyntseva, 2005)
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IV.1.1. Structure de la partie protéique

La partie protéique des AGPs est constituée en majorité de cing acides aminés: alanine, glycine,
thréonine, sérine et hydroxyproline/proline, qui représentent 80 % des acides aminés totaux de la
protéine. La composition en acides aminés des AGPs a permis de les diviser en deux grands
groupes: classiques et non classiques (Nothnagel, 1997, Schultz, 2000). L’analyse
bioinformatique, grace au programme BIO OHIO sur la base du protéome et du génome
d’Arabidospsis thaliana, a permis une nouvelle classification des AGPs qui vient compléter
celle proposee par Schultz et al. (2002). 85 AGPs ont été identifiées et regroupées en 6 classes
(Fig. 8) : les AGPs classiques (22), les AGPs riche en Lys (3), les AGPs a domaine flascicline
(21), les AG peptides (16), les AGPs chimériques (6) et les AGPs a plastocyanine (17).

Corps protéique des AGPs déglycosylées AGPs natives
Classical AGPs (22) i i’% Z §¥ ii
[ se] AGP G AP Mvvw

Classical AGPs with lysine-rich domain (3)

[sp] AGP H m

Fasciclin-like AGPs (FLAs; 21)

A

Arabinogalactan (AG) peptides(16)

Non-classical AGPs

DEC e

anchor addition sequence

Signal Peptide Glycosylphosphatidylinositol Arabinogalactan protein domain

Lys-rich domain E Asn-rich domain Fasciclin domain

Figure 8 :  Structure schématique des différentes classes d’AGPs déglycosylées et natives chez Arabidopsis
thaliana (Schultz et al., 2002 ;Schowalter et al., 2010)

Des analyses bioinformatiques similaires a celles réalisées chez Arabidopsis ont permis
d’identifier 69 AGPs chez le riz dont 13 AGPs classiques, 3 AGPs non classiques, 13 AGPs
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ENDOL (early nodulin-like), 27 AGPs a domaine flascicline, 15 AG peptides, et 8 AGPs
NSLTP-like (non-specific lipid transfer protein-like) (Ma et Zhao, 2010).

Les AGPs classiques possédent une partie N-terminale hydrophobe, une partie centrale riche en
alanine, glycine, sérine, thréonine, hydroxyproline/proline, lieu de la O-glycosylation, et une
partie C-terminale également hydrophobe constituant une hélice. Elle est impliquée dans

I’addition d’une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI).

Les AGPs non classiques different des AGPs classiques par la composition du corps protéique
constitué de plusieurs motifs riches en cystéine, aspartate, lysine, hydroxyproline/proline et par
I’absence d’une extrémité C-terminale hydrophobe. Elles ont en commun la présence d’un
peptide signal a I’extrémité N-terminal, mais ne sont pas susceptibles d’avoir une ancre GPI
(Schowalter et al., 2001).

Les AGPs riches en lysine sont des sous classes d’AGPs classiques qui comportent dans leur
partie centrale une région riche en lysine d’environ 12 acides aminés (Gilson et al., 2001). Trois
AGPs riches en lysine ont été identifiées chez Arabidospsis. C’est le groupe d’AGPs le plus
étudié chez Arabidospis : AtAGP17 (Gaspar et al., 2004), AtAGP18 (Zhang et al., 2011),
AtAGPs 19 (Yang et al., 2011). Des AGPs homologues ont été identifiées chez d’autres plantes

telles que la tomate, le tabac et le concombre.

Les AGPs a domaine fascicline sont une sous classe des AGPs présentant toutes les
caractéristiques des AGPs classiques. Elles possedent en plus un domaine fascicline. Ce
domaine est caractérisé chez A. thaliana par deux séquences conservées et la présence des

résidus leucine et isoleucine aux alentours du domaine fascicline (Johnson et al., 2003).

Les AG peptides sont des AGPs de petite taille (10 a 13 acides aminés) (Schultz et al., 2004),

riches en proline et qui possedent toutes les caractéristiques des AGPs classiques.

IV.1.2. Structure de la partie glucidique

La partie polysaccharidique de ces glycoprotéines, représentant 90 a 98% de la masse
moléculaire. Elle est fixée a la partie peptidique par des liaisons covalentes. Elle est constituée
en majorité de résidus galactose et arabinose et accessoirement de rhamnose, de mannose, de
xylose, de glucose, de glucosamine, d’acide glucuronique, et d’acide D-galacturonique
(Nothnagel, 1997; Showalter, 2001). Bien les AGPs soient généralement uniquement O-

glycosylées, il en existe qui possede a la fois une O- et une N-glycosylation.

27



Les AGPs sont O-glycosylés sur I’hydroxyproline (Schultz et al., 2000) par un nombre variable
de chaines d’AG de type II a I’origine de I’hétérogénéité des masses moléculaires observées.
Les chaines d’arabinogalactanes ne sont ajoutées que lorsque les résidus d’hydroxyproline sont
non contigus et inversement les arabinosyles sont ajoutés uniquement sur des résidus contigus

d’hydroxyproline (Kieliszewski et Shpak, 2001).
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IVV.2. Maturation des AGPs

Les AGPs subissent aprés la traduction, des modifications importantes qui définissent leur

structure et leurs fonctions (Fig. 10).
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Figure 10 :  Synthese et maturation des AGPs (Ellis et al. 2010). ER.réticulum endoplasmique ; Golgi, appareil de
Golgi

IV.2.1. L’hydroxylation de la proline

Les résidus prolines sont hydroxylés dans le réticulum endoplasmique (Fig.10) par une enzyme
tétramérique, la propyl-4-hydroxylase pour former 1’hydroxyproline. Cette hydroxylation est
essentielle pour les glycosylations futures. Elle concerne plus de 80 % de residus proline
(Kieliszeski et al. 1994; Sommer-Knudsen et al., 1998). Les residus hydroxyprolines associés
aux acides aminés alanine, proline, valine, sérine sont préférentiellement associés a un
arabinose, alors que les autres sont O-glycosylés par un galactose pour former les
arabinogalactanes des AGPs (Kieliszewski and Lamport, 1994; Kieliszewski et al., 1995; Tan et
al., 2003).
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IV.2.2. La glycosylation

L’étude de la biosynthése des protéoglycanes des mammiferes et les travaux de Strasser et al.
(2007) et Qu et al. (2008) montrent que les arabinogalactanes (AGs) des AGPs sont synthétisés
par les glycosyltransférases (GT) de type Il, localisées dans le réticulum endoplasmique et
I’appareil de Golgi. Ce sont les GT qui possédent une activité 1,3-p-galactosyltransférase
(Egelund et al., 2010). La O-glycosylation de 1’hydroxyproline se déroule de deux maniéres
distinctes: 1’arabinosylation et la galactosylation. L’arabinosylation, qui est propre a toutes les
glycoprotéines riches en hydroxyproline, consiste en la substitution d’une courte chaine (1 a 4

résidus) linéaire et neutre d’homo-oligosaccharides d’arabinose.

La galactosylation résulte d’un ajout d’une longue chaine hétéro polysaccharidique
d’arabinogalactanes. La O-galactosyltransférase, enzyme d’initiation de la biosynthese des AGs,
fixe le premier résidu galactose au résidu hydroxyproline de l’ossature protéique. Elle est

localisée dans le réticulum endoplasmique (Oka et al., 2010).

IV.2.3. L’ancrage GPI

Ce processus fait partie de 1’é¢tape de la maturation des AGPs. La partie non protéique se
complexe au résidu peptidique. Les glycosylphosphatidylinositol ont une structure de base
commune EtNP-6Manal-2Manal-6Manal-4GlcNal-6 myo inositol —phospholipides, qui est
conservée chez toutes les espéces (Kinoshita et al., 2008; Orlean et Menon, 2007). Il existe une
variabilité dans les chaines latérales et les fragments lipidiques d'ancres GPI liée a la nature des
protéines et a 1’espece. L’addition de cette ancre est possible grice a I’existence de trois
domaines: un domaine de 3 acides aminés aliphatiques consécutifs nommeés respectivement w,
w1, w+2, suivi d’une courte région basique le «spacer» de 4 a 8 acides aminés et d’un domaine
C-terminal hydrophobe constitué de 14 a 18 acides aminés. Le site de d’ancrage a lieu sur le

domaine w.

IV.3. Analyse et caractérisation des AGPs

La complexité de structure des AGPs rend leur analyse difficile. Pour étudier la fonction et la

localisation de ces molécules, des outils expérimentaux spécifiques sont utilisés.
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IV.3.1. Sondes d’analyse

Le réactif de Yariv. L’étude des AGPs a été rendue possible grace a la synthése du réactif de

Yariv (Yariv, 1962). Il existe plusieurs réactif de yariv encore appelé glycosyl Yariv. On

distingue le a-D galactosyl Yariv, le f-D mannosyl et o -D mannosyl Yarivet le B-D glucosyl

Yariv. Seul le B-D glucosyl Yariv posséde la capacité de se lier spécifiquement aux AGPs pour

former un complexe rouge- orange. Les interactions Yariv-AGPs restent encore mal connues.

Les anticorps. De nombreux anticorps dirigés contre certains épitopes des AGPs sont

commercialisés. Ils peuvent étre polyclonaux ou monoclonaux et réagissent soit avec la partie

glucidique soit avec la partie protéique (Tableau 1).

Tableau 1 : Quelques anticorps dirigés contre les AGPs.

Anticorps  [Fraction Epitopes Auteurs

LM2 Glucidique  [Résidu B-D glucoronopyranosyl Smallwood et al., 1996

JIM 4 et JIMGlucidique B-D-Glcp-(1-3)-a-D-GalpA-(1-2)-L-Rha Yates et al., 1996 ;

13 Pennell et al., 1989

MAC207  (Glucidique B-D-Glcp-(1-3)-a-D-GalpA-(1-2)-L-Rha  desYates et al., 1996 ;
AGPs membranaires

CCRC-M7 |Glucidique (1-6)-p-D-Galactane arabinosylé Steffan et al., 1995

JIM 14 Glucidique - Knox et al., 1991

JIM 8 Glucidique | Pennell et al., 1991

Anticorps  |protéique PAPAPSKGKVKGKKGKKHNA Gao et al., 1999

PAP

LeAGP1 Protéique Résidu de 15 acides aminés riches en Lys Gao et al., 1999

AtAGP 17 |Protéique PALTKKKKKTKKHKTAP Gaspar et al., 2001

IV.3.2. Techniques d’analyses

Plusieurs techniques sont utilisées pour analyser les AGPs. Les techniques de biologie cellulaire

et de biochimie, les techniques moléculaires et génétiques, la bio informatique, (Tan et al.,

2012).
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Des techniques histologique et biochimique permettent de détecter les AGPs. Elles sont
localisées dans les tissus et cellules végétales a 1’aide du réactif de B-glucosyl-Yariv et avec des
anticorps par marquages, immunofluorescent ou a I’or. Les AGPs détectées sont quantifiees
dans les extraits tissulaires a 1’aide du réactif de B-glucosyl-Yariv. Ce réactif de Yariv, et les
anticorps monoclonaux, se lient a 50 & 100 AGPs différentes et fournissent ainsi une vue globale

sur leur distribution, leur localisation et leur fonction éventuelle.

La bio informatique a révolutionné 1’étude des AGPs et permet avec la génomique une analyse
plus fine et une classification plus précise des AGPs (Showalter et al., 2010, Ma et Zhao, 2010).

La purification des AGPs individuelles restent toutefois une difficulté non résolue.

IV.4. Lieu d’expression

Les AGPs sont présentes chez toutes les espéces végétales (Nothnangel, 1997; Fincher, 1983).
Leur localisation est cependant difficile a établir du fait de leur grande solubilité (Showalter,
1993). Au niveau des organes on les trouve a la fois dans les racines, les tiges, les feuilles et les
embryons (Van Hengel et Roberts, 2003); elles sont aussi présentes dans les grains de pollen et
le tube pollinique (Coimbra et al., 2009), la partie florale (Acosta-Garcia et Vielle-Calzada,
2004.), le xyleme (Motose et al., 2004) et le style (Gane et al., 1995). Au niveau cellulaire, on
les retrouve dans la membrane plasmique, la paroi et I’espace intercellulaire (Nothnagel, 1997;
Knox et al., 1991). On les détecte également dans I’espace intracellulaire, dans les vésicules et
les vacuoles (Hermann et Lamb, 1992; Schindler et al., 1995). L’utilisation de I’hydroxyproline
marquée dans les suspensions cellulaires de Phaseolus vulgaris a permis de mesurer au bout de
5 min une radioactivité dans les AGPs sécrétées dans le milieu de culture (Van holst et al.,
1981). Ces essais ont ¢galement montré que la demi vie des AGPs est d’environ 15 min d’ou
I’intérét de leur stockage dans les vésicules et la vacuole (Hermann et Lamb, 1992; Pennell et

al., 1992).

IVV.5. Mode d’action

Le mécanisme d'action des AGPS est encore mal connu, principalement en raison des difficultés
posées par les chaines saccharidiques complexes. Cependant, la structure complexe de la
fraction saccharidique indique une fonction dans la signalisation. Les AGPs possedent un large

éventail d'informations biochimiques et seraient vraisemblablement impliquées dans les
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interactions avec d'autres molécules de la surface cellulaire (Schultz et al., 1998). Les AGPs
peuvent interagir avec les pectines et avec les glucosides flavonol produits dans les plantes.

De nombreuses hypothéses ont été faites sur le mode d’action des AGPs et cinq modeles

(Fig.11) ont été proposes par Showalter (2001).
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Figure 11 : Modélisation du mécanisme d’action des AGPs (Showalter, 2001 ; Hijazi, 2011).

(A) Les AGPs liberent sous 1’action des enzymes, des oligosaccharides et des monosaccharides
activateurs des récepteurs membranaires. 1l a été montré que les résidus N-acetylglucosamine,
libérés sous 1’action de la chitinase, participent a I’initiation de I’embryogenése somatique chez

la carotte (Van Hengel et al., 2001).

(B) Les AGPs agissent sur les récepteurs de la membrane plasmique. Ce modele correspond a
celui décrit par Zhang et al., (2011) pour expliquer le fonctionnement de 1’AtAGP18 chez
Arabidopsis thaliana dans la signalisation cellulaire qui controle la croissance et le

développement de la plante.

De facon directe, les AGPs se lient aux récepteurs impliqués dans les signaux de

transduction

De fagon indirecte, les AGPs se lient a des ligands divers et les transferent a des
récepteurs spécifiques. C’est le cas de I’héparine (glycoprotéine sulfatée) chez les animaux qui
piége les FGF (Fribroblast Growth Factors) pour les transférer a leurs récepteurs (Schlessinger
etal., 1995).
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(C) Les AGPs assurent la communication intercellulaire. Les AGPS peuvent se lier a des
récepteurs des cellules voisines sans contact entre cellules. Elles agiraient par des perturbations
de la membrane et I’ouverture des canaux calciques (Baldwin et al., 1993). Toutefois, la

capacité de transduction du signal n’est pas bien établie.

(D) Les AGPs sont acteurs de I’adhésion des cellules nécessaires a la croissance et au

développement

(E) Les AGP-GPIs sont la cible de plusieurs systemes enzymatiques tels que les phospholipases
C ou D, dont I’action libére des phosphatidyl inositols, des céramides connus comme messagers

intercellulaires (Munnik et al., 1998).

IV.6. Importance socio économique des AGPs

Les AGPs ont été mis en evidence pour la premiére fois dans la gomme arabique. Elles sont
utilisées dans le domaine industriel comme émulsifiants, adhésifs et stabilisateurs de 1’eau. Les
AGPs du méléze et de la gomme arabique (exsudat des Acacia) sont les plus commercialisées
(Showalter, 2001).

Les AGPs et les AG de type Il ont également un potentiel médical. Elles stimulent le systeme
immunitaire chez les animaux (Showalter, 2001; Pettolino, 2006). Dans le domaine
pharmaceutique elles sont utilisées comme absorbant de graisse, dans le traitement du diabéte, et

dans I’enrobage des médicaments (Ozaki et Kitamura, 2005; Malainine, 2007).

IV.7. Fonction biologique des AGPs

Les AGPs sont présentes dans tout le regne végétal (Clarke et al., 1979; Fincher et al., 1983). La
persistance de ces protéines au cours de I’évolution est une preuve de leur importance chez les
végétaux. Certaines AGPs sont spécifiques a un tissu, un organe ou un stade de développement
(Schinder et al., 1995). Elles sont impliquées dans les processus de croissance, de
développement et d’adaptation tels que: la formation des racines (Knox et al., 1989 ; 1992), la
division cellulaire (Serpe et Nothnagel, 1994); la croissance du tube pollinique (Mollet et al.,
2002); I’expansion cellulaire (Lee et al., 2005) ; la différenciation cellulaire (Motose et al.,
2001) et la mort cellulaire programmée des cellules (Gao et al., 1999). Ces protéoglycanes
participent également a 1’épaississement de la paroi secondaire (Gao et al., 2000; Chavez et al.,
2008; Lafarguette et al., 2004), a la tolérance au sel (Lamport et al., 2006) et a 1’auto
incompatibilité pollinique (Lee et al., 2008; Hannock et al., 2005); il faut ajouter la
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différenciation du xyleme (Motose et al., 2004), la plasticité de la paroi cellulaire (Lamport et
al., 2006) et ’embryogenése somatique (Windels, 2005 ; Poon et al., 2012). Un nouveau role
dans les interactions root-microbes a été mis en évidence dans le contréle de I'infection précoce
des racines de Pissum sativum et Brassica napus (Cannesan et al., 2012) . L’apport exogéne des
AGPs dans le milieu de culture augmente le potentiel embryogene des suspensions cellulaires,
(Kreuger et al., 1995; Toonen et al., 1997).

IVV.8. Implication des AGPs au cours de I’embryogenése

Les AGPs sont des protéoglycans utilisées dans 1’amélioration de la production d’embryons
somatiques chez la carotte, le cyclamen ou le choux blanc (Kreuger et al., 1995; Toonen et al.,
1997, Yuan et al., 2012). Une concentration de 15 pg/ml d’AGPs augmenterait de 40 fois la
production d’embryons somatiques des souches mutantes non embryogenes de carotte (Van
Hengel et al., 2001). Si les AGPs favorisent I’embryogenése somatique, leur implication dans

I’embryogenése zygotique a été démontrée.

L’étude des AGPs chez Nicotiana tabacum L., et Arabidopsis thaliana a mis en évidence leur
implication dans la division cellulaire aux stades précoces de 1’embryogenése zygotique (Qin et
Zhao, 2006, Hu et al., 2006, Yu et Zhao, 2012). Elles seraient également impliquées dans la
différenciation des embryons aux derniers stades de développement des embryons zygotiques
(Samaj et al., 2005). Leur role dans la reproduction sexuée des plantes est bien établi. La
dégradation des AGPs maternelles survient apreés la fécondation, tandis que la cellularisation de

I’albumen conduit a une nouvelle série d’AGPs (Van Hengel et al., 2002).

Ces protéines O-glycosylées ont été révélées comme marqueurs du potentiel embryogéne
cellulaire. Les AGPs sont détectés dans la matrice extracellulaire des cellules embryogenes
(Samaj et al., 2008). Elles sont présentes dans les tissus embryogénes et absentes dans les tissus
non embryogeéenes (Portillo et al., 2012). La purification des AGPs de ces tissus met en évidence
la différence sur le plan biochimique des AGPs des tissus embryogénes et non embryogenes.
Chez le coton, la fraction hydrophobe des AGPs des cals embryogénes activerait
I’embryogenese somatique contrairement aux AGPs des cals non embryogenes. L’expression
des AGPs est régulée au cours du développement des embryons (Lucau-daniella et al., 2010,
Pan et al., 2011).
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\/. PROBLEMATIQUE

L’embryogenése somatique est une technique de multiplication végétative qui permet d’obtenir
de nombreux embryons identiques a la plante mére a partir d’un tissu non sexuel. Chez le
cacaoyer elle permet d’assurer la production des clones pour contourner les problémes liés a
I’allogamie et a la dichogamie de la plante. Les embryons somatiques germent en plantes
entiéres avec une racine pivotante qu’on n’obtient pas par bouturage. Plusieurs travaux de
recherches ont été réalisés dans le but d’améliorer, et de maitriser, cette technique chez cette
espece. Cependant, le développement des embryons somatiques reste toujours fonction du

génotype et leur conversion en plante serait dépendante de facteurs endogenes.

Les phénomenes de dédifférenciation et de redifférenciation, donnant lieu a la formation des
embryons somatiques, sont accompagnés de profondes modifications de la paroi. La paroi
occupe donc une place de premicre importance dans I’organisation embryonnaire. Elle intervient
dans la mise en place de la polarité, indispensable a la configuration initiale de 1’embryon
(Baluska et al., 1997). La paroi primaire, présente dans les embryons, est constituée non
seulement de polysaccharides et de protéines mais aussi de glycoprotéines dont les
arabinogalactanes protéines (AGPs). Les AGPs, détectées chez de nombreuses especes
veégétales, assureraient un réle dans la croissance et le développement. Des travaux meneés, en
particulier, chez la carotte (Van Hengel et al., 2002), la chicorée (Chapman et al., 2000) et le
choux blanc (Yang et al., 2012) montrent que certaines types d’AGPs pourraient induire ou
favoriser le développement des embryons somatiques.

Chez le cacaoyer, aucune analyse d’AGPs n’avait encore fait I’objet de publication au départ de
cette étude. C’est une des raisons pour laquelle 1’analyse de ces macromolécules, constitutives
des embryons, a été entreprise. Le but étant d’identifier les AGPs qui pourraient favoriser le
développement des embryons chez cette espece. Une perspective a plus long terme est celle de
pouvoir utiliser ces molécules pour maximiser la production d’embryons somatiques chez toutes

les variétés de cacaoyers cultiveées.
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V1. OBJECTIFS

L’objectif poursuivi dans le cadre de cette thése est établi sur la base d’une approche
fondamentale pour soutenir une approche appliquée. Il s’agit de définir I’implication des AGPs
dans le développement des embryons de cacaoyer afin de promouvoir 1’amélioration de la

production des embryons somatiques de cette plante.

Dans une premiére partie, nous nous sommes proposes de définir les critéres permettant de
prélever et de comparer les embryons zygotiques et somatiques. L’identification des stades sera
réalisée a 1’aide des critéres morphologiques et les différences seront étudiées sur le plan

histologique et protéomique.

Dans une seconde partie, nous avons décidé d’étudier I’évolution du glycoprotéome du patron

d’expression des AGPs au cours de 1'embryogenése de T. cacao pour le clone SNK 630.

Dans une troisiéme partie nous avons voulu identifier et purifier les AGPs a 1’aide du B-D-
glucosyl Yariv puis les séparer par chromatographie a haute performance. La polarité et la
masse moléculaire seront utilisées comme critéres de séparation pour analyser les différentes
fractions d’AGPs.

Enfin nous avons envisagé de mettre au point une technique de détection des AGPs apres
chromatographie afin de suivre leur évolution au cours du développement dans les embryons

zygotiques et somatiques.
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PARTIE B. MATERIEL ET
METHODES






|. MATERIEL BIOLOGIQUE

Le matériel végétal utilisé est prélevé au Cameroun sur des cacaoyers du champ expérimental de
I’Institut de Recherche Agricole pour le Développement (IRAD) de Yaoundé (NKkolbisson).
Trois génotypes différents de cacaoyer sont choisis en fonction de leur degré d’embryogénie

observé au cours des travaux préliminaires au laboratoire.

Sca 6, tres embryogene, appartenant au groupe des Forastero, est un génotype a haut rendement
(Pang, 2006), sensible a la pourriture brune.

SNK 630, génotype embryogene, fait partie du groupe des Trinitario, il est tolérant a la

pourriture brune.

ICS 60 de la famille des Trinitario est trés peu embryogéne. C’est un génotype sensible a la
pourriture brune.

