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epuis la création de I'Inra en 1946, les chercheurs en biologie moléculaire de I'Inra Versailles ont
contribué de maniere continue a la connaissance du fonctionnement du végétal. Ces avancées et
découvertes scienti ques ont été favorisées trés tot par le renfort intellectuel de nombreux étu
diants (PCMB, Université d'Orsay, AgroParistech), ainsi que par l'insertion des chercheurs dans les réseaux
scienti ques internationaux. Elles sont aussi le fruit d'intenses et fréquents échanges entre les chercheurs,
au sein de petites équipes partageant régulierement leurs résultats voire leurs mayesisleQuelques
leurs avancées scienti ques majeures sont présentées ici.

Foisonnantes, les voies de recherche suivies utilisent une méme propriété fondamentale de la cellule végé
tale: la ¢otipotence. €Ette propriété confere a la cellule, qu'elle soit embryonnaire ou di érenciée, la
capacité a régénérer une plante entiére si on la cultive dans des conditions favorables. Les chercheurs de
I'lnra ont largement tiré parti de cette propriété, unique au régne végétal, dans la perspective d’apporter
des solutions a des problémes agronomiques. La totipotence de la cellule végétale est ainsi a la base de
travaux aussi divers que I'assainissement de plantes atteintes de virose, ifavitidtiplicatioore

I'utilisation de protoplastes pour hybrider des génomes ou pour obtenir des mutants.
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*Pascale Mollier est rédactrice en chef du Canal Science Web dans 'Unité Communication de I'Inra.
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X LES PREMIERS JALONS DE LA CULTURE IN VI
LA CULTURE DE CELLULES ET LA REGENERAT
DE PLANTES

Dés 1939, le botaniste, professeur a la faculté des sciences de I'universitdeda BatierBpger
réalise une culturevitro de cambium, la couche de cellules située sous I'€corce et dont les divisions
donnent le bois.

T Apex de dahlia débarrassé

|| | des mini-feuilles qui constituent

le bourgeon apical, 1955. Lexplant
utilisé par Georges Morel et Claude
Martin est le minuscule dome apical,
qui nécessitait la mise au point
de conditions de culture spéci ques
des méristémes.

119

© Inra/ J.F. Muller.
© Inra/ J.F. Muller.

Cals d'Epiphyllopsis, un cactus ornemental, collection de tissus en culture
in vitro de Georges Morel, 1970.

En 1952, a I'Inra de Versailles, Georges Morel, inspiré par les travaux pionniers de Gautheret, développe
I'ambition agronomique de guérir des plantes infectées par des viroses (dahlia, pomme de terre...). Il suit
les indications de Pierre Cornuet, pathologiste a I'lnra de Versailles, qui avait révélé que les apex de plante
étaient généralement indemnes de virus. Il réussit avec Claude Martin a cultiver les-cellules des méris
temes qui sont indemnes de particules virales. En 1960, Georges Morel réalise la premiere multiplication
vegétativin vitro de l'orchidée, dont la généralisation dans les laboratoires du monde entier conduit a
lindustrialisation du procédé pour la fourniture commerciale de trés nombreux cultivars d'orchidées.

VEGETAL ET BIOTECHNOLOGIES

Y LES HAPLOIDES, INTERET FONDAMENTAL
ET UTILISATION EN AMELIORATION DES PLBAN

En 1967, JeBierre Bourgin, alors étudiant en DEA au laboratoire de physiologie pluricellulaire du
phytotron de GifirYette, obtient des plantes haploides de tabac en cultivant dans leurs antheres des
grains de pollen immature, avant la formation des deux cellules reproductrices males. Les publications
de Jeafierre Bourgin sont parmi les plus citées dans le domaine pendant 40 ans.

ARCHORALBM®LOGISTES
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© Inra / Jean-Pierre Bourgin

© Thierry Doré.

Haploide de tabac enraciné et Champ de tabac en eurs (Alsace).

Une plante dithaploide possede daostes ses cellules un seul stock de chromosomes (= n chromo

somes). Un caractere récessif indésirable peut donc s’y exprimer sans étre masqué par le caractére
dominant porté par le chromosome homologue comme chez un organisme diploide (=2n chromosomes).

Il est alors possible d'identier les caractéres récessifs indésirables et de sélectionner des haploides
performants, qui sont ensuite transformés en glantewes» fu homozygotes) en doublant,

a l'aide d'agents chimiques comme la colchicine, le nombre de chromosomes (haploides doublés a
2n chromosomes).