Figure 12 :  Fleurs et fruits du cacaoyer (Theobroma cacao) Boutons floraux (A). Fleur ouverte du génotype SNK
630 présentant les staminodes (s) et les pétales (p) (B). Cabosses et chérelles (cabosses juvéniles) du
génotype ICS 60 (C). Trait = 1cm.
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Les cabosses de ces différents génotypes sont prélevées a différents stades de développement
pour I’é¢tude de ’embryogenése zygotique (Fig. 12 C). Les boutons floraux immatures (Fig. 12

A) sont prélevés sur les mémes pieds de cacaoyer pour initier I’embryogenése somatique.

II. CONDITIONS DE

PRELEVEMENT ET DE CULTURE

I1.1. Obtention des embryons zygotiques et de I’albumen

Les embryons zygotiques et 1’albumen sont prélevés séparément aprés la récolte des cabosses.
Les chérelles (cabosses juvéniles) et les cabosses sont disséquées a 1’aide d’un couteau et les
feves a I’aide d’une lame de scalpel, sous une loupe. Le matériel destiné a 1’analyse biochimique
est stocké a -80°C et celui destiné a 1’analyse histologique est maintenu a 4°C avant d’étre

introduits dans la solution de fixation.

I1.2. Production des embryons somatiques

La production des embryons somatiques se fait en utilisant des techniques classiques
(Maximova et al., 2002; Minyaka et al., 2008; Niemenak et al., 2008).

I1.2.1. Embryons somatiques primaires

Les cultures d’embryons somatiques sont initiées a partir de boutons floraux immatures de
cacaoyers des différents clones, récoltés avant le lever du soleil, car le lever du soleil favorise
les fissures parfois invisibles et les contaminations. Les boutons floraux de taille moyenne (2 a 3
mm) sont prélevés et transportés dans des tubes contenant de 1’eau a 4°C. Ces boutons floraux
récoltés sont lavés a I’eau stérile. Ils sont ensuite aseptisés par immersion dans une solution
d’hypochlorite de calcium a 1 % (p/v) pendant 20 min, puis, sont rincés a I’eau distillée stérile 3

fois avant d’étre disséqués sous une hotte a flux laminaire. Les staminodes et la base des pétales

41



(Fig. 12 B) sont isolés et mis en culture sur le milieu d’induction de cals PCG (Primary Callus
Growth Medium, annexe 1). Apres 14 jours, les cultures sont transférées sur le second milieu, le
milieu de développement des cals (Secondary Callus Growth Medium, annexe 1). Les embryons
obtenus sont ensuite placés sur un troisieme milieu aprés 14 jours, le milieu de développement
(Embryo Developpement Medium). Le renouvellement du milieu s’effectue alors tous les 21
jours pendant 8 mois. Les embryons formés sont des embryons primaires, qui sont prélevés en

fonction de leur stade de développement, selon les critéres que nous avons définis.
11.2.2.  Embryons somatiques secondaires sur milieu solide

Les cotylédons d’embryons somatiques primaires, suffisamment développés et ayant accumulés
des anthocyanes, sont utilisés comme explants pour la production d’embryons secondaires. Les
cotylédons sont finement sectionnés (4mm?) et placés sur le milieu SCG 2 (annexe 1), décrit par
Maximova et al. (2002). Les cals formés au bout de deux semaines sont transférés sur un milieu
de développement des embryons (ED) et ce milieu est changé toutes les 3 semaines. Les
embryons formés sont prélevés suivant le méme principe que les embryons somatiques

primaires.

11.2.3. Embryons somatiques secondaires sur milieu liquide

La croissance de ces embryons est assurée par un dispositif d’immersion temporaire qui est
constitué par le RITA (Récipient d’Immersion Temporaire Automatique). Il s’agit d’un récipient
(Fig. 13 A) contenant une cloche, protégeant le milieu de culture, associée, par un cylindre
central, a un panier assurant le passage de 1’air. Les cals sont posé€s sur un tamis placé dans le

panier (Fig. 13 A).

Le flux d’air envoy¢ par une pompe a travers un tuyau qui la relie au récipient, refoule le milieu
qui remonte de part et d’autre de la cloche et immerge les cals en traversant les mailles du panier
et du tamis. L’automatisme du systeme est assuré par un minuteur programmable qui fait
fonctionner la pompe pendant 1min toutes les six heures. Ce dispositif est utilisé pour accroitre
le facteur de multiplication des embryons somatiques secondaires. Les cals ayant séjourné trois
semaines sur le milieu ED solide sont transférés dans le RITA contenant du milieu ED liquide
(Fig. 13 B). Les cultures sont immergées (Fig. 13 C) pendant 1 min, toutes les 6 heures, et le
milieu est renouvelé toutes les 3 semaines. Le milieu prélevé lors du transfert est filtré, puis
stocké a -20°C. Les embryons sont prélevés en fonction de leurs stades de développement, et
stockés a -80°C.
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Figure 13 :  Description du récipient d’immersion temporaire automatique. Le RITA est constitué d’une cloche
(A2) qui protege le milieu (M), d’un panier dans lequel sont déposés les cals et d’un couvercle (Al) ;

sous la pression de I’air le milieu remonte dans le panier et les cals sont immergés (Cl).

I1l. SYNTHESE DU

B-D-GLUCOSYL YARIV

La synthése du réactif de Yariv, 1,3,5-tris-(4-B-D-Glucopyranosyloxyphénylazo)-2,4,6-
trihydroxy-benzéne, s’effectue en cinq étapes suivant le protocole de Basile et Ganjian (2004).
Elle debute par la préparation de la solution A entre 0 et 4°C. L’acide chlorhydrique 0,5 M (9
mL) est ajouté & 1,5 10 mol de 4-aminophényl B-D-glucopyranoside (Sigma) sous agitation
jusqu’a dissolution compléte. La solution B, correspondant a 1,5 10 mol de NaNO, (Sigma)
dans 5 mL d’eau ultra pure, est mise a refroidir a 4°C. Elle est ensuite ajoutée a la solution A
pendant 5 min a 4°C. A la fin de la réaction, une solution claire de sel, le diazonium-phényl-p-
D-glucoside, est obtenue. La solution C est alors préparée a 1’aide de 0,375 mmol de
phloroglucinol (Sigma) dans 25 mL d’eau ultra pure, et refroidie dans de la glace. Enfin, la
solution C est ajoutée goutte a goutte au mélange (A+B) a 4°C. Le mélange obtenu, orangé, est
laissé 30 min a 4°C, avant de laisser remonter la température en contrélant le pH de la solution.
Ce dernier est ajusté a 9 en ajoutant goutte a goutte une solution de NaOH 0,5 M. Aprés
stabilisation du pH a 9, le B-glucosyl Yariv est précipité la nuit dans I’éthanol absolu a 4°C, puis

filtré sur fritté.
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V. EXTRACTION ET

PURIFICATION DES AGPS

IV.1. Extraction des protéines

Une mise au point a été effectuée sur la technique de broyage et sur le tampon d’extraction et les
résultats sont utilisés pour I’extraction des AGPs. Le matériel biologique, 500 mg, est broyé
dans I’azote liquide, puis repris 500 ul de tampon HEPES [ HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 150
mM, Acide ascorbique 300 mM, B-mercaptoéthanol 2% (v/v), Triton X 100 0,8% (v/v)]. Apres
30 min d’incubation a -20°C, le mélange obtenu est centrifugé, pendant 10 min, a 4°C, et a 14

000g. Le surnageant constitue alors I’extrait brut, qui est stocké a -20°C.

IVV.2. Extraction et purification des AGPs

Les AGPs sont extraites suivant le protocole de Schultz et al. (2000). Cing grammes de matiére
fraiche sont finement broyés dans 1’azote liquide, puis repris dans 5 mL de tampon d’extraction
[Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 EDTA 10 mM, B-mercaptoéthanol 0,1% (v/v), Triton X-100
0,1%(v/v)]. Apres 3 heures d’incubation a 4°C, le culot est séparé du surnageant par
centrifugation a 14 000g, pendant 10 min. Les AGPs sont alors précipitées par 5 volumes
d’éthanol absolu, pendant une nuit, a 4°C. Le mélange est centrifugé pendant 10 min a 14000g,
le culot ainsi obtenu est mis en suspension dans 5 mL de Tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8,0. La
solution est centrifugée a 14000g, pendant 10 min, a 4°C. Le culot obtenu est re-suspendu, puis
centrifugé comme décrit précédemment. Les surnageants sont additionnés, congelés et
Iyophilisés. Le lyophilisat est repris dans 1ml de NaCl 1% (p/v) et additionné a un volume égal
d’une solution de B-glucosyl Yariv préparée a 2 mg.mL™ dans du NaCl 1%. Aprés 24 h & 4°C,
les AGPs non complexées sont séparées par centrifugation pendant 1h, a 14000g. Le complexe
insoluble AGPs/B-glucosyl Yariv est lavé trois fois avec du NaCl 1% et deux fois avec du
méthanol pour enlever I’exces de Yariv. Le précipité est ensuite séché et dissous dans 250 puL de

diméthyl sulfoxide (DMSO) qui permet de solubiliser les AGPs. Une pincée de dithionite de
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sodium solide est ajoutée ainsi que 1ml d’eau ultra pure. Le mélange est vortexé jusqu’a

I’obtention d’un mélange jaune clair qui est dessalé sur colonne de sephadex G 25.

V. ANALYSES HISTOLOGIQUES

V.1. Protocoles de Fixation-Inclusion

V.1.1. Fixation-Inclusion dans le LRW (London Resin White)

Les échantillons prélevés sont fixés dans une solution préparée extemporanément (Tampon
phosphate 50 mM pH 7,2, paraformaldéhyde 2%, caféine 1%, glutaraldéhyde 1%). Cette
solution permet d’immobiliser les molécules in situ pour préserver la structure des tissus. La
fixation a 1’obscurité dure 1 nuit a 4°C. La fixation est suivie de 6 lavages de 10 min chacun
dans le tampon phosphate 50 mM pH 7,2 contenant 7,5% de saccharose. La déshydratation se
fait dans des bains d’éthanol de concentration croissante (10%, 30%, 50%, 70%, 90%, 2X
100%) de 20 min chacun. Immédiatement apres, les échantillons sont imprégnés dans la résine
LR White Medium (No 18181TED PELLA. INC., USA), selon le protocole suivant :

ler et 2éme bains de 30 min a 4°C: 33% LR White dans 1’éthanol absolu
3éme et 4éme bains de 20 min a 4°C: 66% LR White dans de 1’éthanol absolu.
5éme, 6eme bains de 2 x 1 h et un 7éme de 1 nuit a 4°C: 100% LR White.

Les embryons sont ensuite introduits dans des gélules contenant de la résine pure, et la

polymérisation se déroule en étuve, a 56°C pendant 24 h.

V.1.2. Fixation-inclusion dans la paraffine

Les embryons prélevés sont fixés dans une solution de PBS 0,01 M pH 7,4 contenant du
paraformaldéhyde a 2%, plus de la caféine a 1% et du glutaraldéhyde a1%. La fixation est suivie
de six lavages successifs dans le PBS 0,01 M pH 7,4. La déshydratation des échantillons se fait

progressivement dans des bains d’éthanol de concentration croissante (10%, 30%, 50%, 70%,
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90%, 2X 100%) d’une heure chacun. Cette étape est suivie de 3 bains de 3h dans I’isopropanol
puis de 3 bains dans un mélange paraffine/isopropanol 1/3 (v/v), puis 1/1 (v/v), puis 2/1 (v/v), et
enfin par 3 bains dans la paraffine pure (Histowax) de 4 h chacun. Les échantillons sont ensuite

inclus dans des moules et placés a 4°C pour la polymérisation.

V.2. Obtention des sections semi-fines et ultra-fines des

échantillons

V.2.1. Section du matériel inclus en LRWhite

Les coupes semi-fines (1-2 um) et ultra-fines (50-100 nm) sont réalisées a I’ultra-microtome
(Om U3, Reichert, Autriche) a partir des gélules contenant les échantillons inclus. Les coupes
semi-fines sont recueillies dans de 1’eau ultra pure puis déposées et séchées sur des lames avant
coloration. Les coupes ultra-fines, étalées par des vapeurs de toluene, sont prélevées sur des
grilles d’or équipées d’une membrane de Parlodion (Ted Pella, INC., Ref 01810G-F), puis
immédiatement stockées a 1’abri de I’humidité et de dépdt de poussieres. Elles permettront
I’observation ultrastructurale des échantillons et des réactions d’immuno-marquage au

Microscope Electronique a Transmission (MET).

V.2.2. Section du matériel inclus en Paraffine

Les coupes de 15 a 20 um d’épaisseur sont réalisées au microtome (Thermoscientific, Shandon
Finesse 325). Les coupes recueillies dans de I’eau milli Q a 50°C sont prélevées sur des lames
SuperFrost ultra plus (Thermo scientific). Elles sont mises a sécher a 1’air libre, puis incubées a

45°C pendant la nuit, avant les colorations ou les réactions d’immuno-marquage.

V.3. Double coloration des glucides et des protéines au PAS-
Naphtol

V.3.1. Principe de la double coloration PAS-Naphtol

La coloration a I’acide périodique et au Schiff (Periodic Acid Schiff) met en évidence les
glucides, qu’ils soient neutres ou a fonction acide. Un agent oxydant, I’acide périodique, rompt
les liaisons entre deux carbones de certains groupements chimiques et fait apparaitre des

aldéhydes qui forment avec le réactif de Schiff un produit de condensation de couleur rose
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fuschia. Le naphtol-bleu-black (4-amino-5-hydroxy-3-[(4-nitrophenyl)azo]-6-(phenylazo)-2,7-
Naphthalene disulfonic acid, disodium salt) colore en bleu les protéines. C’est un colorant
diazoique caractériseé par la présence de deux groupements azoiques, reliant les noyaux

benzéniques, qui donnent a ce colorant une trés grande stabilité.
V.3.2. Coloration PAS-Naphtol

Les coupes de paraffine sont tout d’abord déparaffinées dans du xyléne. Puis, elles sont
réhydratées et incubées dans le périodate de sodium a 0,8% pendant 5 min. Cette étape de
démasquage est suivie de plusieurs ringages a I’eau courante et a 1’eau distillée. Les coupes sont
ensuite colorées pendant 20 min au réactif de Schiff. Ce réactif est obtenu en ajoutant 1g de
fuschine basique a 1g de métabisulfite de sodium dans 60 mL d’acide chlorhydrique 0,1 M,
mélange ramené a 200 mL avec de 1’eau ultra pure. Les coupes traitées par ce réactif sont a
nouveau rincées plusieurs fois a I’eau ultra pure puis colorées pendant 2 min au bleu naphtol (1g
de Naphtol Blue Black dans 7 mL d’acide acétique, complété a 100 mL avec de 1’eau ultra
pure). Apres ringage dans I’acide acétique a 7% et a 1’eau (Fisher, 1968), ces coupes sont
réhydratées, séchées a Iair libre et montées entre lames et lamelles grace a I’eukitt (Fisher), puis

observées au microscope optique.

V.4. Observation microscopique de fluorescence

Les coupes déparaffinées et réhydratées sont soumises a des réactions d’immunomarquage avec
une révélation en fluorescence. Aprés ces réactions, elles sont montées entre lame et lamelles
dans du glycérol/PBS (v/v). Elles sont observées au microscope a fluorescence (DM4000 B,
Leica Microsystems, France) couplé a une caméra pour ’acquisition des images (DFC300FX,

Leica Microsystems, France).

V.5. Microscopie électronique a transmission (MET)

Les grilles or membranées portant les coupes apres les réactions d’immuno-marquage sont
contrastées a I’acétate d’uranyle a 7% dans I’eau pendant 6 min afin d’obtenir une meilleure
résolution lors de 1’observation des coupes. L’analyse et 1’acquisition des images ont été
effectuées a 1’aide d’un microscope électronique a transmission. Ce travail a été réalisé avec le

Jeol 1010, sous 80 Kv, au service d’imagerie (Image Up) de I’Université de Poitiers.
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V1. DOSAGES BIOCHIMIQUES

VI.1. Dosage des protéines solubles

VI.1.1. Principe

Les protéines sont dosees suivant la méthode de Bradford (1976), sensible (seuil de détection 2-
5 ug de protéines) et rapide. C’est un dosage colorimétrique, basé sur le changement
d'absorbance, se manifestant par le changement de la couleur du bleu de Coomassie apres
liaison (complexation) avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et
phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines. Le bleu

de Coomassie réagit avec 1’arginine et, dans une moindre mesure, avec 1’histidine et la lysine.

VI1.1.2. Dosage colorimetrique

Dans des microtubes, le mélange suivant est réalisé: 795 uL d’eau distillée, 5 puL d’extrait
protéique et 200 uL de réactif de Bradford (Biorad). Le mélange est homogénéiseé, puis laissé 15
minutes a température ambiante. La densité optique est lue au spectrophotomeétre a 595 nm. Une
gamme étalon est réalisée a partir d’albumine sérique bovine (BSA) a 100 pg/mL pour des

quantités de protéines comprises entre 0 et 15ug.
VI1.2. Dosage des AGPs par immuno-électrophoreése

VI1.2.1. Principe

L’immuno-électrophorése en fusée en présence du réactif de Yariv est, une méthode d’immuno-
diffusion simple, rapide et reproductible, qui permet la détermination de la concentration en
AGPs dans un échantillon. Elle consiste a faire migrer une solution d’AGPs, dont on veut
déterminer la concentration, dans un gel contenant le réactif de Yariv. Au cours de la migration,
les AGPs interagissent avec le B-D glucosyl Yariv soluble pour former un complexe qui se
dépose dans le gel. La surface de précipitation est d’autant plus allongée que la quantité d'AGPs

déposée dans le puits est observée.
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VI1.2.2. Electrophorese en fusée

L’¢lectrophorese en fusée est réalisée selon le protocole décrit par Ding et Zhu, (1997). Un gel
d’l mm d’épaisseur contenant 1 % d’agarose et 15 pg mL™ de B-D-glucosyl de Yariv est
préparé. Une gamme étalon est réalisée a partir de la gomme arabique d’acacia (Sigma); 0;
0,125; 0,25; 0,5; 1 mg.mL'l. Huit pL d’extraits dans chaque puits du gel. La migration
s’effectue dans un tampon Tris-Glycine (50 mM a pH 8,4, pendant 12 h & (13V.cm™). Le gel est
ensuite rinceé dans du NaCl a 2 % avant acquisition de I’image. La hauteur des roquettes formées

permet de déterminer la quantité d’AGPs déposée.

VII. ANALYSES

CHROMATOGRAPHIQUES

Les AGPs isolés a I’aide du B-D-glucosyl de Yariv sont purifiées et fractionnées a 1’aide de

différentes chromatographies.

VI1I.1. Chromatographie d’exclusion Séphadex G25

Il s’agit d’un support utilisé en chromatographie d’exclusion pour dessaler les échantillons. Un
volume de 10 mL de gel Séphadex est coulé dans une colonne de 1 cm de diametre. Il est
équilibré avec de I’eau ultra pure a un débit de 10 mL par heure. La chromatographie est ensuite

exécutée a ce méme débit.

V11.2. Chromatographie liquide a haute performance en phase

inverse

C’est une chromatographie qui permet de séparer les composés en fonction de leur polarité. Le
chromatographe (Shimazu Lab solution C2 10449) est couplé a un détecteur UV-visible a
barrettes diode. La colonne protonsyl C-8, 5 um (250 x 4,6 mm) est équilibrée dans de I’eau

49



ultra pure avec du TFA & 1% (solvant A) & un débit de 1 mL.min™ & température ambiante. Ce
solvant A est filtré¢ a 0,22 pm avant utilisation. Un volume de 20 pL d’une solution d’AGPs
purifiées d’embryons de cacaoyer, repris dans du TFA a 1% est centrifugé, puis injecté. La
séparation est réalisée avec 100% du solvant A, pendant 30 min, puis de 30 a 35 min, on
augmente jusqu’a 30% d’acétonitrile, TFA 1% (solvant B) et enfin de 36 a 40 min, il augmente
jusqu’a 100% d’acétonitrile, TFA 1%.

V11.3. Chromatographie d’exclusion stérique a haute

performance

La chromatographie d’exclusion stérique (CES) a haute performance permet de séparer les
molécules organiques natives en fonction de leur taille. Le protocole suivi a été décrit par
Frglund et al. (1996), Gorner et al. (2003), Simon et al. (2009), Bourven et al. (2012). Le
chromatographe est composé d’un injecteur d’échantillons automatique, de pompes haute
pression, d’une phase stationnaire comportant deux colonnes d’exclusion stérique (Bio sec 3,
300 A° et 100 A°) et deux détecteurs en série. Il s’agit d’un détecteur UV-visible a barrettes de
diode (L-7455 Merck HITACHI) et un détecteur de fluorescence (L-7485 Merck HITACHI) de
marque lachrom. La phase mobile est constituée de tampon phosphate de sodium 50 mM, a pH
7,0. Avant utilisation, la phase mobile est filtrée a 0,22 um avec des filtres en nitrate de
cellulose, puis dégazee sous vide pendant 20 min. Les echantillons lyophilisés sont dissous dans
1 mL d’eau ultra pure puis filtrés sur membrane de cellulose de 0,22 um juste avant 1’analyse.

Le volume d’injection est de 100 pL.

La calibration des colonnes CES est réalisée d’une part par les protéines et d’autres part par les
polysaccharides, qui sont les molécules constitutives des AGPs. L’étalon protéique est constitué
de Tyroglobulin 670 kDa (Sigma), Ferritine 440 kDa; Immunoglobuline G de sérum humain
155 kDa; Albumine de sérum bovin 69 kDa; Ovalbumine 45 kDa; Ribonucléase a 13,7 kDa;
cytochrome C 13 kDa; Glucagon 3,7 kDa: TRH 0,3 kDa et tyrosine 0,18 kDa. Le volume de
perméation total est défini par Dinjection de NaN3 ou NaNOs (0,6g.L™). L’étalon
polysaccharidique est constitué de Dextran sulfate 500 kDa, Dextran 70 kDa et Dextran 50 kDa

tous de Sigma.
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VIl1.4. Chromatographie Liquide-Gaz

La chromatographie en phase gazeuse est une chromatographie qui permet la séparation et
I’identification d’un mélange complexe de composé€s gazeux ou susceptibles d’étre vaporis€s
sans décomposition par triméthylsilylation. L’obtention de méthylglycosides triméthylsilylés,
passe par une méthanolyse suivie d’une pertriméthylsilylation, a partir des monosaccharides
constituant 1’échantillon étudié, selon la méthode de Kamerling et al. (1975), modifiée par

Montreuil et al. (1986).

L’inositol (20 pg) est ajouté comme standard interne dans 1’échantillon qui est congelé puis
lyophilisé. L’échantillon anhydre est directement méthanolysé avec 1 mL de MeOH/HCl 1 M
(Instant methanolic HCI, Sigma), 24 h a 80°C dans un tube d’hydrolyse SVL (Pyrex). Il est
ensuite séché a I’azote anhydre, puis repris par ImL de MeOH anhydre avant d’étre délipidé par
3 lavages successifs a I’heptane (v/v). Aprés un nouveau séchage a I’azote anhydre, sont ajoutés
100 pL du réactif suivant: BSTFA (Bis-SilylTriFluoroAcétamide) a 1%, additionné de TMCS
(TriMéthylChloroSilane, GRACE) et de 100 pL de pyridine pour I’étape de triméthylsilylation.
Le mélange réactionnel est alors placé a 28°C, pendant 2 h. Les échantillons sont conservé a -
20°C avant I’analyse en CLG.

Les dérivés TMS (1 pL) sont analysés en CLG munie d’une colonne capillaire CP Sil 5 CB
(0,32 mm w 50 m, 11 um; Chrompack). Les dérivés séparés et volatilisés dans la colonne sont
détectés par ionisation de flamme (FID); le gaz vecteur est I’azote sous pression de 0,45 bar. Les
aires des dérivés triméthylsylilés sont intégrées et servent a établir la composition glycosidique
relative de 1’échantillon dérivé. L attribution des pics est réalisée par comparaison aux temps de
rétention des monosaccharides standards. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage

relatif par rapport a I’ensemble des monosaccharides détectés.
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VI, ANALYSES

ELECTROPHORETIQUES

VI11.1.Electrophorése unidimensionnelle sur gel de

polyacrylamide

L’¢électrophorése est la séparation des molécules chargées sous 1’effet d’un courant électrique.
Les protéines sont séparées uniquement en fonction de leur taille sur un gel de polyacrylamide

dénaturant contenant du sodium dodécyl sulfate (SDS).
VIIL1.1. Principe

Les protéines sont dénaturées a 95°C en présence d’un exces de détergent, le SDS, et d’un agent
réducteur le B-mercaptoéthanol. Le SDS détruit les structures secondaire, tertiaire et quaternaire
des protéines pour former une chaine linéaire. Le squelette polypeptidique étant globalement
hydrophobe fixe la partie apolaire et hydrophobe du SDS, ainsi la protéine est recouverte de la
charge négative conférée par la partie polaire hydrophile de la molécule de SDS, tandis que le -
mercaptoéthanol contribue a la dénaturation en réduisant les ponts disulfures, afin d’assurer la
méme densité de charges pour les unités peptidiques comportant des ponts disulfures. Les
protéines présentent ainsi une charge négative uniforme et la séparation s’effectue donc

uniquement selon le critere taille.

VIIIL1.2. Préparation des échantillons

Les échantillons (5 pg ou 15 pg de protéines pour une coloration a I’argent ou au bleu de
coomassie) sont repris avec du tampon de charge (tris(hydroxyméthyl) aminométhane 50 mM;
SDS 2%; glycérol 10%; Bleu de bromophénol 0,1%; B mercaptoéthanol 1% (v/v)). Ils sont
portés a ébullition pendant 5min, puis refroidis aussitot dans la glace avant d’étre déposés dans

les puits du gel.
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VIIIL1.3. Séparation

La séparation est effectuée sur des gels a 8 %, 10 % ou a gradient de 8 a 16% de polyacrylamide
(BiorRad). La migration se fait a 12,5 mA pendant 15 min, puis a 25 mA pendant 30 min par gel
dans un tampon Tris-glycine SDS 0,5% (Laemmli, 1970).

V111.2.Coloration des protéines a I’argent

La coloration a I’argent est basée sur la réduction de I’ion argent par le groupe —SH des
protéines (Blum et al., 1987). Elle permet de détecter de 0,1 & 0,5 ng de protéines par bande.
Aprés une fixation de 3 h dans une solution d’éthanol 50%, avec de I’acide acétique 12%
(solution de fixation), il est rincé 3 fois pendant 20 min avec de 1’éthanol 50%. Il est alors placé
dans une solution de thiosulfate de sodium (0,0127%) pendant une minute, avant d’étre rincé
avec de I’eau ultra pure 3 fois 30 s. L’imprégnation a 1’argent est effectuée par une solution de
nitrate d’argent a 0,2%, formaldéhyde a 0,03%, pendant 20 min. Le gel est & nouveau rincé
briévement a 1’eau ultra pure avant que la révélation des protéines ne soit réalisée a 1’aide d’une
solution contenant 0,0004% de thiosulfate de sodium, 6% de carbonate de sodium et 0,02% de
formaldéhyde. La coloration est arrétée par un transfert du gel dans de I’eau ultra pure, avant
d’étre fixée par la solution de fixation pendant 10 min. Le gel est conservé dans I’éthanol 50%,

puis séché entre deux feuilles de cellophane (Biorad).

VI11.3.Coloration des protéines et des AGPs au bleu de Coomassie

couplé au Yariv

VIIIL.3.1. Principe

Le bleu de Coomassie se lie aux acides aminés basiques et aromatiques. C’est une coloration
trés peu sensible qui nécessite un dép6t de 15 pg de protéines environ par puit. Le réactif de

Yariv (B-Glucosyl Yariv) a la capacité de former un précipité rouge brique en présence d’ AGPs.
VI1I1.3.2. Coloration

Aprés la migration, le gel est lavé, par 3 bains de 10 min chacun, avec a 1’eau ultra pure, puis
coloré pendant 1 h au bleu de Coomassie (Page blue protein staining) de Fermentas. Il est

ensuite décoloré a 1’eau puis incubé toute la nuit, sous agitation dans une solution de Yariv a
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0,3% dans du NaCl a 1% (Maurer et al., 2010). Le gel est décoloré dans une solution de NaCl a

1% puis numérisé.
VI11.4.Coloration des protéoglycanes au bleu alcian

VIiIil.4.1. Principe

Le bleu alcian est un colorant de phtalocyanine a base de cuivre. C’est un colorant polyvalent
basique qui établit des liaisons électrostatiques avec des polyanions comportant des radicaux
carboxyliques (-COQ") et sulfuriques (-SO3) a pH 2,5 ou uniquement sulfurique a pH 1. Ce
colorant permet d’identifier les protéoglycanes acides a pH 2,5 et les protéoglycanes sulfatés a
pH 1 (Tobisawa et al., 2010).

VIlIl.4.2. Protocole de coloration

Le gel est transféré apres la migration a 30°C dans une solution d’acide trichloroacétique a 0,5%
pour la fixation des protéines. Il est ensuite lavé par 2 fois de 2 min chacune dans la solution
d’acide acétique a 5% (solution I), puis 20 min dans une solution d’oxydation (acide périodique
a 1%). Il est ensuite soumis a deux lavages d’une min avec la solution I et deux lavages de 2 min
a ’eau ultra pure et, enfin, 12 min dans une solution de réduction (métabisulfite de sodium
0,5%). Le gel est alors placé a 50°C avant d’étre lavé, par 2 fois de 2 min chacune, dans de I’eau
ultra pure et 2 fois de 2 min dans une solution Il de lavage (éthanol 25%, acide acétique 10%). 1l
est ensuite coloré pendant 15 min avec du bleu alcian (a 0,125% préparé dans solution II). Enfin,
le gel est décoloré 1, 3 et 5 min dans la solution I, puis 2 et 4 min dans la solution 11l de lavage
(10% éthanol, 5% acide acétique).

VII1.5.Coloration des glycoprotéines a I’acide périodique de
Schiff (PAS)

VIS, Principe de coloration au réactif de Schiff

Cette coloration est le résultat de deux réactions chimiques qui sont dues a 1’action de 1’acide
périodique et du réactif de Schiff. L’acide périodique (HIO4.2H,0) permet 1’oxydation des

groupements glycols (CHOH-CHOH) car il est capable de rompre les liaisons entre deux
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carbones. 1l y a alors formation de groupes aldéhydes (HC=0) sur lesquels se fixera le réactif de
Schiff, donnant ainsi une coloration rouge pourpre (Fairbanks et al., 1971).

VIII.5.2. Protocole de coloration

Apres 1’¢électrophorése, le gel est directement placé dans une solution de fixation constituée
d’acide acétique 10% et d’isopropanol 25%, pendant 2 h. Aprés 3 lavages de 30 s, le gel est
placé 2 h dans une solution d’oxydation (acide périodique 1% et acide acétique 3%). Il est
ensuite lavé par 3 fois de 30 min chacune, puis incubé toute la nuit dans le réactif de Schiff.
L’exceés de coloration est enlevé grace a une solution réductrice de méta bisulfite de sodium

0,5%. Le gel est numérisé puis séche.

I X. ANALYSES IMMUNOLOGIQUES

IX.1. Western blot

Apres électrophoreése, les protéines sont transférées sur membrane de PVDF (Roche Diagnostics
GmbH) (Burnette, 1981). Le transfert se réalise en conditions «semi-sec», selon la méthode
sandwich dans le tampon de transfert (Tris 25 mM, Glycine 192 mM, méthanol 20%, SDS
0,01%) sous une intensit¢ de 200 mA pendant 1 h. Un contrdle d’efficacité du transfert
électrophorétique est réalisé par une coloration réversible des protéines au Rouge Ponceau a
0,05% dans 1’acide acétique a 1%. La décoloration des protéines est obtenue par ringage a I’eau

distillée.
1X.2. Dot blot

C’est une technique qui permet de rechercher la présence de certains épitopes d’AGPs par
immuno détection avec des anticorps spécifiques. Trois microlitres de solution sont déposés sur
une membrane de nitrocellulose (Pall Life science BIO TraceTM NT). La membrane est séchée

a I’air libre et directement utilisée pour la saturation des sites de protéines.
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IX.3. Immuno marquage des AGPs sur membrane

Les membranes sur lesquelles sont transferées ou déposées les protéines sont placées sous une
agitation douce, dans une solution de lait écrémé a 5% (w/v) dans du TBS-T, pendant 3 h. Les
sites d’interaction non spécifiques sont saturés au contact du lait écrémé. La membrane est
incubée pendant une nuit a 4°C avec I’anticorps primaire, a la concentration adéquate, dans une
solution contenant du TBS-T dans 1% de lait ecrémé. Puis, elle est rincée par trois fois de 15
min chacune dans du tampon TBS-T. Dans I’étape suivante la membrane est placée, pendant 1 h
et sous agitation, dans la solution de TBS-T dans 1% de lait écrémé a laquelle est ajouté
I’anticorps secondaire. Il s’agit d’un anti IgG de rat, associé¢ a la phosphatase alcaline, dilué au
1/10000°™, La membrane est & nouveau rincée 3 fois au TBS-T puis incubée dans la solution de
révélation 1-Step™ NBT/BCIP de thermo scientific.

Tableau 2 :  Anticorps anti AGPs, leur spécificité et leur dilution.

Anticorps Epitopes Sources Références Fournisseur  Dilution
LM 2 AGPs IgM de rat Smallwoold et Plantprobes  1/50
al., 1996
JIM 4 AGPs IgM de rat Knox et al., Carbosources 1/100
1989

IX.4. Immunomarquage des AGPs par or-colloidal et par

fluorescence

Les grilles en or portant les coupes d’échantillons sont placées pendant 45 min sur une solution
de blocage (PBS 1X pH 7,4, Tween 20 0,1%, BSA 2%) pour la saturation des sites de fixation
aspécifiques. Trois rincages dans le PBS 1X pH 7,4, Tween 20 0,1% de 10 min chacun sont
ensuite réalisés et suivis d’une incubation de 12 h en chambre humide avec I’anticorps primaire.
Aprés quatre lavages, dont un de 10 min par une solution de PBS 1X a pH 7,4, Tween 20 a
0,1%, et trois de 10 min chacun par une solution de PBS 1X a pH 7,4, Tween 20 a 0,5%, les
coupes sont incubées pendant 3 h avec I’anticorps secondaire. Apres plusieurs lavages (PBS pH
7,4, Tween 20 a 0,5%: 3 x 10 min ; eau ultra-pure: 2 x 10min) les coupes sont mises a sécher.

Elles sont observées au MET.
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Les coupes sont déparaffinées et réhydratées progressivement par des bains d’une minute
d’éthanol a 100%, puis d’éthanol a 95% dans du PBS, puis d’éthanol a 75% dans du PBS et
enfin dans le PBS. La saturation des sites de fixation aspécifique est realisée dans une solution
de blocage (PBS pH 7,4, BSA 2%), pendant 45min. Trois rincages dans la solution (PBS pH
7,4) de 10 min chacun sont suivis d’une incubation de 12h avec I’anticorps primaire JIM 8/ LM
14 dilué dans la solution de PBS pH 7,4, BSA 2%. Aprés un lavage de 10 min dans le PBS a pH
7,4, et trois lavages de 10 min chacun dans ce PBS a pH 7,4, les coupes sont incubées pendant 3
heures avec 1’anticorps secondaire couplé a un fluorochrome. Les lavages successifs, de 3 fois
10 min dans le PBS pH 7,4 et de 2 fois 10 min dans de 1’eau ultra pure permettent d’enlever
I’excédent d’anticorps. Les coupes sont incubées 5 min dans du bleu de toluidine a 0,1% dans
du PBS, puis lavees 3 fois de 10 min chacune dans du PBS filtré a 0,1 um. Les coupes sont
montées entre lame et lamelles dans une goutte de glycérol/PBS (v/v). Elles sont observées au

microscope a fluorescence couplé a une caméra d’acquisition d’images.

Deux types de controles sont réalisés. L’un pour lequel 1’anticorps primaire JIM 8§ est couplé a
un mauvais anticorps secondaire produit chez le méme animal. L’autre ou seul 1’anticorps

sceondaire est appliqué en absence d’anticorps primaire.

X. ANALYSES SPECTRO -

FLUORIMETRIQUES

X.1. Principe

La spectrofluorimétrie est une méthode, plus sensible que I’UV, qui permet d’analyser les
émissions de fluorescence des composés excités par des photons d’un faisceau lumineux UV. La

fluorescence propre a chaque composé permet de caractériser la substance analysée.
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X.2. Matrice d’excitation-émission fluorescence en 3 dimensions
(3D)

L’analyse des échantillons par spectrofluorimétrie 3D permet d’obtenir les spectres de
fluorescence de composés organiques par un balayage simultané d’une plage spectrale de

longueurs d’onde d’excitation (220 a 500 nm) et d’émission (250 a 550 nm).

Les AGPs préparées pour la chromatographie d’exclusion sont diluées dans la solution de la
phase mobile. Le spectre fluorescence 3D est réalise sur un spectro-fluorophotometre Shimadzu

RF-5301PC. Les données sont analysees grace au programme Panorama.

58






PARTIE C. RESULTATS

60






|. CARACTERISATION
MORPHOLOGIQUE, HISTOLOGIQUE
ET BIOCHIMIQUE DES STADES DE

DEVELOPPEMENT DES EMBRYONS

L’amélioration génétique des plantes nécessite la maitrise de techniques de propagation des
génotypes sélectionnés. Chez le cacaoyer, la multiplication des clones sélectionnées est rendue
possible grace a 1’embryogenese (De Silva et al., 2008). De ce fait, la production en masse
d’embryons somatiques a fait 1’objet de nombreuses études qui, tout en améliorant la technique,
n’ont pas permis d’en assurer sa maitrise (Li et al., 1998 ; Maximova et al., 2002 ; Minyaka et
al., 2008 ; Niemenak et al., 2008). Si cet état de fait existe pour d’autres plantes, certains auteurs
ont entrepris des analyses comparatives entre le développement embryonnaire zygotique et
somatique (Gorska-Koplinska et al., 2010 ; Lara-Chavez et al., 2012). Chez le cacaoyer,
Alemanno et al. (1997) ont comparé le développement morphologique, histologique et
physiologique des embryons zygotiques et somatiques. Si plus de 80% des embryons
somatiques présentent des malformations importantes, des différences physiologiques ont
¢galement été observées quant a I’accumulation des réserves amylacées et des réserves
protéiques. Les embryons somatiques sont moins riches en amidon et en protéines et beaucoup
plus riches en H,O que les embryons zygotiques. Dangou et al. (2002) ont mis en évidence
I’abondance de sulfate dans 1’albumen de cacaoyer a différents stades de développement. Plus
récemment, Emile et al. (2007) ont montré ’implication de la cystéine, du glutathion et de la
cystéine synthase au cours de I’embryogenése zygotique de T. cacao SNK 10, Sca 6. Ces
travaux ont conduit a I’amélioration des conditions de culture des embryons somatiques ou un
apport de sulfate améliore I’embryogenése somatique du cacaoyer (Minyaka et al., 2008 ). Dans
les travaux antérieurs, les embryons zygotiques ont été prélevés sur une base temporelle : le

nombre de jours aprés la pollinisation (Alemanno et al., 1997 ; Niemenak et al., 2012).
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Cependant, en étudiant I’embryogenése zygotique du cacaoyer, Emile et al. (2007) ont décrit la
présence d’embryons de stades de développement différents dans une méme cabosse.
L’utilisation du nombre de jours apres la pollinisation est donc un critére qui peut entrainer des
confusions a propos des stades de développement des embryons zygotiques. Au cours de I’étude
comparée de I’embryogenése zygotique et somatique, réalisée par Alemanno et al. (1997), les
stades de développement des embryons zygotiques n’ont pas pu trouver d’équivalent temporel
avec les embryons somatiques. Cette imprécision, quant a la qualification des stades de
développement embryonnaire du cacaoyer, est accentuée par 1’asynchronisme observée au cours
de I’embryogenese somatique (Maximova et al., 2002 ; Minyaka et al., 2008). Dans ces
conditions, les embryons zygotiques et somatiques sont difficilement comparables, alors qu’ils
présentent des caracteres morphologiques et physiologiques similaires (Dodeman et al., 1997 ;
Fras et al., 2008). En effet, plusieurs facteurs de transcription dont ABI3 et AGL12 s’expriment
a la fois au cours de I’embryogenése zygotique et somatique. De plus 1’expression des génes
LEA semblent similaire quelque soit le type d’embryogenése considérée (Ikeda et Kamada,

2005).

Afin de s’affranchir des problémes précités, nous avons souhaité normaliser, le plus
rigoureusement possible, le matériel biologique dont nous disposions pour cette étude. Pour ce
faire, nous proposons de qualifier 7 stades de développement des embryons zygotiques et
somatiques sur la base des critéres morphologiques qu’on retrouve aussi bien dans les embryons
zygotiques que dans les embryons somatiques : la forme et la taille de ’embryon, la taille et la
couleur et les cotylédons. Une analyse histologique a été réalisée dans le but de suivre
I’évolution des tissus en fonction des stades identifiés suivant les critéres morphologiques. Cette
caractérisation doit permettre a la fois d’homogénéiser le matériel biologique servant a 1’analyse

des AGPs tout en facilitant les analyses comparatives.

1.1. Caractérisation morphologique des embryons de cacaoyer

Les caracteres morphologiques de forme, de couleur, et de taille sont utilises pour différencier
les stades de développement. Sept stades, notés I, 11, 111, IV, V, VI, VII sont identifiés aussi bien
pour les embryons zygotiques que somatiques. Les trois premiers stades correspondent aux
stades globulaire (I), cordiforme (I1) et torpille (IIT) de I’embryogenése au sens strict. Les stades

cotylédonaires de 1V a VII sont identifiés sur la base de la taille et de la couleur des cotylédons.

63



1.1.1.  Obtention et caractérisation morphologique des

embryons zygotiques

Seuls les embryons zygotiques du clone Sca 6 seront présentés dans cette partie. En effet, les 2
autres clones utilisés dans ce travail n’ont pas présent¢ de différences morphologiques
significativement a celles du clone Sca 6. Les embryons zygotiques ont été collectés au
Cameroun a partir de cabosses de maturité différentes (Fig. 14A). Plusieurs cabosses sont
utilisées, chacune comportant entre 30 a 40 embryons. Des embryons de stades différents sont
retrouvés dans une méme cabosse. Les embryons proches du pédoncule présentent un stade de
développement plus avancé que ceux retrouvés a ’extrémité du fruit. La coupe transversale
d’une chérelle montre que la placentation est axillaire. La graine immature renferme, en plus de
I’albumen liquide, de 1’albumen cellularisé qui entoure 1’embryon. La cellularisation de ce tissu
nourricier évolue au cours du développement des embryons. L.’embryon dans les premiers stades

de son développement se situe dans la partie de la feve reliée au funicule.

Les embryons prélevés sont identifiés suivant des criteres précédemment définis. Du stade | au
stade Ill, la taille des embryons a isoler est telle que ces derniers ont été prélevés avec
I’ensemble des tissus devant conduire & la formation de la future graine. En effet, les embryons
du stade | font environ 15 um et sont contenus dans un nucelle de 1 mm de long (distance entre
micropyle et hile). Pour les embryons du stade 11, la taille du nucelle est de 3 mm et au stade Il
elle est de 8 mm. Pour les autres stades, I’embryon est suffisamment gros pour étre isolé
séparément du nucelle. La distinction des différents stades cotylédonaires (Figure 141V — VII)
est facilitée par la pigmentation et la taille des cotylédons. L’embryon au stade 1V (Fig.141V)
présente des cotylédons d’environ 1 a 4 mm de large sans plis, alors qu’au stade V (Fig. 14 V)
les cotylédons sont plus développés et présentent des plissements mais pas de pigmentation.
L’embryon au stade VI (Fig. 14 VI) est partiellement pigmenté au niveau des cotylédons. Le
stade VII (Fig. 14 VII) correspond au stade ou les embryons présentent une pigmentation
compléte et intense. Du stade IV au stade VII un embryon cotylédonaire croit en taille d’environ
11 mm et en masse de 500 mg chez Sca 6. Cependant, si les différences morphologiques
n’existent pas, la taille et la masse des tissus embryonnaires obtenus varient entre les différents

clones de cette étude : 13 mm et 600 mg chez SNK 630, 15 mm et 800 mg chez ICS 60.

Pour réaliser ’analyse comparée des embryons zygotiques et somatiques, les caractéres

identiques ont éte utilisés pour identifier les stades de développement des embryons somatiques.
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Cheérelle

Figure 14 :  Embryons zygotiques a différents stades de développement (I, II, 1I1, IV, V, VI, VII) prélevés dans
des cabosses de maturité différentes du clone Sca 6 (A). Embryons renfermés dans le tissus nucellaire
(I) stade globulaire, (1) stade cordiforme, (lIl) stade torpille; Embryons isolés IV-VII stades
cotylédonaires; c, cotylédon; n, nucelle; r, radicule; trait = 1 mm. Les cabosses ont été collectées au

Cameroun (cf matériel et méthodes).
1.1.2.  Production et caractérisation des embryons somatiques

Les embryons primaires sont obtenus a partir des staminodes (étamines stériles) et des cuculles
(base des pétales) tandis que les embryons secondaires sont obtenus a partir des fragments de
cotylédons des embryons primaires.

1.1.2.1. Les embryons somatiques primaires

Un mois apres I’initiation de la culture, I’explant évolue en cal blanchatre (Fig. 15A). Certains
de ces cals, placés sur un milieu sans hormones contenant 30 g/ml de saccharose et 2,94 g/l de
MgSO, supplémentaire, ont permis 1’induction de la formation d’embryons dits embryons
7éme 1éme

primaires. lls apparaissent dés la semaine aprés initiation pour le clone Sca 6, a la 1

semaine chez SNK 630 et a la 15°™ semaine chez ICS 60. Ces observations montrent que la
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formation d’embryons primaires du clone Sca 6 est précoce par rapport au clone SNK 630, par
opposition, le clone ICS 60 est tardif. Les embryons se développent sur les cals embryogénes de
maniere asynchrone, ainsi des embryons de formes et tailles différentes peuvent étre observés

sur le méme cal (Fig. 15B1 et B2) indépendamment du clone.

Figure 15: Développement des embryons primaire sur des cals. (A), cal blanchatre non embryogéne. (B) cal
embryogene (astérisque) portant des embryons : (B1) chez le clone ICS 60, (B2), chez le clone Sca 6;

trait =1 mm.

Les embryons sont préleves séparément. Les sept stades de développement, précédemment
définis, sont détaillés comme suit. Le stade | (Fig. 161) est caractérisé par sa forme globulaire et
mesure environ 800 um de diametre. Le stade Il (Fig. 1611), cordiforme, mesure environ 1,2 mm
de long tandis que le stade III (Fig. 16I1I) est d’environ 1,6 mm de long. Le stade IV (Fig. 161V)
est caractérisé par la présence de cotylédons peu développés et d’une taille réduite de 1’axe. Le
stade V (Fig. 16V) présente des cotylédons développés, non colorés, et un axe développé. Au
stade VI (Fig. 16VI) les embryons ont des cotylédons développés présentant un début de
pigmentation. Le stade VII (Fig. 16V1I), qui est le dernier stade considéré, est caractérisé par la
pigmentation des cotylédons, et un développement maximal des embryons. La particularité
morphologique des embryons somatiques primaires est marquée par le faible développement des
cotylédons par rapport a 1’axe. La taille de 1’axe est donc pris en compte pour différencier les
stades IV (axe < 5mm) et V (axe > 5Smm) présentant des cotylédons non pigmentés. Des
embryons primaires présentant des malformations, telles que la présence d’un ou de plusieurs

cotylédons sont observées.
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Afin d’obtenir des embryons sans formation tératologique et d’origine unicellulaire (Maximova
et al., 2002), nous avons initié la formation d’embryons somatiques secondaires, a partir des
cotyléedons des embryons somatiques primaires, au stade VII suivant le protocole décrit par
(Maximova et al., 2002).