Cette nouvelle possibilité d'obtenir des haploides sera largement mise a pro t.

En eet, le potentiel de cette méthode en amélioration des plantes est énorme et elle a donné lieu a
diverses techniques largement employées de nos jours pour I'amélioration de trés nombreuses espéces
cultivées. Quelques exerdplagiétés issues de cultures d'antheres F29T4riété japonaise de

tabag 1978 lunghua 1, variété chinoise de riz. 887 variété francaise de 1989 Alria et

Mégal, variétés d'aubergir895 Osjrvariété de piment. Citons aussi Maris Haplona, variété de colza

issue d'un haploide spontané observé au champ (1976) et Mingo, variété canadienne d'orge issue de
croisements interspéci ques (1980).

© Inra / Lucette Corriols-Thevenin.
© Inra/ Robert Dumas de Vaulx.
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Hybride d'asperge obtenu en croisant deux lignées hooltygoantheres d'aubergine.
haploides doublés.




/ RECHERCHE D'UN MODELE VEGETAL

Dans les démarches plus fondamentales, les rapides progré
connaissances que permettent les organismes modéles co
Escherichia coli ou encore la drosophile ont motivé les végét|
pour choisir une plante modele. Les tabacs ont fourni un bon
port de mise au point technique, notamment pour la recherche
conditions e caces de cultures de protoplastes. Cependant,
tabacs sont des amphidiploides (addition de deux géno
diploides), ce qui en limite ['utilisation en génétique somatique.

REPERES

JearPierre Bourgin et Yves Chupeau proposent dés 1976, d'
Nicotiana Plumbaginifolia, plante diploide, dont les cultures de
plastes haploides permettent de sélectionner de fagon e cac
mutations en cultuia vitro. Cette espéce est eectivemen

© Inra/ J.P. Bourgin.

lante haploidodéiana plumba-

e s . . . P
Iargement utllllsee par les biologistes du dpmame, notammenbimna, qui servira de plante modéle
I'équipe de Michel Caboche pour la sélection de mutants dé ciemtsde nombreux laboratoires, 1976.
en nitrate réductase.
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Anne-Héléne Cain.

© Inra/ Christophe Maitre.

©

In orescence d'Arabidopsis thaliana, I'arabette des danfiante expérimeAtalsidopsis Thaliana.
arabette de Thalius, fausse arabette, plante annuelle de la famille

des Brassicacées dont I'habitat naturel s'étend de I'Afrique du Nord

a I'Europe et a I'Asie.

En 1989, c'est nalement I'Arabette, Arabidopsis thaliana, petite crucifére dont le génome est I'un des plus
petits du monde végégai, est proposée comme plante modéle. Les graines minuscules, ainsi que la
petite taille des plantes autorisent en n la manipulation de grandes populations de plantes. La simplicité
du genome simple en facilite la caractérisation, accélérée par les rapides progrés des techniques de
séquencage. Dés 2000, le génome de I'Arabette sera séquence.

Le recours a ce modéle dans le monde entier conduit rapidement a de nombreuses et rapides avancées
fondamentales dont l'utilisation se prolonge encore actuellement.

Dés 1990, les équipes du laboratoire de Biologie Cellulaire de Versailles ont trés activement adopté cette
espéce modele en participant aux démarches initiales de la génomique d’Arabidopsis.

ARCHORALE®LOGISTES DU VEGETAL ET BIOTECHNOLOGIES



[ LES PROTOPLABDBESIL DE CONNAISSANCE
ET DE CREATION D'HYBRIDES

Des 1971, Yves Chupeau contribue a la maitrise
de la production de protoplastes chez le tabac et
a la régénération de plantes a partir de ces
protoplastes. Le sujet est dicile a défendre car,
a I'époque, les protoplastes sont considérés
comme desmonstessans\&nir ».

Les protoplastes sont des cellules végétales dont
la paroi a été digérée par des enzymes. Aprés
Descendance de laitues issues de culture de protoplaﬁg@é}%ﬂon de cette paroi, ils se divisent et

forment des colonies cellulaires, a linstar des
cultures bactériennes. Et surtout, dans des conditions de culture dé nies, ils peuvent régénérer des plantes
entieres. Ces cellules sont donc une véritable aubaine dans une activité d'amélioration des plantes. En
e et, les trés grandes populations de protoplastes obtenues pour chaque préparation (plusieurs dizaines
de millions), fournissant potentiellement autant de plantes, facilitent la sélection de mutants biochimiques
générés par I'action de rayonnements ou I'action de produits chimiques sur les protoplastes.