Figure 16 : Embryons somatiques primaires de T. cacao clone Sca 6 a différents stades de développement. (1),
stade globulaire ; (I1), stade cordiforme ; (I11), stade torpille ; (IV-VII), stades cotylédonaires. C,

cotylédon; r, radicule; trait = Imm.
1.1.2.2.  Les embryons somatiques secondaires

Les fragments de cotylédons (Fig. 17B) de 4 mm? environ ont été mis en culture sur un milieu
enrichie en auxine (2,4 D) et en cytokine (BAP).

Aprésl4 jours de culture, un nouveau cal embryogéne apparait. Les embryons sont observés a la
4*™ semaine aprés la mise en culture (Fig. 17C). A ce stade, aucune différence clonale quant &
l'apparition des embryons n’est observable. Cependant, aprés 6 semaines de culture, le
pourcentage de cals embryogeénes différe en fonction des génotypes. Les valeurs sont 50 % pour
Sca 6, 41 % pour SNK 630 et 25 % pour ICS 60. L’effet du génotype n’est pas annulé par

I’embryogenese somatique secondaire.
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Figure 17 :  Processus d’embryogenése somatique secondaire de T. cacao clone SNK 630. A, Cotylédons

d’embryons primaires. B, Fragments de cotylédons. C, Cals portant des embryons, trait = 1 cm.

Afin d’améliorer la production massale d’embryons et d’analyser le milieu de culture ou les
embryons somatiques secondaires se développent, la production d’embryons est réalisée dans un
systéeme a immersion temporaire automatique. Les cals embryogenes, formeés aprés 4 semaines
de culture sur milieu solide, sont introduits dans le récipient & immersion temporaire
automatique (RITA). Les cultures immergées pendant 1 min toutes les 6 heures produisent des
embryons semblables, en tout point, aux embryons somatiques secondaires produits sur milieu
solide. Grace au RITA nous avons réussi a augmenter la masse d’embryons produits apres deux
mois de culture pour les différents génotypes: de 50 % pour le clone Sca 6 ; de 60 % pour SNK
630 et de 16 % pour le clone ICS 60 (Fig. 18).

Les embryons secondaires formés sont identifiés suivant les mémes critéres que les embryons
somatiques primaires. Le stade | présente une forme globulaire (Fig. 191) et mesure environ 250
um de diamétre. Le stade II en forme de cceur mesure environ 500 um (Fig. 1911). Le stade IlI,
stade torpille, qui atteint 1 a 2 mm est suivi par les stades cotylédonaires (Fig. 19111). Le stade
IV présente un axe de taille réduite d’environ 2 mm et des cotylédons non colorés (Fig. 191V).
Au stade V les cotylédons demeurent non colorés mais sont plus développés avec un axe
d’environ 5 mm. Au stade VI les cotylédons sont partiellement pigmentés, et au stade VII le
sont complétement (Fig. 19VI-VII). La taille de I’axe est de 7 mm au stade VI et reste inchangée
au stade VII. Ces embryons secondaires aux stades précoces (Fig. 19) ressemblent aux
embryons primaires (Fig. 16). En revanche, aux stades cotylédonaires ils présentent une forme
réguliére (Fig. 19 IV-VII) par rapport aux embryons somatiques primaires. De plus, la
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pigmentation des cotylédons est plus uniforme dans les embryons somatiques secondaires par

rapport aux embryons somatiques primaires.

18,00 -+
16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 -

B Milieu solide
800 - P

! = Milieu liquide
6,00 -

4,00 +

Masse d'embryons obtenus (g)

2,00 -

Sca 6 SNK 630 ICS 60

Figure 18 : Comparaison des biomasses embryogenes (g) produites par chacun des 3 génotypes (Sca 6, SNK 630,

ICS 60) aprés 2 mois de culture en milieu solide et grace au systéme d’immersion temporaire RITA.

Figure 19 : Embryons somatiques secondaires a différents stades de développement, I-VIlI du génotype SNK

630. C, cotylédon; r, radicule; s, suspenseur; trait = 1mm.
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1.2. Caractérisation histologique des embryons zygotiques et

somatiques de cacaoyer

Afin d’apporter d’autres ¢léments de caractérisation des différents stades embryogénes, nous
avons réalisé une analyse histologique des embryons. Cette approche nous permet de prendre en

compte 1’évolution histologique qui accompagne les modifications morphologiques sus citées.

1.2.1. Les embryons zygotiques

Les embryons zygotiques sont étudiés du stade IV au stade VII. Les coupes d’embryons isolés,
inclus dans la paraffine, sont observées au microscope optique aprés une coloration au
PAS/Naphtol. Le développement important des cotylédons des embryons zygotiques nous a
poussé a leur accorder une attention particuliére. Les cotylédons des embryons au stade IV sont
comparés aux cotylédons des embryons au stade VII. Rappelons que ces deux stades sont les
stades cotylédonaires extrémes caractérisés par l’absence (stade IV) et la présence de
pigmentation (stade VII). L’analyse histologique des fragments de cotylédons a ces deux stades
montrent une imprégnation plus intense du PAS/Naphtol au stade VII (Fig. 20B V1) par rapport
au stade IV (Fig. 20B 1V). Par ailleurs, on peut également observer dans ces cotylédons des
vesicules colorées qui sont plus abondantes au stade VII par rapport au stade 1V. Ces vésicules
sont également présentes dans les cotylédons au stade VI (Fig. 20). Cette différence montre qu’il
y a bien une évolution de la composition osidique des stades IV a VI et que ces stades different
par 1’organisation tissulaire des cotylédons (Fig. 20A IV et VII). En étudiant I’axe, nous nous
sommes intéressés a I’aspect général aux stades IV et VII, mais aussi a 1’évolution de certains
tissus tel que la zone méristématique apicale et le tissus vasculaire. Au stade 1V, on distingue
dans la coupe longitudinale de I’axe, un épiderme, une zone corticale, un tissu vasculaire et une
zone médullaire (Fig. 20 1V). Tous les tissus, mis en place au stade 1V, sont présents dans la

section partielle de I’axe au stade V (Fig. 20 V) et sont observables au stade VII.
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Figure 20 : Caractérisation histologique des embryons zygotiques de cacaoyer aux stades cotylédonaires 1V a
VII. IV A, axe du stade 1V; IV B cotylédon du stade IV ; V fragment de 1’axe d’un embryon au stade
V; VI, fragment d’un embryon au stade VI; VII A, axe d’un embryon au stade VII ; VII B, fragment
de cotylédon d’un embryons au stade VII; apc, apex caulinaire ; apr, apex racinaire ; ¢, cotylédon; co

cortex; m, tissu médullaire; v, tissu vasculaire; trait = 1 mm.
1.2.2.  Les cals embryogene et non embryogene

Les cals sont des amas de cellules dédifférenciées parmi lesquelles certaines se
redifférencieront. Les embryons somatiques apparaissent donc sur des cals qui sont dits
embryogenes (Fig. 21 A). Les cals qui ne portent aucun embryon au bout de 56 semaines de
culture peuvent étre considérés comme non embryogénes. Une analyse histologique de ces deux
types de cals vient compléter les observations montrant leurs différences de couleur. Les cals
embryogenes présentent une coloration violacée plus marquées au réactif de Schiff/Naphtol que
les cals non embryogenes. Les cals embryogénes, colorés en rose avec le réactif de Schiff, sont
plus riches en polysaccharides alors que les cals non embryogénes, colorés en bleu semblent
plus riches en protéines. Cependant, la coloration en rose dominante des parois des deux types
de cals par la fuschine basique confirme bien 1’abondance des composés polysaccharides. Le
potentiel embryogéne des cellules suggeérerait alors une modification des proportions relatives
de la fraction protéique par rapport a la fraction polysaccharidique au sein des cellules formant
le cal.
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Figure 21 : Mise en évidence de I’organisation tissulaire des cals embryogénes et non embryogénes. A-a, Cal
embryogene coloré au PAS/Naphtol; B-b, cal non embryogéne coloré au PAS/Naphtol ; A-B trait
noir = 200um, a-b trait blanc = 40um.

1.2.3. Les embryons somatiques

L’aspect morphologique a permis d’établir une différence entre les embryons somatiques
primaires et secondaires quant a la régularité de la forme et du nombre des cotylédons.
L’approche histologique vient appuyer cette différence en présentant les embryons somatiques
primaires moins réguliers que les embryons somatiques secondaires. Cette comparaison a été
réalisée sur les cing premiers stades de développement. Au stade | on retrouve dans les
embryons primaires (Fig. 22 1) et secondaires (Fig. 23 1), un ensemble uniforme de cellules
méristématiques. Au stade II, les cellules s’organisent pour passer de la symétrie radiale a la
symétrie bilatérale. Au stade torpille, 1’ébauche cotylédonaire apparait et le cortex est séparé de
la région médullaire par le tissu vasculaire qui se met en place. Des observations similaires ont
¢été faites sur les embryons zygotiques, démontrant que 1I’embryogenése somatique (primaire ou
secondaire) est un outil permettant de comprendre la mise en place des tissus embryogenes. Les
stades embryogenes précoces sont similaires que 1’on ait a faire a des embryons primaires (Fig.
22) ou a des embryons secondaires (Fig. 23). Les trois premiers stades sont les plus
conventionnels et correspondent bien aux stades embryonnaires sensu stricto. Ils sont décrits
chez de nombreuses autres espéces. Les stades cotylédonaires sur lesquels nous avons porté
notre attention présentent, par rapport aux stades précoces, un allongement de [’axe
embryonnaire. De prime abord, des différences entre les embryons somatiques primaires (Fig.

22 1V-V) et secondaires (Fig. 23 1V-V) sont observables. La structure génerale des embryons
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montre que ’axe et les cotylédons des embryons primaires ont une structure peu homogéne et
irreguliére. Les embryons secondaires présentent une structure plus homogeéne et plus réguliere,

aussi bien au niveau des cotylédons que de I’axe.

Figure 22 :  Sections longitudinales d’embryons somatiques primaires aux stades I a V. I, stade globulaire ; II,
stade cordiforme ; 11, stade torpille ; IV et V, stades cotylédonaires. c, cotylédon; co cortex; m, tissu

médullaire; v, tissu vasculaire; trait = 500 pm.

Figure 23 :  Sections longitudinales d’embryons somatiques secondaires aux stades I a V. I, stade globulaire ; II,
stade cordiforme ; Il1, stade torpille ; IV et V, stades cotylédonaires. ¢, cotylédon; co cortex; m, tissu

médullaire; v, tissu vasculaire trait = 500 um.

Cependant, les analyses morphologiques et histologiques ne nous ont pas permis de différencier

les trois génotypes utilisés dans notre étude qui présentent, pourtant, au cours de I’embryogenése
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somatique des réponses différenciées. C’est dans ce cadre que nous avons souhaité mettre en
place une étude biochimique pouvant étre capable de discriminer via un profil d’expression

difféerent, chacun des 3 génotypes de notre étude.

1.3. Caractérisation biochimique des embryons zygotiques et

somatiques de cacaoyer

L’absence de différences, a la fois morphologique et histologique, entre les embryons
somatiques et zygotiques pour les 3 génotypes Sca 6, SNK 630 et ICS 60 de cette étude nous a
conduit a rechercher un autre marqueur de caractérisation clonale au travers de 1’é¢tude du
protéome. Aprés une mis au point un micro-protocole d’extraction des protéines, une analyse

des profils d’expression de ces derniéres a été entreprise sur les 3 génotypes de cacaoyer.

1.3.1. Mise au point du protocole d’extraction des protéines

L’obtention d’un extrait protéique de qualité représente une étape importante de 1’analyse du
protéome (Gorg et al., 2000). La présence de polysaccharides et/ou de composés issus du
métabolisme secondaire, comme les composés phénoliques, peuvent perturber tout a la fois la
séparation et la révélation des protéines sur gels 1D et/ou 2D SDS-PAGE (Rose et al., 2004).
Les méthodes usuelles d’extractions des protéines totales sont la méthode TCA/acétone et la
méthode au phénol (Saravanan and Rose, 2004). Outre la technique d’extraction, il importait
également de pouvoir extraire des protéines a partir d’'une masse de matériel de départ réduite.

Dans cette étude, 4 méthodes différentes d’extraction des protéines ont été testées.
(A) Tampon d’extraction Tampon d’extraction
Acide trichloracétique (TCA) 10%,
-mercaptoéthanol 7 %
dans de I’acétone

Tampon de lavage Acétone
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(B) Tampon d’extraction Tampon HEPES 50 mM pH 7,4
NaCl 150 mM
Acide ascorbique 300 mM,

B mercaptoéthanol 2 %,

Triton X100 0,8 %
Tampon de lavage Acétone
© Tampon d’extraction Tampon phosphate 50 mM, pH 7,2

B-mercaptoéthanol 7 %
Tampon de lavage -
(D) Tampon d’extraction Tampon HEPES 50 mM pH 7,4
NaCl 150 mM
Acide ascorbique 300 mM
B mercaptoéthanol 2 %
Triton X100 0,8 %
Tampon de lavage -

La premiere méthode (A) permet d’extraire les protéines totales d’une cellule et/ou d’un tissu
(protéines membranaires et solubles) et permet donc d’avoir une image des protéines exprimées.
Par contre, cette méthode a I’inconvénient d’extraire, en plus des protéines, tous les polymeres
présents dans les cellules végétales. Le tampon d’extraction (C) ne permet d’extraire que les
protéines solubles, et donc qu’une faction du protéome. Enfin, les méthodes (B), et (D)
permettent d’extraire les protéines solubles et une fraction des protéines membranaires, libérée
de la bicouche phospholipidique par le Triton X100. Ces 2 dernieres méthodes différent alors de
par la derniere étape, soit la précipitation a acétone, visant a concentrer les protéines extraites
avant leurs utilisations. Ces 4 méthodes d’extraction ont été testées sur des embryons zygotiques
de cacaoyer du clone SNK 630 a partir 250 mg de matériel frais préalablement congelé a -80°C.
Aprés coloration au AgNOs, suivant la technique de Blum et al. (1989) modifiée, les profils
protéiques des 4 extraits montrent a la fois des richesses moléculaires différentes, mais
également des contaminations, probablement par des composés phénoliques (Fig. 24). Les

profils 1D-SDS-PAGE des protéines extraites au TCA/acétone sont peu discriminants, par la
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présence de composants interférant avec la migration. Certains auteurs suggérent, ainsi, la
réalisation de plusieurs séquences de lavage des protéines avec le mélange TCA/acétone afin de
nettoyer I’extrait des contaminants. La méthode (C) présente elle un profil plus complexe, mais
fortement enrichie en composés phénoliques, d’ou les trainées observées sur le gel (Fig. 24C).
Les composés phénoliques libérés de la vacuole au cours de l’extraction font partie des
molécules capables de perturber la migration électrophorétique. Les extraits protéiques réalisés
au cours de cette étude sont naturellement riches en molécules de défense comme les composés
phenoliques. En effet, ces molécules sont produites au cours du développement embryonnaire et
plus particulierement au cours de la différenciation des embryons somatiques en réponse au
stress induit par ce processus organogénétique, C’est le cas chez Phaseolus vulgaris, chez
Gossypium hirsutum L. (Kouakou et al., 2007) et chez Theobroma cacao (Alemanno et al.,
2003). L’utilisation d’anti-oxydants comme 1’acide ascorbique et le polyvinylpyrolidone (PVPP)
sont autant de pieges moléculaires permettant de réduire 1I’impact de ces composés a la fois sur
les rendements d’extraction et sur la qualité électrophorétique des profils protéiques 1D et/ou
2D.

(KDa) Sdt A B C D
200

116,3
97,4

66,2

45

Figure 24 :  Profil électrophorétique 1DSDS-PAGE de protéines extraites d'embryons zygotiques,du génotype
SNK 630 au stade VII, sans cotylédons . (A), Extraction au TCA/acétone et précipitation a I’acétone;
(B) Extraction au tampon HEPES puis précipitation a 1’acétone ; (C), Extraction au tampon
phosphate sans précipitation ; (D), Extraction au tampon HEPES sans précipitation. Les fleches

montrent des bandes protéiques présentes dans I'extrait (D) et absentes dans les autres profils.
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Les tampons d’extraction (B) et (D), enrichis de plusieurs de ces antioxydants, semblent les plus
adaptés, a la fois de par la richesse protéique des profils obtenus que par le faible taux de
contaminants observés (Fig. 24B, D). Si I’on peut améliorer encore la qualité des profils, en
réalisant des séquences de lavage des extraits a 1’acétone, nous avons choisi de les limiter afin
de ne pas perdre trop de matériel biologique. A la suite de cette étude préliminaire, nous avons
choisi de conserver pour les travaux a venir, le tampon (D) qui présentait le meilleur compromis
entre richesse protéique, qualité des profils de migration et quantité de protéines extraites : le
tampon HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, acide ascorbique 300 mM, B mercaptoéthanol 2%,

Triton X100 0,8% sera utilisé pour la caractérisation du protéome chez le cacaoyer.

1.3.2.  Analyse du protéome des embryons zygotiques et de
I’albumen du cacaoyer génotypes Sca 6, SNK 630, et
ICS 60.

Les protéines des différents stades de développement des embryons, prélevés sur la base des
criteres morphologiques, a partir des 3 génotypes de T. cacao Sca 6, SNK 630 et ICS 60, ont été
extraites avec le tampon D, puis analysées sur gel de polyacrylamide 1D SDS-PAGE (Fig. 25).

Sca 6 SNK 630 ICS 60
(KDa) IV VvV VI vi [V VvV VI VI v VvV Vi VI

200 —

116,3 —
97,4 —

66,2 —

45

Figure 25 :  Profil 1D SDS-PAGE des protéines extraites des embryons zygotiques aux stades 1V, V, VI, VII pour
les trois génotypes de cacaoyer Sca 6; SNK 630; ICS 60.
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Quelque soit le génotype étudié, les profils protéiques obtenus pour les stades IV a V présentent
une plus grande diversité de protéines par rapport a ceux observés aux stades VI a VII. Cette
diversité décroit davantage du stade VI a VII (Fig. 25VI, VI1I). Quelque soit le génotype étudie,
les bandes protéiques de masse moléculaire supérieure a 110 kDa sont peu nombreuses (Fig.
25). Par ailleurs, certaines bandes correspondant a des masses moléculaires (MM) comprises
entre 35 et 40 kDa montrent des taux d’expression importants, et ceci quelque soit le stade de
développement. Les polypeptides, dont la MM va de 35 et 90 kDa, présentent une expression
differentielle et tendent a disparaitre au stade VII. Les profils protéiques des embryons des
différents génotypes ne permettent pas de les différencier. Ils montrent cependant qu’il existe

des différences entre les stades de développement.

Sca 6 SNK 630 ICS 60

(kDa) m v m v v Vv

116

66,2

45

35

Figure 26 :  Profil 1D SDS-PAGE des protéines extraites de I’albumen des embryons zygotiques aux stades III,
IV, V, VI pour les trois génotypes de cacaoyer Sca 6; SNK 630; ICS 60.

L’analyse comparée des profils électrophorétiques de 1’albumen des génotypes Sca 6, SNK 630
et ICS 60 montrent quelques particularités par rapport a ceux des embryons zygotiques (Fig.
26).

De prime abord, une bande de ~130 kDa est détectée dans 1’albumen des différents genotypes,
uniquement pour les stades cotylédonaires de 1V a VI. Cette bande, absente au stade III, n’était

pas détectée dans les embryons zygotiques. De maniére générale, la plus faible diversité de
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profil protéique est observée au stade I1l. Comme dans les embryons, les bandes peptidiques
correspondantes a 35 et 40 kDa sont intensément exprimées pour tous les stades de
développement embryonnaire. Seule la bande correspondant a ~107 kDa présente une
expression différentielle au cours du développement permettant de discriminer les différents
génotypes. Chez Sca 6, elle est absente au stade I1l, mais elle est présente aux stades IV a VI.
Chez SNK 630, elle est absente uniquement au stade IV et présente dans les autres stades. Chez
ICS 60 elle est absente au stade 11, présente de IV a VI mais tres faiblement exprimée au stade
V.

Cette analyse du protéome montre que la technique 1D SDS-PAGE, bien qu’informative, ne
permet pas de discriminer les 3 clones de cacaoyer. Cependant, cette technique semble
suffisante pour dissocier les 3 clones lorsque I’on analyse non pas 1’embryon, mais 1’albumen.
Ce qui pourrait d’ailleurs expliquer ’effet «génotype» récurent observé au cours de
I’embryogenése somatique. On peut également noter une évolution du profil protéique au cours
du développement. Au cours de cette premiere partie du travail, nous arrivons a la conclusion,
que les différences génotypiques semblent hors de notre portée au regard des outils déployés
dans cette ¢tude. Nous avons de ce fait concentré nos efforts sur I’analyse plus approfondi d’un

des 3 génotypes de cacaoyer : SNK 630 qui est une sélection originaire du Cameroun.
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Il. EVOLUTION DU PROTEOME
ET DU GLYCOPROTEOME AU
COURS DE L ' EMBRYOGENESE
ZYGOTIQUE ET SOMATIQUE

CHEZ LE CACAOYER, SNK 630

Les ArabinoGalactanes Protéines (AGPs) sont des protéoglycanes glycosylées du régne végétal
qui forment une fraction du glycoprotéome. Elles sont régulées au cours de I’ontogenése de la
plante (Rumyantseva et al., 2005). Ces molécules présentes dans plusieurs compartiments
cellulaires, les mucilages et les sécrétions, sont également retrouvées dans le milieu de culture
des suspensions cellulaires et dans 1’albumen (Sutherland et al., 2004). L’implication des AGPs
dans la régulation de I’embryogenése somatique et zygotique a été établie. Elles sont identifiées
comme activatrices de I’embryogenése somatique. Les AGPSs sont comparables aux
protéoglycanes d’origine animale telle que 1’héparine a la fois en terme de structure et de
fonction (Rumyantseva et al., 2005). L’héparine, protéoglycane dont la sulfatation modifie la
structure 3D de la molécule, est, tout comme les AGPs impliquée et régulée au cours du
développement. Au regard de I'importance de la sulfatation des protéoglycanes, et
consécutivement aux observations faites par Minyaka et al. (2008) quant a I’impact des sulfates
sur I’induction des embryons somatiques chez le cacaoyer, une attention toute particuliére a éeté

portée a la recherche et I'identification des AGPs sulfatées.

Avant d’¢étudier, la ou les AGPs exprimées aux cours de l’embryogenese zygotique et
somatique, une étude de 1’évolution du protéome et du glycoprotéome a été réalisée au cours de

I’embryogenese du clone SNK 630 de cacaoyer.
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I1.1. Etude du protéome des embryons du clone SNK 630

kDa 1ll v vV VI v vV Vi Vi

A EZ

ESI ESII

Figure 27 :  Profil électrophorétique 1D SDS-PAGE d’extraits de protéines de Theobroama cacao, génotype SNK
630. Les protéines sont révélées par AgNO3. (A), Albumen aux stades de développement
embryonnaire 111 a VI ; (EZ), Embryons zygotiques des stades de développement embryonnaire 1V a
VII. Profil électrophorétique 1D SDS-PAGE sur gel a 8% d’extraits de protéines de Theobroama
cacao, génotype SNK 630. (ESI), Embryons somatiques primaires des stades de développement
embryonnaire 1V a VII ; (ESII), Embryons somatiques des stades de développement embryonnaire 1V

a VII. Fleches, protéines présentant une expression modifiée.

Les protéines ont été séparées sur gel a gradient 8-16% 1D SDS-PAGE permettant d’identifier
d’une part les protéines de haut poids moléculaire et d’autre part les peptides de faible poids
moléculaire. Le nombre de bandes révélées au nitrate d’argent est supérieur a 25 aussi bien dans
I’albumen que dans I’embryon (Fig. 27A, EZ). Nos résultats sont en accord avec les travaux de

Noah et al. (2013), qui ont montré que 33 protéines étaient fortement exprimées dans 1’embryon
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zygotique de cacaoyer. Une expression différentielle est observée a différent stade de

développemt aussi bien dans 1’albumen et dans I’embryon zygotique (Fig. 27A, EZ).

Sans pouvoir identifier la ou les protéines différentiellement exprimées au cours de
I’embryogeneése pour le clone SNK 630, d’autres auteurs, comme Emile et al., (2007) ont mis en
¢vidence une modification de 1’expression de certaines protéines comme la cystéine synthase
(~30 kDa) dans I’albumen et dans les embryons zygotiques, au cours du développement
embryogene pour les génotypes Sca 6 et SNK 10. Au regard des masses moléculaires des AGPs,
une attention toute particuliére a été portée aux protéeines de haut poids moléculaire exprimées
dans I’albumen et/ou I’embryon (Fig. 27). Dans 1’albumen, deux protéines de ~130 et ~150 kDa
apparaissent dés le stade V (Fig. 27A). Ces protéines ne trouvent pas d’équivalent dans les
embryons et semblent donc résulter d’une expression spécifique au sein de ce tissu nourricier.
Fait intéressant, il a été démontré I’existence dans les milieux de culture et/ou dans les tissus de

réserve de protéines pouvant faciliter I’embryogenése.

Des protéines extraites d’embryons somatiques primaires et secondaires ont été ensuite séparées
sur gel 1D SDS-PAGE a 8 %. Environ 15 bandes protéiques ont été détectées (Fig. 27ESI,
ESII). Les profils protéiques obtenus montrent peu de différences entre les embryons somatiques
primaires et secondaires et ceci quelque soit le stade développement de ces derniers. On notera
cependant, que le stade IV présente la plus faible diversité protéique en comparaison des autres
stades de développement (Fig. 27ESI, ESII). Méme si la comparaison des profils protéiques
entre les embryons zygotiques (Fig. 27EZ) et somatiques (Fig. 27ESI, ESII) ne peut étre
totalement satisfaisante, au regard des différentes techniques utilisées, on peut relever que le
stade 1V, pour le zygotique (Fig. 27EZ), n’est pas aussi pauvre en protéines que le stade
similaire chez le somatique primaire ou secondaire (Fig. 27ESI, ESII). Il semble donc qu’au
niveau des profils d’expression des protéines il existe des différences de niveau d’expression
entre le zygotique et le somatique. Nos résultats sont en accord avec ceux de la littérature qui
démontrent, chez le cacaoyer, 1’existence de différences d’expression des protéines entre les
embryons zygotiques et somatiques (Noah et al., 2013). Si les bandes peptidiques de masse
inférieure a 116 kDa présentent une expression similaire dans les embryons du stade V au stade
VII, les protéines de plus de 120 kDa, bien que peu exprimées, semblent apparaitre avec la
differentiation des embryons somatiques (Fig. 27ESI, ESII). Ici encore, des différences entre les
profils d’expression du zygotique par rapport au somatique peuvent étre mises en évidence.
Chez le somatique, on observe 1’apparition de bandes nouvelles de haut poids moléculaire pour

les stades de développement les plus avancés. Le profil protéique des embryons zygotiues dont
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les exraits sont séparés dans les mémes conditions que les embryons somatiques (Fig. 25 SNK
630) montre que ces bandes de haut poids moléculaire sont moins détectées dans les embryons

zygotiques. Cette différence de détection serait liée a la nature de ces protéines.

L’analyse de protéome 1D, pour le génotype SNK 630 de Theobroma cacao, met en évidence
des différences entre les protéines exprimées dans les embryons zygotiques, somatiques
primaires et somatiques secondaires. Cependant, malgré les différences morphologiques
importantes observées entre ces 3 types d’embryons, nous n’avons pas réussi a mettre en
évidence des différences importantes du protéome total avec cette technique. Sachant que la
fraction glycoprotéique représente un pool de protéines significatives, a la fois en terme de
fonction et de diversité, nous avons mis en place une démarche d’analyse d’une fraction de ce

glycoprotéome au travers d’une analyse de 1’expression des O-glycoprotéines.

I1.2.  Analyse du glycoprotéome des embryons du clone SNK 630

A l'instar des travaux menés sur le protéome total, nous avons cherché a suivre I'évolution des
glycoprotéines et plus particulierement des O-glycoprotéines de type protéoglycane ou AGP a la
fois dans I'albumen (Fig. 28A), dans les embryons zygotiques (Fig. 28EZ) et somatiques (Fig.
28ESI, ESII) au cours du développement embryonnaire. Les glycoprotéines ont été
caractérisées, dans un premier temps, via l'utilisation de la coloration acide périodique/réactif de
Schiff (PAS) permettant de visualiser non pas la fraction protéique, mais la fraction glycanique
des glycoprotéines. Les glycanes, qu'ils soient liés par une liaison N- ou O-glycosidique,
apparaissent alors sous la forme d'une coloration rose due a la fixation du réactif de Schiff sur

les fonctions aldéhydes formées sous I’action de I’acide périodique.
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Figure 28 :  Profil électrophorétique 1D SDS-PAGE sur gel a 8% de glyprotéines de Theobroama cacao génotype
SNK 630. Les glycoprotéines ont été révélées par l'acide périodique/réactif de Schiff (PAS). (A),
Albumen aux stades de développement embryonnaire 1l @ VI ; (EZ), Embryons zygotiques des
stades de développement embryonnaires 1V a VII ;'(ESI), Embryons somatiques primaires des stades
de développement embryonnaires IV a VII ; (ESIl), Embryons somatiques des stades de

développement embryonnaire IV a VII. Fléches, protéines présentant une expression modifiée.

Malgré la faible sensibilité de cette technique, des glycoprotéines de haut poids moléculaire ont
¢té mises en évidence dans I’albumen (Fig. 28A), dans les embryons zygotiques (Fig. 28EZ) et
dans les embryons somatiques primaires (Fig. 328ESI, ESII) et ceci quelque soit le stade de
développement embryonnaire analysé. Pour les embryons somatiques secondaires, les
glycoprotéines de haut poids moléculaires ne sont détectables que dans les 2 premiers stades de
développement (Fig. 28ESII). Les AGPs, protéoglycanes constituées d'une fraction O-
glycosidique représentant ~90% de la masse de la glycoprotéine native, sont susceptibles de
former tout ou partie des molécules de haut poids moléculaire identifiées par cette coloration.
Mais, plus encore que les glyco-conjugués de haut poids moléculaire, cette technique nous
permet d’identifier des protéines de masse moléculaire plus faible, marqueurs possibles de N-

glycoprotéines et/ou de O-glycoprotéines n’appartenant probablement pas au groupe des
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protéoglycanes. Au regard de la taille de la fraction glycanique et de la sensibilité de la
technique, l'intensité de la coloration rose observée suggére l'existence de nombreuses
glycoprotéines. Cette premiere analyse suggeére donc I'existence de 2 pools de glycoprotéines :
(i) un pool de haut poids moléculaire constitué probablement de O-glycoprotéines de type
protéoglycane et (ii) un pool de bas poids moléculaire dont on peut émettre I'nypothése qu'il est
formé par des N-ou des O-glycoprotéines différentes des protéoglycanes. Si le premier pool ne
semble pas différentiellement régulé au cours de I'embryogenese zygotique (Fig. 28), le second
lui évolue avec la maturation des embryons (Fig. 28). Cependant, pour le pool de protéoglycanes
les variations d'intensité des colorations, révélée par le réactif de Schiff, laisse suggérer une
différence quantitative quant a la composition en protéoglycanes dans les embryons.

L'analyse du glycoprotéome total, méme réalisée avec une technique peu sensible, fait apparaitre
des différences d'expression entre des protéines N- et O-glycosylées, suggérant I'importance de
ce pool de protéines au cours de I'embryogenése. Afin de préciser plus encore la nature de la
fraction des glycoconjugués de haut poids moléculaire, une seconde coloration a été appliquée
sur les protéines extraites de l'albumen, des embryons zygotiques et somatiques, primaires et

secondaires.

I11.3. Analyse de la fraction protéoglycanique dans les embryons
du clone SNK 630

Une technique de coloration des protéoglycanes, la coloration au bleu alcian, a été utilisée afin
d'en préciser mieux encore la nature (Fig. 29). Les arabinogalactanes protéines (AGPs), a l'instar
des protéoglycanes, sont des glyco-molécules de haut poids moléculaire essentiellement
composées de longues chaine de monosaccharides pouvant contenir des acides glucuroniques,
voir des groupements sulfatés (Serpe et al., 1996). Le bleu alcian, constitué de pthalocyanine
avec un atome de cuivre, va interagir apres ionisation a pH 2,5 avec les fonctions carboxyliques
des acides uroniques. Pour des pH plus acides (pH 1), les groupes sulfoniques plus acides encore
vont s'ioniser permettant ainsi l'interaction du chromophore avec les protéoglycanes. Une bande
de protéoglycanes a été identifiée aussi bien dans I’albumen (Fig. 29A), que dans les embryons
zygotiques (Fig. 29EZ). Pour ce qui est des embryons somatiques primaires et secondaires, la
coloration au bleu alcian ne permet pas d'isoler une bande, mais montre un "smir" de coloration
(Fig. 29ESI, ESII). Les bandes de hauts poids moléculaire précédemment identifiées avec le
réactif de Schiff (Fig. 28A, EZ) ont été colorées également avec le bleu alcian (Fig. 29A, EZ)

confirmant la présence de protéoglycanes végetaux dans l'albumen et les embryons zygotiques.
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Plus encore, la technique de coloration utilisée ici suggere que les protéoglycanes de I'albumen
et des embryons de cacaoyer sont riches en groupement sulfate. Que ce soit pour l'albumen et
les embryons zygotiques les protéoglycanes sulfatés sont présents a tous les stades de
développement des embryons. Pour ce qui est des embryons somatiques primaires et
secondaires, la coloration au bleu alcian montre la présence probable de nombreuses molécules
différentes (smir) dont les poids moléculaires sont proches les uns des autres (Fig. 29ESI, ESI|).
Le profil obtenu avec le réactif de Schiff (Fig. 28 ESI, ESII) présentait déja un léger "smir",
confirmant ainsi que les 2 types de colorations permettent d'identifier, dans la gamme des hauts
poids moléculaires, des protéoglycanes chez le cacaoyer. Basée sur la détection de la fraction
glucidique, cette technique de révélation montre des différences d’intensité de coloration entre

les protéoglycanes de I’albumen et des embryons.
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Figure 29 :  Profil électrophorétique 1D SDS-PAGE sur gel a 8% de protéoglycanes de Theobroama cacao,
génotype SNK 630. Les protéoglycanes ont été révélées au bleu alcian pH 1. (A), Albumen aux
stades de développement embryonnaires Il a VI ; (EZ), Embryons zygotiques des stades de
développement embryonnaires IV a VII ;'(ESI), Embryons somatiques primaires des stades de
développement embryonnaires 1V a VII ; (ESII) Embryons somatiques des stades de développement

embryonnaires IV a VII. Fléches, protéines présentant une expression modifiée.
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La technique PAS, associée au bleu alcian, permet de mettre en évidence des différences
importantes quant a la distribution de cette classe de molécules entre les embryons zygotiques et
somatiques. Ici encore, la fraction glycoprotéique permet de discriminer I'aloumen, mais surtout
les stades de développement des embryons zygotiques et somatiques primaires et secondaires.
Cette coloration suggere la présence de protéoglycanes sulfatées, ou AGPs sulfatées dans les

embryons de cacaoyer.
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I11. IDENTIFICATION, PURIFICATION
ET CARACTERISATION DES D 'AGPS
AU COURS DE L ' EMBRYOGENESE
ZYGOTIQUE ET SOMATIQUE CHEZ LE

CACAOYER, SNK 630

Aprés avoir confirmé la présence de glycoprotéines de type protéoglycane, différentiellement
exprimées au cours du développement embryonnaire chez le cacaoyer clone SNK 630, nous
avons cherché a préciser plus encore la nature biochimique des molécules de haut poids
moléculaire détectées. Chez les végétaux, les arabinogalactanes protéines forment une famille
multigénique de O-glycoprotéines, dont les caractéristiques physico-chimiques globales sont
tres homogenes rendant difficile leur purification et leur analyse individuelle. Parmi les
techniques usuelles d'analyse des AGPs, le B-D-glucosyl Yariv permet d'isoler les AGPs par
précipitation facilitant, ainsi leur détection, leur quantification voir leur purification. Avant
d'identifier et d'analyser les AGPs du cacaoyer, nous avons synthétis¢ du B-D-glucosyl Yariv
dont I'efficacité sera testée sur de la gomme arabique d'Acacia.

I11.1. Synthese du g-D-glucosyl Yariv

Le p-D-glucosyl Yariv (Fig. 30) est un phenylglycoside qui se lie sélectivement par des liaisons
non covalentes aux AGPs pour former des agrégats qui précipitent. La liaison des AGPs au -D-
glucosyl Yariv est réversible permettant ainsi son utilisation pour détecter, quantifier et purifier

les AGPs. Le B-D-glucosyl Yariv ou le 1,3,5-tris-(4-B-D-glucopyranosyloxyphénylazo)-2,4,6-
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trihydroxy-benzéne est synthétisé en deux étapes a partir du 4-aminophényl pB-D-
glucopyranoside. La premiére étape est la formation d’un sel de diazonium par réaction du
groupement amino avec le nitrite de sodium en milieu acide. Le sel de diazonium étant instable,
il est mis directement a reéagir, a froid, avec le phloroglucinol. Le produit final est obtenu par
substitution électrophile sur aromatique (Fig. 30). Ce dernier est isolé par précipitation.
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Figure 30 :  Schéma de synthese du B-D-glucosyl Yariv

Le produit obtenu, avec un rendement global de 91,11%, a été analysé par résonance
magnétique nucléaire (RMN). Le spectre de RMN du proton permet de distinguer les protons
anomeériques a 4,92 ppm sous forme de doublet avec un couplage de 7,1 ppm, confirmant la
forme B du glycosyle. Les protons aromatiques sont sous forme de deux doublets a 7,66 ppm et

7,18 ppm avec un couplage de 8,6 Hz. Les protons du sucre résonnent entre 3,19 ppm et 3,72
ppm (Fig. 31).
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Figure 31: B-D-glucosyl Yariv, A structure, B, Spectre RMN.
Analyse RMN *H DMSO-dg) : 7,66 ppm ( d, J=8,6 Hz, 6H Aromatiques); 7,18 ppm ( d, J=8,6

Hz, 6H Aromatiques); 4,92 ppm (H-1, d, J=7,1Hz, 3H) ; 3,19-3,50 ppm (m, H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6,, 15H), 3,72 ppm (H-6y,dd, J=4,4 Hz, J=10,80 Hz, 3H).
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Figure 32 :  Electrophorese sur gel d'agarose contenant : (A), 15 uM B-D-glucosyl Yariv commercial ; (B) 15 uM
de B-D-glucosyl Yariv préparé au laboratoire. Des concentrations croissantes (0,25-1pg) d'AGP de
gomme arabique d'acacia ont été utilisées.

Le réactif de B-D-glucosyl Yariv synthétisé a été testé contre des AGP issus de la gomme
arabique d'acacia (Fig. 32) avant d'étre utilisé pour quantifier, puis purifier les AGPs du

cacaoyer. Les AGPs de la gomme arabique d'Acacia ont été séparées par électrophorese sur gel
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d'agarose a 1% contenant 15 uM B-D-glucosyl Yariv commercial (Fig. 32A) ou 15 uM de B-D-
glucosyl Yariv préparé au laboratoire (Fig. 32B). Aprés plusieurs heures de migration, les
rockets ont été quantifiés et le réactif commercial a été comparé avec notre préparation. Le 3-D-

glucosyl Yariv commercial.

I11.2. Détection des AGPs dans les embryons du clone SNK 630

La double coloration, bleu de coomassie et B-D-glucosyl Yariv a été utilisée pour détecter les
AGPs dans l'albumen (Fig. 33A), dans les embryons zygotiques (Fig. 33EZ) et dans les
embryons somatiques primaires et secondaires (Fig. 33ESI, ESII). Seules les bandes peptidiques
de haut poids moléculaire dans I'albumen et les embryons zygotiques, précédemment colorées
au PAS (Fig. 28A, EZ) et au bleu alcian (Fig. 29A, EZ), sont colorées en brun par le B-D-
glucosyl Yariv a la fois dans lI'albumen (Fig. 33A) et dans les embryons zygotiques (Fig. 33EZ).

Les autres protéines apparaissent ici en bleu, coloration due a la fixation du bleu de coomassie
sur les peptides (Fig. 33). La coloration des protéines au B-D-glucosyl Yariv est, elle, spécifique
d'une fraction des O-glycoprotéines, les AGPs. Cependant, les AGPs sont une famille des
protéoglycanes dont les variations de masse moléculaire sont faibles, ne nous permettant pas,
méme sur un gel a gradient, d'observer plusieurs bandes protéiques. Les variations d'intensité de
la bande de haut poids moléculaire, aprés coloration au B-D-glucosyl Yariv different, suggérent
une régulation de I'expression du pool d'AGPs au cours du développement embryonnaire. Ici
encore, a l'instar des résultats déja obtenus pour les embryons somatiques primaires et
secondaires avec les colorations PAS (Fig. 28ESI, ESII) et bleu alcian (Fig. 29ESI, ESII), la
double coloration ne permet pas d'identifier correctement dans le pool de protéines total des
embryons la présence d'AGPs (Fig. 33ESI, ESII). Cependant, la qualité des gels présentés ne
permet pas de conclure quant a la présence et/ou a l'absence d'AGPs dans les embryons
somatiques. Néanmoins, il semble que les embryons somatiques sont moins riches en AGPs
spécifiqguement reconnues par le B-D-glucosyl Yariv que I'albumen et les embryons zygotiques

d'un méme génotype de cacaoyer.
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Figure 33 :  Profil électrophoretique 1D SDS-PAGE sur gel a gradient (4-15) de protéines et d’AGPs de
Theobroama cacao, génotype SNK 630. Les protéines sont révélées par la double coloration bleu de
coomassie/B-D-glucosyl Yariv. (A), Albumen aux stades de développement embryonnaire Il a VI ;
(EZ) Embryons zygotiques des stades de développement embryonnaire IV a VII. Profil
électrophorétique 1D SDS-PAGE sur gel a 8% d’extraits de protéines de Theobroama cacao, clone
SNK 630. (ESI), Embryons somatiques primaires des stades de développement embryonnaire 1V a
VIl ; (ESII) Embryons somatiques des stades de développement embryonnaire IV & VII. Fléches,

protéines présentant une expression modifiée

I11.3. Quantification des AGPs dans I’albumen et lesembryons
du génotype SNK 630

Les teneurs en AGPs ont été déterminées par immuno-précipitation des proteines sur gel
d'agarose a 1% contenant du B-D-glucosyl Yariv, ou la gomme arabique d'acacia sera utilisée
comme standard. Pour le génotype SNK 630, 1’évolution de ces teneurs a été¢ déterminée dans
les embryons somatiques primaires, dans les zygotiques du stade IV au stade VII et dans
I’albumen du stade III au stade VI (Fig. 34). Dans I’albumen, la teneur en AGPs décroit du stade
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I1l au stade V, puis augmente au stade VI ou sa valeur est la plus élevée. La décroissance de la
teneur en AGPs est également observée dans les embryons zygotiques et somatiques du stade IV
au stade V. Cette teneur augmente au stade VI mais va diminuer au stade VII dans les deux
types d’embryons. La teneur la plus ¢levée est observée au stade VI dans les embryons

zygotiques, alors qu’elle se retrouve au stade IV dans les embryons somatiques.
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Figure 34 : Evolution de la teneur en B-D-glucosyl Yariv AGPs de Theobroma cacao L. dans I'albumen, les

embryons zygotiques et somatiques pour les stades de développement 111 & VII. MF, Matiére Fraiche.

Au final, et de maniere générale la teneur en AGPs est plus importante dans les embryons
zygotiques par rapport aux embryons somatiques. Les teneurs faibles des AGPs dans les
embryons somatiques seraient a I’origine de la faible détection observée avec les différentes
techniques de révélation utilisées dans cette étude (Fig. 29, 33). L’analyse de 1’évolution
quantitative de ces macromolécules dans I'albumen et les embryons zygotiques montre que leurs
teneurs sont €levées pour les stades de développement correspondant a I’initiation de processus
organogénétiques comme la formation des cotylédons. Ainsi, au stade IV, correspondant au
début de la croissance des cotylédons, la teneur en AGPs est plus élevée qu’au stade V,
caractérisé par des cotylédons déja formeés. Cette teneur augmente a nouveau apres le stade V,
avec le début de pigmentation des cotylédons, puis va baisser, au stade VII, lorsque les
cotyledons seront completement pigmentés. Cette évolution est observée aussi bien dans les
embryons zygotiques que dans les somatiques, ce qui suggere I’implication des AGPs dans le

développement des embryons indépendamment de leur origine cellulaire.
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I11.4. Purification des AGPs du milieu de culture et des

embryons du génotype SNK 630

De par les similitudes des propriétés physico-chimiques des AGPs, la purification et I'analyse de
chacune d'entre elles sont rendues difficiles. Ainsi, les techniques de séparation utilisées dans
cette étude, comme I'électrophorése 1D SDS-PAGE, ne sont pas suffisamment résolutives pour
séparer chacune de ces protéines. Si ces techniques nous ont permis de démontrer la présence
d'AGPs, voir d'AGPs sulfatées, dont I'expression globale est régulée au cours du développement
embryonnaire, seules les techniques de chromatographie, combinée ou individuelle, peuvent
permettre d'affiner la séparation de cette famille de molécules. Aprés précipitation des AGPs a
I’aide du B-D-glucosyl Yariv, le pool d'AGPs, isolé des embryons zygotiques, somatiques, mais
également du milieu de culture, a été séparé par différentes techniques de chromatographie
comme la chromatographie en phase inverse ou la chromatographie d'exclusion stérique. Ces
techniques doivent permettre de caractériser les AGPs du cacaoyer soit sur la base de leur
hydrophobicité, soit au regard de leur masse moléculaire. Outre les techniques de séparation,
plusieurs méthodes de détection des molécules chromatographiées ont été testées : (i) détection
UV a 215 et 280 nm et fluorescence. Chez Arabidopsis thaliana, 15 AGPs différentes ont été
mises en évidence, pour un organe donng, a partir d'AGPs précipitées par du B-D-glucosyl Yariv
et séparées par chromatographie en phase inverse (Schultz et al., 2000). Dans ce travail, les
AGPs sont détectées a 215 nm et a 280 nm. Cependant, quelgue soit la longueur d'onde utilisée,
la spécificité de ces méthodes de détection reste faible ce qui peut conduire a de nombreuses
erreurs de mesure (probléme de faux positif, de détection d'autres molécules que des protéines).
Cependant, aucune des méthodes de détection utilisées ne permet d'identifier avec précision
uniquement la fraction glycanique ou protéique. Ainsi, a 280 nm nous détecterons les liaisons
conjuguées des protéines mais également de I’ADN (Simon et al., 2009). Il en est de méme a
215 nm, ou l'on détecte les liaisons peptidiques, mais également des chaines aliphatiques. Seule
la fluorescence semble la méthode de détection a la fois la plus précise permettant de suivre
certains acides aminés constituant la fraction protéique et la plus sensible dans la mesure ou I'on
est capable d'identifier le couple longueur d'onde d'excitation et d'émission de la fluorescence.
Cependant, quelque soit la méthode utilisée, il nous a paru important de suivre la fraction

protéique en raison du polymorphisme important de la partie a glycane des AGPs.
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I11.4.1. Séparation des AGPs sur la base de leur propriété

hydrophobe

Les AGPs, isolées des embryons zygotiques, somatiques et du milieu de culture du génotype
SNK 630, ont éte séparées sur la base de leur hydrophobicité/polarité par chromatographie
liquide a haute performance, en phase inverse (CPI) suivant un gradient d’acétonitrile. Les
empreintes chromatographiques ont été obtenues a 215 nm (Fig. 35) et a 280 nm (Fig. 36)

permettant de distinguer plusieurs pics d’intensités différentes.