© Inra / B. Maisonneuve.

L'absence de paroi permet d'introduire dans les protoplastes des fragments d’ADN par électroporation ou
par action de padttyléneglycol. L'absence de paroi permet également fusionner des protoplastes
d'espéces di érentes par action de ce méme produit et créer ainsi de nouvelles combinaisons nucléaires
(hybrides) ou d'organites cytoplasmiques, comme le fait Georges Pelletier quelques années plus tard.
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© Inra / Georges Pelletier.
© Inra/ Yves Chupeau.

En cultumevitro, dans des conditions appropriées, Fusion de protoplastes de laitues, 1992.
pratiguement toutes les cellules dérivées de protoplastes

deN. tabacum xhaghoide (SH6) se sont divisées,

et permettront de régénérer des plantes.

\ LA STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE

En 1983, Georges Pelletier obtient un coktéried{donc uniquement femelle) en fusionnant des
protoplastes. Cette avancée permet de produire & I'échelle agronomique des semences hybrides en
croisant ces individus femelles par des variétés di érentes, productrices de pollen, avec tous les béné ces
de I'hybridation en termes de vigueur et de performances. La premiére variété de colza hybride, Synergy,
est inscrite en 1994 au catalogue o ciel frarljais garSerasem, et la plupart des colzas cultivés sont
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© Inra / Michel Renard.
© Inra / Georges Pelletier.

Colza male fertile : les anthéres contiennent des gtains de colza male-stérile (a gauche) et male-fertile (a droite).
de pollen.

aujourd’hui hybrides. Une nouvelle avancée de portée mondiale est également réalisee a Versailles, avec
lidenti cation du géne de la stérilité méale cytoplasmique, publiée en 1992.

Pour obtenir un colza méle stérile (et ultérieurement de maniére similaire chez le chou), Georges Pelletier
a réalisé des fusions entre des protoplastes possédant des génomes chloroplastiques et mitochondriaux
de radis ou de colza. Il obtient a la n des individus possédant un génome nucléaire de colza, des chloro
plastes de colza et des mitochondries contenant le géne de stérilité male de radis.

Dans les années 1980, des mutations créées dans des prolipasies geumbaginifolia

permettent a 'équipe de Michel Caboche d'identi er les génes impliqués dans I'assimilation de I'azote,
dont le géne de la nitrate réductase, et de les isoler. Créer une mutation dans un géne permet en e et, en
observant les e ets sur la plante, de déterminer la fonction de ce géne. On peut ainsi répertorier les genes 123
impligués dans une fonction (par exemple, croissance, oraison) et en comprendre les mécanismes
élémentaires. Leur clonage donne accés a la

protéine correspondante, dont I'étude permet de

mettre en évidence les interactions avec d'autres

facteurs, physiques ou biologiques.

Lutilisation de mutants permet également de
décrypter les mécanismes de maturation de la
graine. Le Laboratoire de biologie des semences,
dans la lignée de ces travaux, est devenu par la
suite leader mondial sur la voie de biosynthese des
avonoides, le controle de la maturation de la
graine et la biosynthése de l'acide abscissique
(hormone ayant un role dans le développement et
la germination des graines et la tolérance des
plantes au stress).

© Inra / Céline Richard-Molard.

Un des mutants du géne de la nitrate réductase gst
dd a l'nsertion du rétrotransposon Tntl caracter|se
par Maridngele @ndbastien. Il a été démontré

depuis que les éléments transposables peuvent

constituer une part trés importante des génom%si e dAabdonsis el do 35 i -
z .z 0 z antules d’Arabi ODSISt allana de jours sur milieu enrichi
vegetaux (pIus de 85% chez le ble)' en azote (en haut) et appauvri en azote (en bas).

© Inra / Céline Richard-Molard.
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En 1993, Georges Pelletier et Nicole Bechtold créent une colk@fionut#séqui permet de
couvrir, en probabilité, 95% de 'ensembl@@Rg@BesAtabidopsis pour identi er leur fonction et
les isoler.