A 215 nm, 5 fractions se distinguent en fonction de leur degré d’hydrophobicité (Fig. 35A, B, C,
D, E). La fraction A est éluée avec 0% d’acétonitrile et est constituée essentiellement par des
molécules hydrophiles. La fraction B, qui semble étre la fraction majoritaire quelque soit
I’échantillon, est éluée avec 10% a 16% d’acétonitrile. La fraction C, éluée avec 19 et 25%
d’acétonitrile, comporte deux pics de faible intensité qui ne sont cependant pas présents dans
tous les échantillons. La fraction D est éluée avec 28 a 65% d’acétonitrile. Elle n’est cependant
pas détectée dans tous les échantillons. La fraction E est la plus hydrophobe, elle est éluée avec

100% d’acétonitrile.
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Figure 35: Empreinte chromatographique en phase inverse avec détection a 215 nm d'AGPs de Theobroma
cacao génotype SNK 630, précipitées par le B-D-glucosyl Yariv. (Rose), embryons zygotiques au
stade VII; (Bleu), embryons somatiques secondaires au stade VII ; (Noir), milieu de culture des

embryons somatiques secondaires au stade VII.
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L’analyse comparée des chromatogrammes des embryons zygotiques (Fig. 35 Rose) et
somatiques du génotype SNK 630 au stade VII (Fig. 35 Bleu), et du milieu de culture (Fig. 35

Noir), montre qu’ils sont superposables et ne différent que par le profil des fractions C et D.

A 280 nm, les profils chromatographiques présentent une évolution similaire, bien que plus
hétérogenes (Fig. 36). La fraction B, déja détectée a 215 nm (Fig. 35), se retrouve a la fois pour
les embryons zygotiques et somatiques primaires, mais difféere pour ce qui est du milieu de
culture. A l'instar de ce qui est observe a 215 nm, la fraction B est représentée par un pic large
suggerant soit une molécule difficile a détacher de la matrice chromatographique, soit d'un
mélange de molécules ayant des propriétés hydrophobes trés proches. Les données obtenues ici
sont en accord avec celles classiquement décrites dans la littérature (Schultz et al., 2000). Ces
auteurs ont identifié et caractérisé, chez l'arabette des dames, une fraction similaire & notre
fraction B. Pour certain organes, comme les racines d'A. thaliana, il est méme possible de
séparer plusieurs pics dans cette gamme de polarité de solvant. Par contre, la détection a 280 nm

montre un pouvoir de résolution plus faible qu'a 215 nm.
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Figure 36 : Empreinte chromatographique en phase inverse avec détection a 280 nm d'AGPs de Theobroma
cacao génotype SNK 630, précipitées par le B-D-glucosyl Yariv. (Bleu), embryons zygotiques au
stade VII; (Rose), embryons somatiques secondaires au stade VII ; (Noir), milieu de culture des

embryons somatiques secondaires au stade VII.
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La perte de résolution est telle que le pic observé a partir d'un extrait issu du milieu de culture,
identifié & 215 nm n'est plus visible & 280 nm (Fig. 35, 36 Noir). Si cette fraction B correspond
aux AGPs des embryons de cacaoyer, alors il semble logique d'observer une telle réduction de
I'intensité du pic. En effet, les acides aminés aromatiques détectés a 280 nm sont peu hombreux

dans la structure de la molécule.

Il semblerait donc, que cette technique de séparation couplée avec une détection a 280 nm ne
soit pas la meilleure méthode d'analyse de fraction complexe d'AGPs de cacaoyer. Les
techniques de détection des molécules chromatographiées ciblent la fraction peptidique. Les
AGPs étant des O-glycoprotéines nous avons cherché a identifier la présence de sucre dans ces

différentes fractions, et plus particulierement dans la fraction B.

I11.4.2. Caractérisation biochimique des fractions

chromatographiées

Afin de rechercher la présence de sucres dans les différentes fractions séparées a la suite des
chromatographies en phase inverse (Fig. 35, 36), une détermination rapide, par test couche
mince, a permis de mettre en évidence que toutes les fractions, sauf la fraction A, contenaient
des sucres (test a 1’orcinol sulfurique, résultat non présenté dans ce manuscrit). De fagon
similaire, les fractions ont été testées quant a leur aptitude a précipiter en présence de f-D-
glucosyl Yariv. Ici encore, le test s'est avéré positif pour toutes les fractions sauf la fraction A
(résultat non présenté dans ce manuscrit). La fraction B serait la premiére fraction contenant des
AGPs. Ce serait la fraction d’AGPs la plus glycosylée, dont les pics couvrent la plus grande
surface, représentant les AGPs majoritaires des embryons de cacaoyer. Eluée entre 10 et 16%
d’acétonitrile, cette fraction est la plus hydrophile. L’étalement des pics associé a un temps
d’¢lution relativement long (5 min), traduirait, en plus de 1’épaulement observé pour les
embryons somatiques (Fig. 35 bleu), une hétérogenéité moléculaire. Schultz et al. (2000) ont
d’ailleurs détectés, apres déglycosylation, plusieurs molécules issues d’une seule des fractions
d’AGPs séparées en phase inverse. La fraction, a fait alors l'objet d'une étude plus approfondie

quant a sa composition monosaccharidique.
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Figure 37 : Histogramme montrant le pourcentage molaire des monosaccharides identifiés dans la fraction B,
obtenue apres chromatographie en phase inverse d'un extrait de protéines précipitées par le p-D-
glucosyl Yariv, chez Theobroma cacao, génotype SNK 630. Barre rose, Embryons zygotiques au
stade VII ; Barre bleue, Embryons somatiques secondaires au stade VII ; Barre noire, Milieu de

culture des embryons somatiques secondaires au stade VII.

La composition en monosaccharides de la fraction B (Fig. 35, 36) a été analysée par
chromatographie liquide gaz. Les monosaccharides, triméthylsilylés, ont été séparés sous un
flux d'azote et détectés par ionisation de flamme. Le pourcentage molaire des monosaccharides
dans I’échantillon a été déterminé par rapport a une référence de concentration connue : le myo-
inositol. Les monosaccharides majoritaires de la fraction B sont I’arabinose et le galactose
confirmant l'existence d’un polymére d'arabinogalactane dans cette fraction (Fig. 37). La
présence d'arabinogalactanes, la précipitation des molécules de cette fraction en 1’aide de B-D-
glucosyl Yariv, ainsi que [I’identification de protéines détectées au travers de l'analyse
chromatographique forment un faisceau d'arguments nous suggérant que les molécules

identifiées dans la fraction B sont des AGPs de cacaoyer.

Tableau 3: Rapport des pourcentages molaires d’arabinose et de galactose de la fraction B, détectée apres
séparation par chromatographie en phase gazeuse d’extraits protéiques précipités par le 3-D-glucosyl

Yariv, chez Theobroma cacao génotype SNK 630

Source d’AGPs Rapport Ara/Gal
Embryons zygotiques au stade VII 0,72/1
Embryons somatiques secondaires au stade V11 0,72/1
Milieu de culture des embryons somatiques secondaires au stade VI 1,06/1
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Outres les 2 monosaccharides majoritaires, on trouve également, par ordre décroissant, des
traces de fucose, de thamnose, de xylose et d’acide galacturonique. Le pourcentage molaire
d’Ara est plus élevé dans le milieu de culture des embryons somatiques secondaires par rapport
a ce qui est quantifi¢ pour les embryons somatiques secondaires. L’analyse du rapport Ara/Gal
montre qu’il est le méme dans les embryons zygotiques et somatiques secondaires mais differe
cependant de celui du milieu de culture des embryons somatiques secondaires (Tableau 3). Si les
AGPs identifiées dans les embryons somatiques secondaires présentent des polarités similaires
aux AGPs sécrétées dans le milieu de culture, des différences quant a la composition en
monosaccharides suggérent I’existence d’au moins 2 pools d’AGPs : (i) un pool embryonnaire et
(i) un pool extra-embryonnaire secrété soit par les embryons au cours de leur développement,

soit par le cal embryogéne au cours de la culture.

Cependant, la technique de chromatographie utilisée dans cette premiere partie est a la fois peu
résolutive et peu sensible, donc mal adaptée a la discrimination des AGPs ayant des propriétés
d’hydrophobicités proches. Afin d’améliorer le pouvoir de résolution des techniques de
chromatographie des AGPs de Theobroma cacao, génotype SNK 630, nous avons cherché a
mettre au point une nouvelle méthode d’analyse basée sur la différence des masses moléculaires

de ce groupe de molécules.

I11.4.3. Séparation des AGPs sur la base de leur masse

moléculaire

Les AGPs, purifiés par B-D-glucosyl Yariv, ont été séparées par chromatographie d’exclusion
stérique couplée a 2 modes de détection des protéines : (i) UV a 215 nm et 280 nm et (ii) la
fluorescence. Dans une premiére partie nous avons mis au point la technique de séparation a
I’aide d’AGPs commerciales contenues dans la gomme arabique d’Acacia, vendue par Sigma-
Aldrich, avant d’appliquer cette nouvelle technique de chromatographie sur les embryons

zygotiques et somatiques de T. cacao génotype SNK 630.

111.4.3.1. Détermination des masses moléculaires des AGPs
de la gomme arabique apreés chromatographie

d’exclusion stérique

La gomme arabique est tout a la fois I’AGP la plus étudiée et la plus utilisée comme molécule

de référence (Van Holst et Clark, 1985 ; LOpez-Franco et al., 2012). Avant 1’analyse des profils
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chromatographiques d’AGPs de gomme arabique, les colonnes ont été calibrées dans un premier
temps avec une gamme de polysaccharides de masse moléculaire croissante (50 a 500 kDa) et

avec des protéines de référence (13 a 670 kDa).
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Figure 38 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (CES) de la gomme arabique d'Acacia(Sigma),
détection a 215 nm (trait plein), et a 280 nm (trait pointillé). (A), Profil chromatographique obtenu a
215 nm ; (B), profil chromatographique obtenu a 215 et 280 nm. Fleche, pic différent entre 215 et
280 nm.

Les masses moléculaires de la gomme arabique d’acacia obtenues par notre méthode de

chromatographie apres détection a 215 nm (Fig. 38) ont été comparées aux masses moléculaires
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d’AGPs de gomme arabique d’acacia séparées par exclusion stérique suivi d’une détection
MALLS (Renard et al., 2006; 2012). L’analyse des chromatogrammes montre que deux groupes
de pics se distinguent (Fig. 38A, B) : un entre 8 et 14 mL de volume d’¢lution et 1’autre entre 18
et 24 mL d’¢élution.

Les masses moléculaires obtenues avec la calibration faite avec des polysaccharides donnent des
valeurs quatre fois inférieures a celles obtenues avec la calibration faite avec des protéines. Une
différence similaire avait été observée. Les valeurs proposées par la littérature sont trés proches

de celles obtenues avec la calibration de protéines (Tableau 4).

Tableau 4 : Masses moléculaires apparentes des différents pics séparés par chromatographie d’exclusion stérique

et détection aux UV dans la gomme arabique d’Acacia (Sigma), comparées a celles de la littérature.

1 2 3 4 5 6
HPSEC  Sucre 367 156 40 0,8 0,3 0,1
(kDa) Protéine 1835 776 200 3,9 1,3 0,7
HPSEC/MALLS (kDa)

1860 776 286 - - -
Renard et al. (2006)
HPSEC/MALLS (kDa)

1800 365 115 - - -

Beltra et al. (2005)

Les protéines utilisées pour la calibrations sont globulaires alors que les polysaccharides sont
linéaires. La différence de structure serait a I’origine de la différence des masses moléculaires
apparentes obtenues (Tableau 5). La fraction protéique des AGPs influencerait la conformation
de la molécule native et par conséquent la masse moléculaire apparente de cette derniére.
Cependant, la conformation structurale des AGPs est également fonction de la taille des chaines
glucidiques qui la compose. En réduisant le nombre de chaines glucidiques et en augmentant
leur taille, on peut passer d’une conformation globulaire a une conformation linéaire. La
structure des AGPs de la gomme arabique d’Acacia, plutot globulaire, serait attribuable a la fois
a la fraction proteique, mais également a la diversité des chaines glycaniques courtes portées par

la protéine native.

Les trois premiéres fractions (Fig. 38) obtenues sont décrites dans la littérature (Beltran et al.,

2005, Renard et al., 2006). Les fractions 4 a 6 (Fig. 38) de masse moléculaire inférieure a 7 kDa
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ne correspondraient pas a des AGPs mais a des résidus issus de la préparation de I’échantillon.
La détection & 280 nm d'un extrait commercial de gomme arabique a permis d’identifier trois
fractions qui sont décrites dans la littérature comme étant respectivement constituées de
glycoprotéines (GP) contenant 47,8% de protéines, d’arabinogalactane protéines (AGPs)
possédant 11,8% protéines et d’arabinogalactane peptides (AG) avec 0,35% de protéines.
(Osman et al., 1993; Renard et al., 2006). Le pic 3, de nos chromatogrammes, pouvant
correspondre aux AG est faiblement détecté a 280 nm. Cette faible détection serait due a une
faible quantité en protéines. La fraction présentant le pic d'intensité le plus éleve pourrait elle
correspondre au pic 2 et donc a la fraction GP de la gomme arabique. Enfin, la fraction AGPs
pourrait étre la premiére fraction éluée d'autant que les masses moléculaires déterminées apres
chromatographie d'exclusion stérique sont en accord avec celles classiqguement déterminées pour
ce type de molécule, soit 1800 kDa (Renard et al., 2006, 2012).

La calibration a 1’aide de protéines sera donc utilisée pour déterminer la masse moléculaire des

AGPs d’embryons de cacaoyer.

111.4.3.2. Détermination des masses moléculaires des AGPs

purifiées a partir du génotype SNK 630 de cacaoyer
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Figure 39 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (CES) détectées a 215 nm d'extrait de protéines
préalablement purifiées par le B-D-glucosyl Yariv chez Theobroma cacao, génotype SNK 630 au
stade de développement VII. (Rose), embryons zygotiques ; (Bleu), embryons somatiques

secondaires;(Noir) milieu de culture des embryons somatiques secondaires.
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Les AGPs isolées a partir des embryons zygotiques, des embryons somatiques secondaires, et du
milieu de culture issu des embryons somatiques secondaires, sont comparées (fig.39). L’analyse
du chromatogramme montre que trois groupes de pics sont détectés. Un groupe (Grp. I) compris
entre 2083 et 670 kDa, un second (Grp. Il) de 670 a 183 kDa et un troisieme (Grp. Il1) allant de
180 a 13 kDa (Fig. 39). Les masses moléculaires de chacun des pics ont été déterminées et sont
rassemblées dans le tableau 5. La chromatographie d'exclusion stérique permet de séparer un
mélange complexe de macromolécules dont certaines ont des masses moléculaires importantes
(Fig. 39). Cependant, on peut noter que méme si la qualité des profils chromatographiques a été
grandement améliorée par rapport a ceux obtenus en phase inverse (Fig. 35), certains pics ne
sont que trés difficilement séparés. Les masses moléculaires obtenues sont pour certaines
proches des masses moléculaires des AGPs de la gomme arabique (1800 kDa) mais trés éloignés

de celles trouvés chez Triticum aestivum (125 kDa) et Ipomea batatas (128 kDa).

Tableau 5 : Liste des masses moléculaires des pics de protéines, de Theobroma cacao, clone SNK 630, au stade
de développement VII, préalablement précipitées avec le B-D-glucosyl Yariv puis séparées par

chromatographie d'exclusion stérique a 215 nm.

Groupe | Groupe 11 Groupe 111
1496
480 61
Embryons zygotiques 1340
425 27
1027
Embryons somatiques 1162
. 442 -
Ilaires 691
Milieu de culture des 1420 530
embryons somatiques 99
879 406

llaires

111.4.3.3. Comparaison des profils chromatographiques des
AGPs de cacaoyer séparées apr CES couplée
détection UV a 215 nm et 280 nm

A linstar des travaux réalisés avec la gomme arabique d'Acacia (Fig. 39), les extraits de

protéines de T. cacao génotype SNK 630 au stade embryonnaire VII ont été analysés a 215 nm
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(Fig. 39) et 280 nm (Fig. 40). Les chromatogrammes obtenus donnent des profils superposables
(Fig. 39, 40), constitués globalement de 3 groupes de pics s'étalant sur une gamme de masses
moléculaires allant de 2000 a 13 kDa. Cependant, les niveaux de sensibilité de la détection a 280
nm sont 10 fois plus faibles en moyenne que ceux mesurés a 215 nm. La détection a 215 nm
permet, entre autres, d'identifier les liaisons peptidiques qui sont bien plus nombreuses que les
molécules aromatiques détectées & 280 nm. Cette différence est un élément permettant
d“expliquer la moindre sensibilité de la détection a 280 nm/215 nm. De plus les AGPs sont des
O-glycoprotéines dont la séquence peptidique est pauvre en acides aminés aromatiques. La
détection a 215 nm semble donc une méthode de détection plus appropriée pour "monitorer" les
AGPs aprés chromatographie. Cependant la détection a 280 nm nous apporte des précisions

quant a la composition moléculaire des molécules purifiées avec le -D-glucosyl Yariv.
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Figure 40 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (CES), détectés a 280 nm, d'extrait de protéines
préalablement purifiées par le B-D-glucosyl Yariv chez Theobroma cacao, génotype SNK 630 au
stade de développement VII. (Noir), embryons zygotiques; (Bleu), embryons somatiques secondaires

; (Rose), milieu de culture des embryons somatiques secondaires.
111.4.3.4. La fluorescence des AGPs

La mesure des bio-aerosol par la détection de la fluorescence du tryptophane intrinseque a été
réalisée avec une corrélation de 0,99 par Cai et al. (2011), révélant la detection par fluorescence

comme une méthode tres sensible. De plus, les résidus de tryptophane ont été retrouves dans la
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gomme arabique (Renard et al., 2006). Nous nous sommes proposé de rechercher 1’intérét de la
détection par fluorescence pour I’étude des AGPs de cacaoyer. Des extraits de protéines
susceptibles de contenir des AGPs de différentes origines : (i) embryons zygotiques et
somatiques de cacaoyer, (ii) des feuilles de peuplier hybride, clone 717 1B4 et (iii) une solution
commerciale de gomme arabique d'Acacia (Sigma), ont été analysées par fluorescence afin d'en
déterminer, de maniere générale, le couple d’Excitation/Emission qui conviendrait a 1’étude de

la fluorescence des AGPs.
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Figure 41 : Spectre de fluorescence 3D d'extrait de protéines dans un tampon phosphate 50 mM a pH 7 £ 0,1.
(A), AGPs de gomme arabique d'Acacia ; (B), AGPs purifiées par 3-D-glucosyl Yariv des embryons
zygotiques de Theobroma cacao, génotype SNK 630 au stade de développement VII ; (C), AGPs
purifiées par B-D-glucosyl Yariv des embryons somatiques secondaires de Theobroma cacao,
génotype SNK 630 au stade de développement VII, (D), AGPs purifiées par 3-D-glucosyl Yariv des
feuilles de peuplier hybride clone 717 1B4.

Les spectres de fluorescence des différentes AGPs présentent des zones de fluorescence dans les
régions associées aux protéines aromatiques (tyrosine et tryptophane) (Ex : 200-250 nm/Em :
280-380 nm) (Fig. 41). Cependant la fluorescence est plus intense dans la région du tryptophane
pour un couple Ex/Em : (200-250/ 330-380 nm). Cette région domine généralement le spectre de

fluorescence. La meilleure longueur d’onde de détection des protéines aromatiques,
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correspondant au couple d'EX/Em 221/350 nm, a été définie par Bourven et al. (2012). Ce
couple d'EX/Em est approprié pour la détection des protéines végétales et plus particuliérement
des AGPs (Fig. 41).

111.4.3.5. Comparaison des empreintes des AGPs de la
gomme arabique obtenues par détection UV et

fluorescence couplée a la CES

Les chromatogrammes obtenus aprés chromatographie d'exclusion stérique, couplée a une
détection par fluorescence, ont été comparés a ceux obtenus apres détection UV a 215 et 280 nm
(Fig. 42).
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Figure 42 : Profils chromatographiques d’exclusion stérique (SEC) de la gomme arabique d'Acacia. (A), trait
pointillé : spectre de fluorescence Ex/Em 221/350, trait pointillé gras : spectre UV 280 nm ; (B), trait
pointillé : spectre de fluorescence Ex/Em 221/350, trait plein gras : spectre UV 215 nm. Fleche,

épaulement du spectre de fluorescence ExX/Em 221/350
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La fluorescence des protéines permet de détecter un épaulement pour le pic majoritaire de la
gomme arabique d'Acacia (Fig. 42) suggérant I'existence d'un mélange de molécules aux
propriétés proches dans I'extrait commercial d'AGP. La fluorescence permet d'approcher encore
plus cette hétérogénéité par rapport aux detections dans I'UV. Ceci pourrait étre dd a la grande
sensibilité de la fluorescence ou encore a sa capacité a détecter le changement de conformation
des protéines (Likhtenshtein, 2009).

La chromatographie d'exclusion stérique couplée a plusieurs méthodes de détection : (i)

fluorescence des protéines et (ii) détections aux UV serait un outil efficient d’analyse des AGPs.

Tableau 6 : Résultats des tests biochimiques des pics collectés & la suite des chromatographies d'exclusion
stérique des AGPs de la gomme arabique d'Acacia (Fig. 38, 42). Test de précipitation au B-D-
glucosyl Yariv, test dot blot avec les anticorps (LM2 et JIM4), test a lI'orcinol sulfurique. + présence, -

absence.

B-Gle-Yariv

++ +++ +++ - - -
AGP
immuno-
detection
4 - -1t e - - -
Carbohydrate
+ +++ +++ + + -

Les protéines détectées par fluorescence ou a l'aide des UV a 215 nm ont été soumises a une
série de tests biochimiques afin d'en déterminer la nature moléculaire : test a lI'orcinol sulfurique
pour l'identification des sucres, test de précipitation des AGPs au f-D-glucosyl Yariv et dot blot
contre des anticorps (LM2 et JIM4) (Tableau 6). Les résultats obtenus montrent que les trois
premiers pics présentent des réactions positives aux trois tests (Tableau 6), et peuvent étre
assignés a des AGPs. Les trois derniers pics ne correspondraient pas a des AGPs. Ces résultats
sont en accord avec la détermination de la masse moléculaire qui montre que les masses
moléculaires des trois derniers pics sont trop faibles pour étre des AGPs (Gane et al., 1995;
Gollner et al., 2011).
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Cette mise au point technique nous permet d'envisager maintenant son utilisation comme
méthode efficiente pour I’analyse et le suivi des AGPs individuelles au cours du développement
embryonnaire.

111.4.3.6. Association de la détection UV/fluorescence
desprotéines couplée a la chromatographie
d’exclusion stérique pour I’analyse des embryons

somatiques du génotype SNK 630

La chromatographie d'exclusion stérique couplée a une double détection (fluorescence et UV a
215 nm) a été appliquée aux protéines d'embryons somatiques secondaires du génotype SNK
630 de T. cacao, préalablement purifiées par le B-D-glucosyl Yariv. Cette technique nous a

permis d’identifier 2 pics aprés une détection aux UV a 215 nm et 5 pics en fluorescence (Fig.
43).
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Figure 43 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (SEC) d'extrait de protéines d'embryons somatiques
secondaires préalablement purifiées par le B-D-glucosyl Yariv chez Theobroma cacao, génotype
SNK 630 au stade de développement VII. Trait plein, spectre UV 215 nm ; Trait pointillé, spectre de
fluorescence Ex/Em 221/350 nm.

Les 2 méthodes de détection utilisées permettent d'identifier les 2 premiers pics et ceci dans des
proportions similaires (Fig. 43). Par contre la fluorescence permet de détecter un plus grand
nombre de pics correspondant a des molécules de faible masse moléculaire allant de 183 a 7
kDa (Tableau 7).
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Tableau 7 :  Comparaison des profils chromatographiques d'extraits de protéines issues d'embryons somatiques
secondaires au stade VII précipitées au B-D-glucosyl Yariv (volume d'élution, masses moléculaires,

nombre de pics) et détectées par fluorescence ExX/Em : 221/350 nm et aux UV a 215 nm (Fig. 46).

1 2 3 4 5
Volume d'élution 10-10,5 11-11,5 13 15,5 17
Masse moléculaire
1450-1140 521-483 142 75 21
(kDa)
Nombre de pics 2 2 1 1 1

Des tests biochimiques, similaires a ceux décrits pour la gomme arabique d'Acacia (Tableau 6)
ont été réalisés sur chacun des différents pics (Tableau 8). Si les 5 pics collectés contiennent
tous des sucres, seul les 3 premiers pics présentent une réponse positive a la fois avec les
anticorps (LM2 et JIM4) et le B-D-glucosyl Yariv (Tableau 6). Sur la base de ces données, et en
accord avec les masses moléculaires calculées, nous suggérons que les 3 premiers pics
correspondent a des AGPs ou des AG peptides. Les autres pics pouvant correspondre a des

produits de dégradations des AGPs et/ou des AG peptides préalablement purifiés.
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Tableau 8 : Résultats des tests biochimiques des pics collectés a la suite des chromatographies d'exclusion
stérique d'extraits de protéines d'embryons somatiques secondaires de Theobroma cacao génotype
SNK 630 au stade de développement VII (Fig. 46). Protéines préalablement purifiées par le -D-
glucosyl Yariv, test de précipitation au 3-D-glucosyl Yariv, test dot blot avec les anticorps (LM2 et

JIM4), test a I'orcinol sulfurique. + présence, - absence.

Sources AGPs des embryons somatiques SNK 630 VII
sucres + + + + +
Yariv-AGPs e + + - -
Epitopes Ac + - + - -
LM2, Jim4

Apres avoir mis au point une nouvelle méthode d'analyse, nous avons cherché a I'appliquer sur
des extraits de protéines enrichies en AGPs aprés précipitation au f-D-glucosyl Yariv pour les
différents génotypes a notre disposition dans cette étude (SNK 630, ICS 60, Sca 6) de
Theobroma cacao. Dans cette derniére partie, 2 aspects on été suivis : (i) I'évolution du pool
d'AGPs et AG peptides au cours des 2 dernieres phases de développement embryonnaire, et (ii)
la présence d'’AGPs et/ou d'AG peptides dans les milieux de culture des embryons somatiques
secondaires. Ici, l'utilisation de cals embryogénes et peu embryogénes doit nous permettre de
déterminer un comportement différent quant a I'accumulation des d'’AGPs et/ou d'AG peptides
dans ces différents milieux. Ce dernier est important au regard de I'un des objectifs de ce travail
. trouver un activateur de type d'’AGPs et/ou d'AG peptides pour améliorer I'embryogenése

somatique de Theobroma cacao.
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|\V. EVOLUTION DU POOL D'AGPS
DE 2 STADES SUCCESSIFS DES
EMBRYONS ZYGOTIQUES ET
SOMATIQUES DU CACAOYER ET

DES MILIEUX DE CULTURE

Les AGPs sont des biomolécules dont I’implication dans la reproduction végétative et la
reproduction sexuée des plantes a été démontrée. Elles sont régulées au cours de
I’embryogenese et interviennent aussi bien dans 1’embryogenese précoce que 1’embryogencse
tardive (Qin et Zhao, 2006 ; Samaj et al., 2005). Leur utilisation dans I’amélioration de
I’embryogenese somatique fait d’elles des molécules d’un grand intérét pour 1’amélioration des
cultures. Cependant, toutes les AGPs ne sont pas activatrices de 1’embryogenése somatique
(Poon et al., 2012). Les AGPs sécrétées par les cals embryogenes auraient un caractére différent
de celles sécrétées par les cals peu-embryogénes. Nous nous proposons d'étudier 1’évolution des
AGPs au cours de 2 stades embryonnaires successifs : (i) stade VI et (ii) stade VII, a la fois dans
les embryons zygotiques et somatiques secondaires. De fagon paralléle, une comparaison des
AGPs isolés de I'albumen et du milieu de culture des embryons somatiques secondaires, issus de

génotypes embryogene et peu-embryogeéne, sera réalisée.

IV.1. Analyse des AGPs et/ou des AG peptides au stade VI et VII

pour les embryons zygotiques

La technique mise au point dans la partie précédente a été appliquée aux embryons zygotiques.
La figure 44 montre un profil chromatographique d'exclusion stérique d'embryons zygotiques de
T. cacao au stade VI et VII pour le génotype ICS 60 (Fig. 44). A l'instar des résultats qui
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précédent, 3 groupes de pics peuvent &tre mis en évidence : le groupe | se caractérise par un
mélange de molécules de masses moléculaires importantes (2000 a 700 kDa), le groupe 1l de
700 a 180 kDa et le groupe 11l de 180 a 13 kDa. Dans le cas de ce génotype, il n'y a pas de
difference entre les profils obtenus aux UV a 215 nm et ceux obtenus par fluorescence, excepté

I'intensité des pics.

Au stade embryonnaire VI, les pics du groupe Il sont les plus intenses (Fig. 44 A) alors que ce
sont les pics du groupe | qui dominent au stade de développement suivant (Fig. 44 B). Une
majorité de pics détectés aux UV a 215 nm et par fluorescence présentent des épaulements
suggérant l'existence de mélanges moléculaires pour chacun d'entre eux (Fig. 44). La détection
aux UV a 215 nm permet de distinguer 2 pics dans le groupe Il d'intensité équivalente (Fig.
44A). Ces 2 pics se retrouvent dans le stade de développement suivant mais sous la forme d'un
épaulement et dans des proportions relatives différentes (Fig. 44B). Ces résultats suggerent que
le pool d'AGPs et/ou d'AG peptides évolue au cours de I'embryogenese zygotique. De plus, cette
étude montre que la technique utilisée est suffisamment discriminante, sans que cela soit
totalement satisfaisant, pour suivre des variations quantitatives de certaines des molécules de ce

mélange complexe.
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Figure 44 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (CES) d'extrait de protéines d'embryons zygotiques

de Theobroma cacao génotype ICS 60. Protéines préalablement purifiées par le B-D-glucosyl Yariv

(A), stade embryonnaire VI; (B), stade embryonnaire VII. (Trait plein), spectre UV 215 nm ; (Trait

pointillé), spectre de fluorescence ExX/Em 221/350 nm.

Pour les masses moléculaires inférieures a 180 kDa, identifiées comme n'étant pas une partie

intégrante des AGPs au regard des tests biochimiques réalisés (Tableau 8), des différences

importantes existent également a la fois entre les stades de développement et entre les méthodes
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de détection utilisées dans ce travail. Dans le groupe Il on détecte un pic a 16 mL d’¢lution par
fluorescence des protéines, et un tout petit pic a 17,5 mL aux UV (Fig. 44A). Pour le stade
suivant, un petit pic est détecté vers 14 mL d’€lution par fluorescence des protéines et un autre

pic de forte intensité est détecté aux UV a 17,5 ml d’élution (Fig. 44B).

L’évolution des AGPs dans les embryons zygotiques du génotype ICS 60 est similaire a celle
observée dans les embryons zygotiques du génotype SNK 630.

IV.2. Analyse des AGPs et/ou des AG peptides au stade V1 et VII

pour les embryons somatiques secondaires

Les chromatogrammes, obtenus & partir des extraits d'AGPs, purifiées au B-D-glucosyl Yariv,
provenant d'embryons somatiques secondaires de T. cacao pour les génotypes SNK 630 (Fig.
45) et Sca 6 (Fig. 46) aux stades embryonnaires VI et VII confirment la présence de mélanges
moléculaires dans tous ces extraits protéiques. De méme, a l'instar de ce qui a été décrit pour les
embryons zygotiques, 3 groupes de pics peuvent étre identifiés sur la base des masses
moléculaires. Pour les embryons somatiques, ce sont les 2 premiers groupes de pics qui
dominent le chromatogramme (Fig. 45, 46). De méme, et ceci quelque soit le génotype, on
observe une inversion des dominances des pics entre le groupe | et 11 lors du passage du stade de
développement VI au stade VII (Fig. 45, 46). Au stade VI, ce sont les pics chromatographiques
du groupe | qui dominent alors que c'est l'inverse pour le stade suivant. Ceci suggére que le
génotype n'impacte pas la distribution des AGPs purifiées au B-D-glucosyl Yariv, mais que c'est
bien le stade de développement qui est important quant a leur distribution dans les embryons
somatiques. Des résultats similaires peuvent étre décrits entre type d'embryons différents. Ainsi,
I'embryogenese zygotique du génotype ICS 60 (Fig. 44) présente des profils identiques a ce qui
a été décrit pour les embryons somatiques des genotypes SNK 630 (Fig. 45) et Sca 6 (Fig. 46).
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Figure 45 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (CES) d'extrait de protéines d'embryons somatiques
secondaires préalablement purifiées par le B-D-glucosyl Yariv de Theobroma cacao génotype SNK
630. (A), stade embryonnaire VI ; (B), stade embryonnaire VII. Trait plein, spectre UV 215 nm ;
Trait pointillé, spectre de fluorescence ExX/Em 221/350 nm.

Au stade embryonnaire VI, 2 pics sont détectes aux UV a 215 nm et 1 en fluorescence (Fig.
45A). Ce résultat suggeére que le pic détecté par fluorescence pourrait correspondre a un mélange
de 2 molécules détectées aux UV. Ces 2 molécules putatives, différant par leur taille respective,
mais pas par leur composition en résidus aromatiques qui apparaitraient sous la forme d'un seul

pic en fluorescence (Fig. 45A).
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Figure 46 :  Profils chromatographiques d’exclusion stérique (CES) d'extrait de protéines d'embryons somatiques
secondaires de Theobroma cacao geénotype Sca 6. Protéines préalablement purifiées par le B-D-
glucosyl Yariv (A), stade embryonnaire V1 ; (B), stade embryonnaire VII. Trait plein, spectre UV 215

nm ; Trait pointillé, spectre de fluorescence Ex/Em 221/350 nm.

Si les profils chromatographiques sont globalement similaires entre les 2 génotypes, on
démontre des différences importantes quant a la distribution putative des AGPs et/ou des AG
peptides. Ici encore, les pics chromatographiques du groupe | sont trés differents entre ceux
détecté aux UV a 215 nm et ceux identifiés en fluorescence suggérant des différences quant a la
structure primaire des protéines. De plus, pour ce génotype, un pic supplémentaire apparait pour

un volume d'élution d'environ 9 mL.

L'ensemble de ces résultats suggerent que si I'évolution des profils d'AGPs et/ou d' AG peptides
semble dépendante des stades de développement embryogéne et non du type d'embryons et/ou

du génotype, la composition de la séquence peptidique des molécules présentes a chacun de ces
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stades de développement est différente pour chacun des genotypes et probablement pour chacun
des types d'embryons.

IVV.3. Analyse des AGPs et/ou des AG peptides au stade V1 et VII
dans les milieux de culture des embryons somatiques

secondaires

Les embryons zygotiques et somatiques ont besoin pour se développer d’un milieu nutritif qui
peut étre naturel, I’albumen, ou artificiel, le milieu de culture. Pour mieux comprendre
I’implication des AGPs dans le développement des embryons de cacaoyer, nous avons comparé
les profils chromatographiques des protéines purifiées en présence de B-D-glucosyl Yariv de

I’albumen et des milieux de culture embryogene et peu embryogene.

A linstar de ce qui a été décrit pour les embryons, 3 groupes de pics peuvent étre mis en
évidence dans l'albumen et les milieux de culture embryogene et peu embryogéne (Fig. 47).
Cependant, a la grande différence de ce qui a été démontré pour les embryons, et ceci quelque
soit le génotype et le type d'embryon (zygotique ou somatique), les 3 groupes de pics ne
présentent pas la méme distribution de masses moléculaires. Les AGPs présentes dans le milieu
de culture des cals peu embryogenes montrent un pic correspondant a un volume d'élution
d'environ 9 mL (Fig. 47C), correspondant a des molécules de masse moléculaire supérieure a
2000 kDa. Les pics du groupe | sont présents dans 1’albumen (Fig. 47A) et le milieu de culture
des cals embryogenes (Fig. 47B), mais tres peu dans le milieu de culture des cals non
embryogenes Fig. 47C). Dans I’albumen, 2 pics sont détectés, conjointement aux UV a 215 nm
et en fluorescence (Fig. 47A). Pour les pics du groupe Il, des différences importantes existent
entre les profils chromatographiques détectés aux UV a 215 nm et ceux obtenus apres une

détection par fluorescence.

A la différence des AGPs et/ou les AG peptides de ce méme groupe (groupe I1) présents dans les
embryons (Fig. 44, 45, 46), les molécules accumulées dans le milieu de culture sont constituées
de protéines dont les taux en tryptophane sont faibles, d'ou les faibles niveaux de détection
observés en fluorescence (Fig. 47). L’application de cette méthode de suivi efficace. nous a
permis de mettre en évidence 1’implication des AGPs dans le développement des embryons chez
le cacaoyer. La comparaison des fractions des embryons zygotiques somatiques et des milieux
de développement des embryons nous a conduit a identifier la fraction | comme celle qui serait

plus impliquée dans I’embryogenése du cacaoyer.
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Figure 47 :

purifiées par le B-D-glucosyl Yariv. (A), albumen du génotype embryogene SNK 630; (B), milieu de

culture génotype embryogenes, SNK 630 ; (C), milieu de culture génotype peu embryogénes (ICS

60). (Trait plein), spectre UV 215 nm ; (Trait pointillé), spectre de fluorescence Ex/Em 221/350 nm.
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|. EXPRESSION D ’AGPS CHEZ LE

CACAOYER

La technique d’embryogenése somatique n’est pas complétement maitrisée chez le cacaoyer et
la réponse des explants demeure dépendante des génotypes. Afin de mettre au point des
protocoles fiables applicables a tous les génotypes, nous avons analysé trois génotypes, du plus
embryogéne au moins embryogéne, Sca 6, SNK 630 et ICS 60. Nous nous sommes intéresses a
un groupe de protéoglycanes présent chez tous les végétaux, jamais étudié chez le cacacoyer, les
arabinogalactanes protéines. Ces molécules sont utilisées comme activatrices de I’embryogenése
somatique chez le choux et le coton (Yuan et al., 2012 : Poon et al., 2012). Elles sont impliquées
aussi bien dans I’embryogeneése zygotique que dans 1’embryogenese somatique (Zhong et al.,
2011 ;Yu et Zhao, 2012 ; Portillo et al., 2012). L’étude de ces protéoglycanes au cours de
I’embryogenése d’une espece ligneuse tropicale. a été réalisée chez Araucaria angustifolia (Dos
Santos et al., 2006). Des AGPs ont aussi été étudiées chez d’autres plantes tropicales telles que
Musa spp. (Pan et al., 2011) et Agave tequilana (Portillo et al., 2012). Cependant, ces travaux ne
portent pas sur 1’expression comparative de ces protéoglycanes au cours de 1I’embryogenese

zygotique et somatique de ces plantes.

Nous avons identifié, en avant premiére, des AGPs, simultanément dans les embryons

zygotiques et somatiques.

Une analyse 1D du protéome des embryons aux stades cotylédonaires a montré que les protéines
sont plus exprimées dans les embryons zygotiques que dans les embryons somatiques. Cette
difference a également été observée chez le genotype PA 150 du cacaoyer par Noah et al.
(2013). Les bandes peptidiques de masse moléculaire supérieure & 120 kDa semblent présenter
une expression différentielle au cours du développement des deux types d’embryons. En effet,
ces bandes sont plus faiblement détectées dans les embryons zygotiques que dans les embryons
somatiques. Cette faible detection pourrait étre liée a la présence des résidus non peptiques car
les bandes polypeptidiques des AGPs peuvent étre masquées par les chaines polysaccharidiques
(Mashiguchi et al., 2004). De plus, ’analyse du glycoprotéome a montré que le pool de
glycoprotéines de faible poids moléculaire était nettement moins glycosylé que le pool de haut
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poids moléculaire. Or, ce pool de glycoprotéines, correspond aux bandes faiblement détectées
dans le protéome des embryons zygotiques. La glycosylation du résidu protéique justifierait
donc la faible détection de ces bandes de peptides. Les protéines des embryons zygotiques
seraient de ce fait plus fortement glycosylées que celles des embryons somatiques. La faible
détection des protéines et la forte glycosylation du pool de protéines de haut poids moléculaire

suggeére qu’il correspondrait a des O-glycoprotéines de type protéoglycanes.

Des bandes glycoprotéiques, correspondant a des AGPs, ont été détectées 1’aide du B-D-glucosyl
Yariv (Seifert et Roberts, 2007 ; Popper 2011) dans les suspensions cellulaires d’A. thaliana
(Darjania et al., 2002), dans les grains de Oryza sativa (Mashiguchi et al., 2004) et dans les
suspensions cellulaires embryons de Araucaria angustifolia (Maurer et al., 2010 ; Dos Santos et
al., 2006). Dans les embryons zygotique et somatique de cacaoyer ce réactif a permis de détecter
une seule bande dans tous les stades cotylédonaires. De méme, une seule bande, sous forme de
smir, a été observée dans chaque stade de développement des embryons zygotiques de A.
angustifolia, bien que 1’analyse ait été faite dans les mégagamétophytes (Dos Santos et al.,
2006). 1l faut souligner que malgré sa capacité a précipiter plusieurs AGPs, le réactif de Yariv
ne permet pas de les détecter séparément. Pourtant, cette famille hyperglycosylée de
glycoprotéines riches en hydroxyproline est trés diversifiée, et une détection plus spécifique a
été possible en utilisant des anticorps anti AGPs (Chapman et al., 2000 ; Saare-Surminski et al.,
2000). Deux bandes, correspondant a deux AGPs de masses moléculaires voisines, ont alors été
mises en évidence, a la fois dans les embryons zygotiques et dans les somatiques primaires et

secondaires.

Nous avons également identifi¢ des AGPs dans I’albumen des embryons zygotiques et dans le
milieu de culture des embryons somatiques de cacaoyer. Or, des AGPs ont déja été mises en
évidence dans le milieu de culture de la chicorée, Cichorium (Chapman et al., 2000) et du
palmier péche, Bactris gasipaes K. (Steinmacher et al., 2012). Les AGPs présentes dans le
milieu de culture ne proviennent pas seulement des embryons mais aussi des cals (Steinmacher
et al., 2012). Van Hengel et al. (2002) montrent qu’une sériec d’AGPs absente avant la
fécondation apparait avec la cellularisation de 1’albumen et une corrélation entre cette
cellularisation de I’albumen et la quantité d’AGPs a été établie. De plus, chez Coffea arabica,

des AGPs ont été mises en évidence dans 1’albumen (Sutherland et al., 2004).

L’hypothése de la présence d’AGPs sulfatées aussi bien dans I’albumen que dans les

embryons a été émise.
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Dans Pistacia lentiscus des protéoglycanes contenant 18,4% d’acides uroniques ont été
identifiés par le bleu Alcian a pH 2,5 (Kottakis et al., 2008). Mais, a pH 1, ce colorant se lie
sélectivement aux protéoglycanes sulfatés (Spicer et al., 1992 ; Gargiulo et al., 2000), mis en
évidence dans tous les types embryons de cacaoyer étudiés et dans 1’albumen. Les AGPs
sulfatés sous formes d’Arabinogalactanes sulfatées sont décrites chez les algues. Chez Codium
fragile, elles ont été caractérisée par une coloration au bleu de toluidine a pH 1, puis par
spectrométrie infra rouge (Estevez et al., 2009). Cette hypothése de sulfatation amene une

réflexion nouvelle quant au mécanisme d’action des AGPs au cours de I’embryogenése.

Nous avons identifié une fraction d’AGPs potentiellement impliquée dans I’embryogenése

somatique.

Nous avons separé par chromatographie liquide a haute performance les AGPs isolées des
embryons zygotiques, de I’albumen, des embryons somatiques et du milieu de culture. La
fraction éluée entre 9 et 11 ml est présente dans ’albumen, les embryons zygotiques et
somatiques et le milieu de culture embryogene, mais est quasiment absente dans le milieu de

culture tres peu embryogene.

Il faut souligner que toutes les AGPs n’ont pas le méme effet sur I’embryogenése somatique.
Celles sécrétées par les cals embryogénes sont activatrices alors que celles issus des cals non
embryogénes sont inhibitrices (Egertsdotter et Von Arnold, 1995 ; Poon et al., 2012). Par
ailleurs, une corrélation a été établie entre la quantité d’ AGPs sécrétée dans le milieu de culture
et le développement des embryons somatiques de Euphorbia pulcherrima (Saare-Surminski et
al., 2000) et de Bactris gasipaes K. (Steinmacher et al., 2012). De ce fait, cette fraction d’AGPs
trés peu sécrétée dans les cultures peu embryogénes, serait le candidat idéal a 1’induction
embryogene chez le cacaoyer. Cependant, une étude appliquée est nécessaire pour déterminer

son effet sur ’embryogenése ou sur le développement des embryons.
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1. IMPORTANCE DE LA
CARACTERISATION DES AGPS

D 'EMBRYONS DE CACAOQOYER

La morphologie des embryons est partiellement régulée par des protéines extracellulaires, parmi
lesquelles les AGPs (Egertsdotter, 1996). Afin de caractériser les AGPs dans les embryons, nous
avons defini des criteres morphologiques associés a la pigmentation des cotylédons, pour
normaliser la comparaison entre les embryons zygotiques et somatiques. Nous nous sommes

intéressés principalement au stade cotylédonaire tres diversifié.

Nous avons défini quatre stades de développement cotylédonaire aussi bien dans les

embryons zygotiques que somatiques.

Rappelons que la phase de croissance, qui correspond aux stades IV et V des embryons
cotylédonaires, est marquée par une augmentation de la taille de I’axe et des cotylédons a la fois
chez les embryons zygotiques et somatiques. La phase de maturation est caractérisée par une

pigmentation et une accumulation de métabolites progressives du stade VI au stade VII.

Les AGPs sont exprimées dans tous les stades cotylédonaires. Leur analyse quantitative montre
que les premiers stades de chaque phase présentent une teneur élevée par rapport aux stades
suivants. Ces différences, observees dans les embryons zygotiques, somatiques et dans
I’albumen, permettent d’établir la différence entre les stades de développement préalablement
définis. Concernant les AGPs en phase de maturation, une différence entre les profils
électrophoreétiques aux stades VI et VII a été etablie aussi bien dans les embryons zygotiques
que dans les somatiques. Les criteres définis permettent d’identifier un stade de développement
dans les deux types d’embryons. La caractérisation de ces stades permet d’identifier dans les
embryons somatiques, les homologues des zygotiques pour une analyse biochimique plus

normalisée.
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Pour déterminer les particularités biochimiques des AGPs des embryons de cacaoyer, nous
avons étudié I’hygrophobicité et les masses moléculaires apparentes des différentes fractions des

AGPs purifiées.

La séparation des AGPs des embryons et celles du milieu de culture par chromatographie
montre plusieurs AGPs d’hydrophobicité différente. Un pool d’hydrophobicit¢ des AGPs a
¢galement été observée chez la gomme arabique d’Acacia, chez I’arabette et le cotonnier
(Renard et al., 2006 ; Dajarnia et al., 2002 ; Poon et al., 2012). Chez le cacaoyer, une fraction
majoritaire renferme la presque totalité des AGPs. Eluée entre 10 et 16% d’acétonitrile, cette
fraction peu homogene est la plus hydrophile. La présence de cette fraction dans les AGPs est
une caractéristique. Une différence a été observée entre les cals embryogenes et non
embryogenes du cotonnier (Poon et al., 2012). Mais, les profils de polarité des AGPs issues des
embryons zygotiques, somatiques, ou du milieu de culture embryogéne n’ont pas permis de les
distinguer. Nous avons de ce fait réalisé une analyse de la fraction majoritaire des AGPs, éluée
en premier, qui serait trés glycolysées selon Dajarnia et al. (2002) dans A thaliana. De méme les
AGPs de la fraction hydrophile du cotonnier sont trés glycosylées (Poon et al., 2012). L’analyse
de composition en monosaccharides de cette fraction montre que le pourcentage molaire en
galactose est plus élevée dans les embryons somatiques et zygotiques par rapport au milieu de
culture. Les AGPs du cacaoyer sont aussi caractérisees par la présence du fucose, également

détecté dans celles du peuplier (Wu et al., 2010).