L'obtention de cette collection est rendue possible par la mise au point d’'une méthode de transformation
d’Arabidopsis particuliérement e cace, qui consiste a immerger des plantes en eurs dans une suspension
de bactéridgrobacterium tumefaciens et a forcer I'entrée de la bactérie dans les in orescences. Cette
bactérie possede la particularité de pouvoir transférer un petit fragment d/ADN dans le génome de la
plante. Lorsque ce fragment d’ADN s'insére dans un géne, il crée une mutation que I'on peut observer. Mais
en plus, il « margue » le géne touché et permet de lisoler par les méthodes de génétique moléculaire.
Cette méthode de transformatiorplanta est beaaap plus e cace que les procédés employés
jusqu'alorsiusqia 5 plantes transformées par plante inoculée. Ce procédé a été repris depuis pour créer
d'autres collections dans le monde (plusieurs centaines de milliers de lignées). Environ 1000 lignées de
Versailles ont été distribuées chaque année dans 40 pays pour les études moléculaires. Un exemple de
résultats obtenus par les équipes de Versailles grace ade ultatticoncerne l'identi cation de

onze génes impliqués dans la recombinaison méiotique. La recombinaison, processus universel dans le
regne vivant, consiste en 'échange de fragments chromosomiques pendant la méiose, la méiose étant
la division cellulaire qui est a l'origine de la formation des gamétes (contenus dans le pollen et le sac
embryonnaire chez les plantes angiospermes).

© Inra / Jean Weber.

Collection de mutsnatisidpsis thaliana, dans les serres de I'Inra de Versailles, 1997.

Clest en étudiant la surexpression du géne de la nitrate reductase, dans I'équipe de Michel Caboche,
qu’Hervé Vaucheret met en évidence dans les années 1980 les phénomeénes d'extinction de genes et leurs
mécanismes, impliquant des petits ARN qui empéchent I'expression d’'un géne en détruisant IARN
messager. Il devient par la suite un spécialiste mondial de la réguatéorétiifiesxqui agsur

I'expression des génes sans en modi er la séquence et qui conditionne la di érentiation des cellules et la
plasticité des organismes par rapport a I'environnement.
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© Inra / Catherine Bellini
© Inra / Catherine Bellini.

Mutant Argonaute. Mutant Argona@talitiopsis thaliana.

Les travaux d’Hervé Vaucheret recoupent dans les années 2000 ceux de Catherine Bellini, qui étudie
certains mutants obtenus dés 1990 par mutagenéese chimique sur les graines d’Arabette. Un mutant de
développement particulier, baptisé Argonaute, ménera & l'identi cation d’'une RNAse qui détruit les trans
crits cibles des petits RNA vecteurs de I'extinction, une enzyme nécessaire a lnitiation de I'extinction.

A partir des travaux sur l'instabilité chlorophyllienne chez le tabac, initiés par Alain Deshayes a I'lnra de
Dijon dans les années 1970, I'équipe denlytaBrandbastien caractérise I'un des premiers rétro
transposons de plantes appelé Tntl. La découverte des premiers éléments transposables végétaux a par
ailleurs valu le prix Nobel de physiologie ou médecine, a I'américaine Barbara McClintock en 1983.
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© Inra / Alain Deshayes.

(@)
Linsertion de transposons dans le géne TL provoque une dé cience chlorophyllienne. Cependant, ces mutations peuvent étre révelﬁbles ca
le transposon n'est pas stable. On observe di érents modes de retour au phénotype sauvage (taille et fréquence des plages vertesPselon
le moment ou le transposon est excisé au cours de développement de I'apex.

Les éléments transposables sont des séquences répétées et mobiles, présentes en grande quantité dans
tous les génomes. Les élements transposables portent des génes codant pour des erzymes qui leur per
mettent de se multiplier et de se déplacer de facon aléatoire dans le génome hote, pouvant ainsi causer
des mutations, délétéres ou non. A ce titre, ces éléments transposables constituent un remarquable outil
d'étiquetage des genes.

En conclusion, les jalons et exemples présentés dans cette revue illustrent la puissante dynamigque
scienti que impulsée et soutenue dans la longue durée par les chercheurs en biologie moléculaire de
Versalilles. Cette dynamique, insérée dans le mouvement scienti que international, n'a cessé de s'ampli er
tout au long des années 1990 et dans les années 2000, continuant & produire des avancées scienti ques
remarquables a I'lnra de Versailles et dans d'autres laboratoires de linstitut.
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