Les fractions de la gomme arabique obtenues en fonction de leur hydrophobicité contiennent des
molécules de masses différentes (Renard et al., 2006). Les masses moléculaires de ces fractions,
obtenues au cours de nos travaux grace a une calibration par des protéines, sont comparables a
celle de la littérature, contrairement a 1’étalonnage avec les polysaccharides qui donnent des
masses 3x plus faibles. Cette différence entre les deux calibrations, déja été observée par Avella
et al. (2010), serait liée a la structure des protéines (globulaire) et des polysaccharides (linéaire).
La protéine aurait de ce fait un role déterminant dans la structure des AGPs. De plus, la
détection des AGPs par fluorescence montre que leur couple d’Excitation/Emission 200-250

nm/280-380 nm correspond a celui des protéines aromatiques (Chen et al. 2003).

Dans le cacaoyer, I’analyse de la masse moléculaire apparente des AGPs natives montre que les
masses moléculaires se répartissent sur un éventail allant de 7 a plus de 1250 kDa et trois
groupes de pics ont été identifiés 7-180 kDa ; 180-670 kDa ; > 670 kDa.
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La détermination de la masse moléculaire permet également de caractériser les AGPs dénaturées
de cacaoyer, Leur masse moléculaire se situe autour de 130 kDa, inférieure a celle de la gomme
arabique commercialisée (Sigma), et de celle du peuplier, déterminée par Lafarguette et al.
(2004). Cette caractérisation des AGPs de cacaoyer devra étre poursuivie par la détermination
de la séquence peptidique et une recherche bioinformatique de la séquence génique codant cette

protéine.
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I11. DIVERSITE DES AGPS DES

EMBRYONS DE CACAOYER

La complexité de la structure des glycanes et le polymorphisme de la fraction protéique sont
responsables de la grande diversité moléculaire des AGPs, glycoprotéines hyperglycosylées
(Knox, 1997; Tan et al., 2004; Estevez et al., 2006).

L’hétérogénéité des AGPs purifiées rend leur analyse singuliere difficile. Malgré la
microhétérogénéité de la fraction glucidique, 1’analyse de la fraction protéique nécessite trés
souvent une déglycosylation (Schultz et al., 2000). Or, cette réaction dénature la molécule.
Finalement, pour détecter les protéines, qui sont les constituants mineurs des AGPs (1 a 10%), la
fluorescence, qui est une méthode trés sensible de détection des protéines, a donné de bons

résultats.

Pour étudier la diversité des AGPs de taille et de polarités différentes nous avons cherché a
suivre 1’évolution des différents constituants protéiques de la molécule. Cependant, la détection
des protéines aux UV a 280 nm n’est ni sensible ni spécifique. En effet, Simon et al. (2009) ont
montré qu’a 280 nm on détectait également les acides nucléiques. L’analyse par
spectrofluorométrie a montré que les protéines des AGPs fluorescaient dans les mémes zones
que les protéines. Cette détection par fluorescence des protéines permet de détecter de maniere

plus sensible I’hétérogéneité des AGPs.

Nous avons ainsi développé une technique d’analyse basée sur la teneur des AGPs en composés
aromatiques dans les protéines détectées par fluorescence, avec un couple EX/Em : 221/350.
Ainsi, dans une fraction homogene sur la composition en sucres on peut, gréace a la fluorescence,
déterminer une hétérogéneité, si elle existe, au niveau de la fraction protéique. Par ailleurs, la

fraction protéique peut étre homogene tandis que la fraction glucidique est hétérogeéne.

La méthode, développée pour 1’analyse et le suivi des AGPs, associe la détection par UV a 215
nm et par fluorescence.Elle démystifie un peu la complexité de ces macromolécules en
permettant de suivre en direct une héetérogénéité des fractions et la différence de composition.

Aucune méthode similaire n’est proposée par la littérature a ce jour.
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|\VV. FONCTION BIOLOGIQUE DES
AGPS AU COURS DU
DEVELOPPEMENT

EMBRYONNAIRE

Les AGPs sont des protéoglycanes impliquées dans plusieurs aspects de la croissance et du
développement des plantes. Elles sont notamment impliquées dans I’embryogenése et le
développement des embryons (Chapman et al., 2000). La sécrétion de ces molécules dans le
milieu de culture a été observé chez le cotonnier (Poon et al., 2012) et le palmier péche
(Steimacher et al., 2012). Dans le cacaoyer, comme dans le cotonnier (Poon et al., 2012), la
différence établie entre les sécrétions des cals embryogenes et non embryogenes montrent que
des AGPs particuliéres sont produites au cours de I’initiation du développement des embryons.
Chez le cacaoyer, cette différence met en exergue I’implication des AGPs dans I’embryogenése
somatique. Cependant, si les AGPs sécrétées dans le milieu de culture sont généralement
activatrices de ’embryogenese (Ergasdotter, 1996), certaines d’entre elles en sont inhibitrices
(Poon et al., 2012). Il faut aussi souligner que la réponse des cellules a I’action des AGPs n’est
pas trés spécifique. En effet, les AGPs produites par une espece végétale peuvent stimuler

I’embryogenese d’autres especes (Van Hengel et al., 2002 ; Ergesdotter et al., 1995).

Les arabinogalactanes protéines sont impliquées dans ’acquisition de la compeétence cellulaire
et IDinitiation de I’embryogenc¢se somatique. Cette acquisition de la compétence a
I’embryogenese s’accompagne de modifications pariétales. Plus particulierement, les AGPs
interagissent avec les pectines pour modifier 1’¢lasticité de la paroi (Willats et al., 1999 ;
Boughanmi et al., 2010), et établissent par leurs acides uroniques respectifs des ponts calciques.
La capacité des AGPs a se fixer aux ions calcium en fonction du pH participerait aux

modifications cellulaires. Les AGPs interagissent aussi avec diverses molécules dont les
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phytohormones (Park et al., 2003), notamment le 2,4-D qui inhibe leur sécrétion dans le milieu
de culture chez Curcubita pepo (Ben Amar et al., 2010).

Dans Picea abies (Norway spruce), les AGPs extraites de graines (embryons zygotiques)
stimulent ’embryogeneése somatique (Ergersdotter et Von Arnold, 1995). Mais, les AGPs
prélevées dans les graines immatures, contenant embryon zygotique et albumen, ne sont pas
toutes promotrices de I’embryogenése somatique, en effet ce sont les AGPs produites aprés la
cellularisation compléte de I’albumen qui stimulent ce type d’embryogenése chez la carotte
(Van Hengel et al., 2002). Dans le cacaoyer, les AGPs présentes dans 1’albumen des embryons
zygotiques sont potentiellement capables d’activer I’embryogenése somatique dans cette méme

espece.

L’¢étude de la fonction biologique de ces molécules au cours du développement embryonnaire a
trés souvent été basée sur les effets d’une carence induite par le réactif de Yariv, c’est le cas
chez le tabac et la carotte, ou par I’étude des mutants (Yu et Zhao, 2012 ; Zhong et al., 2011 ;
Tan et al., 2006 ; Hu et al., 2006). Nous avons envisagé pour le cacaoyer une approche
déductive qui a permis de déterminer, par une analyse quantitative, des variations de teneur en
AGPs pouvant étre associées a leur expression en fonction de 1’activit¢ métabolique des
embryons a des stades définis de développement. Ce résultat a été acquis dans les embryons
zygotiques comme dans les somatiques, donc ces variations de teneur en AGPs dans les stades
successifs de développement montrent que leur expression est régulée dans les deux types
d’embryogenéses. De méme, chez Picea abies la morphologie des embryons est régulée par des
AGPs (Egertsdotter, 1996) et dans le palmier péche une expression différentielle des AGPs a
également été observée (Steimacher et al., 2012).

La différence entre I’embryogenese zygotique et somatique chez le cacaoyer réside dans 1’aspect
morphologique marquée par des cotylédons plus développés dans les embryons zygotiques que
dans les embryons somatiques, mais aussi par un développement plus important de 1’axe dans
les embryons somatiques que dans les zygotiques. Sur le plan physiologique, si la synthése des
AGPs est régulée au cours du développement dans les deux types d’embryogenése, les phases
ou elles sont le plus sollicitées ne sont pas les mémes. Les teneurs en AGPs sont les plus élevées
dans les embryons zygotiques pendant la phase de maturation tandis que c’est pendant la phase
de croissance que les embryons somatiques ont une demande accrue en AGPs. Il est nécessaire
de bien identifier les exigences des embryons ou des cellules pour promouvoir leur

différentiation ou leur développement.
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Dans le cacaoyer, la premiere phase de développement des embryons cotylédonaires (stades IV
et V) est caractérisée par un phénomene de croissance dans lequel des AGPs sont impliquées
dans la division cellulaire, probablement comme dans le tabac (Yu et Zhao, 2012). De méme, au
cours des stades VI et VII, qui correspondent a la phase de maturation, I’implication des AGPs a
été mise en évidence, comme c‘est le cas chez Picea alba (Ergersdotter et Von Arnold, 1995).
Au final, dans le cacaoyer les AGPs sont nettement plus exprimées au cours des étapes qui
correspondent a 1’accumulation des réserves dans les cotylédons, ou encore a d’autres associées
a la croissance, dont I’initiation implique de profondes modifications cellulaires. Chez A.
thaliana, Zhong et al. (2011) ont aussi montré que les AGPs sont impliquées non seulement
dans la formation des cotylédons, mais aussi dans la germination des embryons.

Pour assurer leurs différentes fonctions, les AGPs pourraient emprunter plusieurs mécanismes
d’action suivant les hypotheses proposées par Showalter et al. (2001). L’hypothése de la
présénce d’AGPs sulfatées suggerait une vois de prédilection au cours de I’embryogenése. Le
mécanisme d’action de ces AGPs sulfatées pourrait étre comparé a celui de I’héparine, qui est
une protéoglycane du regne animal. Dans ce cas on peut penser qu’elles collecteraient des
ligands pour les présenter aux récepteurs appropriés (Schlessinger et al., 1995). La similitude de
fonction AGPs/ héparine laisse aussi supposer une similitude de structure, qui jusque 1a n’a pas

été mise en évidence.

Concernant le volet appliqué de notre travail, dont 1’objectif est d’améliorer 1’obtention
d’embryons somatiques, la fraction d’AGPs embryogénique que nous avons identifiée pourrait
activer des génotypes de cacaoyer non ou peu embryogénes et accroitre le potentiel embryogéne
des génotypes embryogénes. A titre d’exemple I’apport exogéne des AGPs de la gomme
arabique dans le milieu de culture a permis d’améliorer I’embryogenéese chez le choux, avec un
facteur 35 de multiplication d’embryons (Yuan et al., 2012). Dans le cacaoyer la valeur de ce

potentiel reste a déterminer.
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CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES

|. CONCLUSION

Ce travail de these porte sur I’étude des arabinogalactanes protéines des embryons de cacaoyer.
L’intérét pour ces molécules est apparu compte tenu la difficulté de réussir I’embryogenése
somatique chez cette espéce. La réussite de la production des embryons somatiques dépend
toujours des génotypes, et la réussite de la conversion de ces embryons en plantes entiéres est
importante pour la valorisation des génotypes sélectionnés. C’est ainsi que la recherche sur
I’implication de ce groupe de molécules I’embryogenése du cacaoyer a été envisagee, aussi bien
chez les embryons somatiques que zygotiques. Notre but était de déterminer I’implication
éventuelle de ces molécules dans la conversion des cals en embryons et le développement de ces

derniers.

Nous avons tout d’abord défini des critéres permettant de comparer, sur la méme base, les
embryons somatiques avec les zygotiques. Les stades de développement que nous avons
identifiés ont fait I’objet d’une caractérisation morphologique, histologique et biochimique. Les
criteres définis constituent des éléments nouveaux, qui viennent compléter les données de la

littérature qui permettent de différencier certaines étapes de ce processus.

Dans un premier temps, les AGPs ont été detectées par la technique de coloration au réactif de
Yariv, et par immuno-déetection. Les AGPs sulfatées sont mises en évidence chez les plantes a
fleurs. Cette détection met en exergue une voie privilégiée du mécanisme d’action des AGPS au
cours de I’embryogenése. Elles ont été caractérisées par leur polarité et leur masse moléculaire.
Les molécules candidats a la stimulation de I’embryogenése somatique chez le cacaoyer, ont été
identifiées par leur absence dans les milieux de culture peu-embryogenes. Les AGPs de

cacaoyer sont en majorité hydrophiles, fortement glycosylée, de masse moléculaire élevée (>
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670 kDa). La fraction potentiellement embryogeéne est tres variable et contient plus de protéines
que les autres fractions. Sa composition moléculaire évolue au cours du développement des

embryons zygotiques et somatiques de cacaoyer.

Les fonctions assurées par les AGPs au cours du développement des embryons de cacaoyer ont
été déduites de la variation de leur teneur dans les tissus. L’anatomie et la morphologie des
différents stades de développement des embryons ont permis d’émettre des hypothéses. Les
AGPs participeraient a la mise en place des cotylédons, a I’initiation de leur pigmentation, au

développement du tissu vasculaire et a la mise en place des zones méristématiques.

Au cours de notre étude une technique relativement aisée et rapide d’analyse et de suivi des
AGPs a été développée. La séparation par chromatographie d’exclusion stérique, associée a une
double détection, aux UV a 215 nm et par fluorométrie EX/Em : 221/350 nm, a permis de mettre
en évidence a diversit¢é des AGPs. L’hétérogéneité des fractions est basée soit sur leur
composition en sucres, soit sur leur composition en acides aminées. Par contre, quelque soit
I’échantillon, la masse moléculaire apparente est liée a la I’importance du résidu protéique. La
fraction la plus hétérogene est celle qui s’est avérée susceptible d’activer 1’embryogenese

somatique. Elle serait réegulée au cours du développement des embryons.

Embryogenése

/ du cacaoyer \‘

Embryogenése zygotique Embryogenése somatique

\ Embryons /
J

v - .
- - AGPs riches en /l Augmentent
4 stades AGPs détectés 2 AGPs de masses orotéines S
cotylédonaires [™®] danstous les moléculaires = df“‘lcc’”” du .
. . . evelo| emen
IV, V, VI, VII stades (sulfatés ?) différentes AGPs pauvres PP
en protéines | Baissent
Milieu
() nutritif \ -
W J y
Milieu Milieu peu
Albumen embryogéne embryogéne
‘ AGPs riches en protéines ‘ ::)| Présentes | ‘ Absentes ‘
‘ AGPs pauvresen protéines ‘ ::)‘ Présentes dans tous les milieux nutritifs ‘

AGPs riches en protéines activatrices de I'embryogenése somatique?
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Il. PERSPECTIVES

Nos résultats ouvrent des perspectives de recherche sur I’implication des AGPs, non seulement
aux stades précoces d’initiation, mais a des stades embryonnaires plus avancés, dont la
connaissance des mécanismes de développement est particulierement appréciée dans le cadre de
la production de Theobroma cacao. Dans ce contexte, les perspectives sont envisagées a court et

plus long termes.
Perspectives a court terme : Immuno détection in situ des AGPs

Des travaux préliminaires de localisation des AGPS par immuno-fluorescence ont montré
qu’elles sont abondantes dans le cortex et le systétme vasculaire. Ce marquage, obtenu avec
I’anticorps LM 14, a indiqué la présence des sites reconnus principalement dans la paroi, et avec

une moindre intensité dans le cytoplasme des embryons de cacaoyer.

A

Figure 48 : Coupes longitudinales d'un embryon somatique (A) montrant des sites de marquage par
immunofluorescence FITC essentiellement dans la paroi (B), anticorps LM 14; C, Témoin avec

fluorescence non spécifique.

Cette technique de localisation pourra étre utilisée pour étudier et comparer la localisation
cellulaire des AGPs dans les différents types d’embryons et aux différents stades de
développement. Elle permettra de mieux analyser les modifications qui accompagnent le
développement des embryons sur le plan de la distribution des AGPs et de leur teneur. Ainsi une

argumentation structure/fonction pourra étre proposée.

134



La technique d’immuno-marquage a I’or a également été tentée pour étudier la localisation
subcellulaire des AGPs dans les différents tissus embryonnaires. Cette analyse confirme la
localisation pariétale, et indique également une distribution cytoplasmique et méme vacuolaire

de certaines AGPs dans 1’albumen de cacaoyer.

La localisation subcellulaire des AGPs est un outil précis qui pourrait, en association avec des
analyses biochimiques, donner des arguments permettant de mieux comprendre leur mécanisme
d’action. Elle permettrait également d’étudier une possible interaction enre ces proteoglycanes

et d’autres molécules pariétales au cours de I’embryogenese.

Figure 49 :  Coupe ultra fine dans I'albumen d'un embryon zygotique du génotype SNK 630 au stade Il. Inclusion
dans la résine LRW et immunomarqué a I'or (billes de 10 nm) anticorps JIM 8. A cellules entiéres de
I’albumen (Barre 2 um), B Vaccuoleimmunomarquée (Barre 1 pm), C Témoin sans marquage (Barre

1 pm), Det E, Cytoplasme et paroi immunomarqués (Barre 2 pm).

Les analyses biochimiques seront poursuivies par la détection par infrarouge et spectroscopie de
masse des groupements sulfatés dans les AGPs.

Perspectives a moyen et long termes

La suite de ce travail est I’analyse de la fraction d’AGPs impliquée dans le développement des
embryons par MALDI/TOF(Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
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spectrometer). Un séquengage et une analyse génomique de la protéine permettrait d’identifier
de maniere plus précise I’AGPs impliquée dans I’embryogenese. Une fois identifiée elle pourrait
étre produite par des cellules transformées pour une application industrielle. 1l a en effet eté

démontré que les protéines issues de la séquence peptidique des AGPs activent I’embryogencése.

De manicre plus simple, I’application de nos résultats consisterait 4 mener une étude sur ’effet
d’un apport exogéne de la fraction activatrice de 1’embryogenese sur 1’amélioration de ce
processus chez le cacaoyer. Dans le cas d’une application a grande échelle la CES préparative
pourrait étre utilisée pour séparer les AGPs isolées. Elle permettrait de collecter de grande

quantité des fractions.
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ANNEXES

ANNEXE 1 Composition du milieu de culture DKW (Driver et Kuniyuki, 1984)
PCG SCG 1 SCG 2 ED
Macroéléments :
NH4NO; 1416g.L" | 1416¢9.L" 1,416 g.L* 1,416 g.L*
Ca(NOs),, 4H,0 1,969 g.L™ | 1,968¢g.L" 1,968 g.L™ 1,968 g.L™
CaClz, 2H20 0,149g.L" | 00149g.L" | 00149g.L" | 00149 ¢g.L"
K250, 1559 gL | 01559¢g.L" | 01559¢g.L? | 01559 g.L"
MgS0., 7H,0 074gLt | 0074gL? | 0074gLt | 0074g.L?
KH,PO,
0,265g.L" | 0,0265g.L" | 00265g.L" | 0,0265¢.L™
Microéléments :
ZnS0y, 6H,0 17 mg.L™" 17 mg.L™? 17 mg.L* 17 mg.L*
MnS04, H20 334mglL? | 334mgL? | 334mgLt | 334mgL?
FeSO,, 7H,0
33,8mg.L" | 338mg.L* 33,8mg.L" | 33,8mg.L?
Na,, EDTA
H3BOs 454mg.L* | 454mg.L* 454mg.L" | 454 mg.Lt
CuSO4, 5H,0 4,8mg.L" 4,8mg.L" 4,8mg.L" 4,8mg.L*
Na,MoO,, 2H,0 0,25mg.L* | 0,25mg.L™? 0,25mg.L* | 0,25mg.L*
0,39mg.L™ | 0,39mg.L* 0,39 mg.L* | 0,39 mg.L?
Vitamines :
Thiamine-HCI 2mg.L* 0,2mg.L* 0,5mg.L*
Acide nicotinique 1 mg.L? 0,1 mg.L* 0,05 mg.L™
Glycine 2mg.L? 02mgL?t | T
Pyridoxine 0,05 mg.L™
Glutamine 250 mg.L™
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PCG SCG 1 SCG 2 ED
Myoinositol 200 mg.L™* | 100 mg.L™ 100 mg.L™ 100 mg.L™
Hormones
Acide 2,4
dichlorophenoxyacetique
2mg.L? 2mg.L? 2mg.L?
(2,4D)
Thidiazuron (TDZ)
Kinétine Sug.L* | e |
(BA) 6-benzylaminopuring| - 50 mg.L O
""""""""""""""" 50 mg.L™
Glucose 20g.L™" 20g.L™" 20g.L™" 1g.L™
Saccharose 30g.L™
Gelrite 249.L" 2,49.L" 2,49.L" 2,49.L"
pH 58 5,7 5,7 5,7
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Résumé

Trois génotypes de cacaoyer, choisis en fonction de leur degré d’embryogénie ont été utilisés pour rechercher
I’implication des arabinogalactanes protéines (AGPs) au cours de I’embryogenése de Theobroma cacao L.. Les
critéres morphologiques histologiques et biochimiques ont permis de caractériser les stades de développement
permettant une analyse comparative de I’embryogenése somatique et ’embryogenéese zygotique. Les protéines
glycosylées présentaient une expression différentielle en fonction des stades de développement et des
génotypes. Les AGPs ont été mis en évidence pour la premiére fois chez le cacaoyer a I’aide du B-D-glucosyl
Yariv et des anticorps spécifiques anti AGPs sans que I'on ne puisse observer aucune différence au regard des
stades de développement ou du génotype. Les AGPs des embryons de cacayer, isolées a 1’aide du B-D-glucosyl
Yariv ont été purifiées suivant leur polarité et leur masse moléculaire. Elles sont en majorité trés glycosylées et
présentent une composition en monosaccharides similaire dans les embryons somatiques et zygotiques, mais qui
différe de celle du milieu de culture. La séparation par le CES calibrée par les protéines a permis de définir les
masses moléculaires apparentes. Trois fractions ont été détectées, de 7 kDa a 180 kDa ; 180 a 670 kDa et
supérieure a 670 kDa. L’association de la détection UV a 215 nm et la fluorescence des protéines a 221/350
nm : Ex/Em permet de détecter facilement 1’hétérogénéité des fractions des AGPs et de suivre I’évolution des
AGPs au cours du développement des embryons. La fraction éluée entre 9 et 11 ml a été identifiée comme celle

qui serait la plus impliquée dans I’embryogenése chez le cacaoyer.

Mots clés: Arabinogalactan protéines, embryogenése, Theobroma cacao L., chromatographie, fluorescence,

electrophorese.

Abstract

Three genotypes of Theobroma cacao L., selected according to their degree of embryogenesis were used to
investigate the involvement of arabinogalactan proteins (AGPs) during embryogenesis. Morphological,
histological and biochemical criteria were used to identify developmental stages for a comparative analysis of
somatic and zygotic embryogenesis. Glycosylated proteins showed differential expression according to
developmental stages and genotype. The AGPs were highlight for the first time in cocoa with the p-D-glucosyl
Yariv reagent and specific antibodies against AGPs without developmental stages or genotype effect. The AGPs
isolated from cocoa embryos using B-D-glucosyl Yariv reagent, were purified according to their polarity and
molecular weight. They are mostly glycosylated. The monosaccharide composition is different in somatic and
zygotic embryos from the culture medium. Separation by SEC after proteins calibration of the column allowed
us to define the apparent molecular weight of cocoa AGPs. Three fractions were detected, from 7 kDa to 180
kDa; 180-670 kDa and greater than 670 kDa. The combination of UV detection at 215 nm and proteins
fluorescence at Ex/Em: 221/350 nm can detect the diversity of AGPs and has been used to monitor AGPs during
embryos development. The fraction eluted between 9 and 11 ml has been identified as being heavily involved in

the embryogenesis of cocoa tree.

Key words: Arabinogalactan proteins, embryogenesis, Theobroma cacao L., chromatography, fluorescence,

electrophoresis.



