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    Préface

    
      

    

    
      L’auteur livre ici au lecteur une véritable fresque dépeignant les immenses progrès des récentes décennies dans la connaissance intime du monde végétal, à l’échelle moléculaire : un monde qui, de tout temps, a fasciné l’espèce humaine, entretenu sa curiosité, sa passion artistique, et a peuplé ses rêves tout en assurant sa subsistance. Un monde enfin dont les botanistes, les physiologistes, les généticiens ont décrit près de 390 000 espèces, classables certes en familles, genres, espèces, selon des critères le plus souvent morphologiques et métaboliques, mais dont on a longtemps méconnu les caractéristiques moléculaires (nature, séquences et rôles des gènes).

      Si les premiers génomes de plantes ayant bénéficié des techniques modernes de séquençage furent ceux du peuplier et de la vigne, et si les premiers « gènes d’intérêt » concernaient la résistance aux pathogènes et aux agresseurs, du fait de son énorme importance pour l’agriculture, en revanche, en ce qui concerne la biologie moléculaire des déterminants génétiques (par exemple pour la fixation de l’azote, ou la production d’agents doués d’activité pharmacologique…), les champs d’analyse et d’exploitation demeurent assez largement ouverts comme le sont d’ailleurs, et de façon générale, les relations entre les plantes et leur environnement (question dont il est inutile de souligner l’importance aujourd’hui dans le contexte du réchauffement climatique). Assez vite, dans les travaux consacrés à la biologie moléculaire des gènes sous-tendant, par exemple, la résistance des plantes à différents types de stress (thermiques, hygrométriques, etc.), l’énorme diversité des plantes pouvant se prêter à des études moléculaires s’est présentée comme une complication évidente ! L’idée s’est donc peu à peu imposée quant à la nécessité de pouvoir disposer d’une espèce végétale « modèle », à l’image de la bactérie Escherichia coli en biologie moléculaire classique.

      Ce « modèle » dont le séquençage marqua le début de tout nouveaux travaux en génomique des plantes fut celui d’un modeste représentant du monde végétal connu sous le nom d’arabette des dames, Arabidopsis thaliana, plante de petite taille appartenant au groupe des angiospermes. Le séquençage du génome complet d’Arabidopsis allait fournir de très nombreux renseignements et susciter une véritable « restructuration » de la recherche en biologie moléculaire des plantes, au point que l’on a pu parler de l’« après-génome » d’Arabidopsis pour désigner le début des études des gènes intervenant dans toutes les grandes fonctions physiologiques et développementales du monde végétal. C’est ainsi que de nombreuses plantes, de grande importance vivrière cette fois, telles que le riz, le colza ou le manioc, ont pu bénéficier des progrès considérables dans le clonage et le séquençage génomique.

      La remarquable étude sur l’état actuel de nos connaissances dans le cadre de la biologie moléculaire des plantes qui nous est livrée ici ne nous éclaire pas seulement sur le rôle des nouvelles technologies mises en œuvre et sur leurs potentialités dans la connaissance et la protection de ce monde riche et fragile face aux nouveaux défis de l’environnement. Elle illustre également le cheminement d’un jeune chercheur, ses premières ambitions scientifiques, son souhait de sortir de l’unique cadre de formation perpignanais, grâce à son premier stage de longue durée à Norwich et au John Innes Centre, son retour à Perpignan, puis ses multiples périples américains et asiatiques (Japon, Taïwan, Chine), avant de développer ses propres projets.

      Michel Delseny s’affirme aujourd’hui comme un grand spécialiste de la biologie moléculaire des plantes avec, à son actif, le clonage de l’ADN du virus responsable de la mosaïque du chou-fleur, le séquençage de multiples gènes codant les ARN des ribosomes, ceux des protéines de la graine, et de nombreuses contributions à l’étude du génome du riz. Le jeune biologiste perpignanais qu’il était est devenu un membre respecté et très écouté de l’Institut de France. Outre la poursuite de ses travaux concernant la biologie moléculaire des interactions plantes-environnement, il intervient dans de nombreux échanges scientifiques à l’étranger, notamment avec le continent africain dans le cadre du Comité Pays en développement créé en 1997, le Coped, dont il est le vice-président, et il anime, à l’Académie des sciences, l’importante section de biologie intégrative.

      Interrogé sur l’origine de la réussite ayant couronné ses nombreux projets, l’auteur répond : « De ce point de vue j’ai eu énormément de chance ; j’ai souvent été au bon endroit, au bon moment et j’ai rencontré les bonnes personnes. »

      « La chance… certes, encore sourit-elle aux esprits préparés », a dit un certain Louis Pasteur !

    

    François GROS,

      secrétaire perpétuel honoraire de l’Académie des sciences.

  


  



  

    
        
        
          Introduction
        

        
          

        

        
          Comment les caractères d’une plante sont-ils transmis d’une génération à la suivante ? Comment la plante sait-elle qu’elle doit fleurir ou perdre ses feuilles ? Comment perçoit-elle son environnement ? Ce sont là autant de questions dont on commence à percer le secret. Beaucoup de ces caractères sont héréditaires et sont essentiellement déterminés par des gènes, mais pas uniquement, qu’il a fallu laborieusement découvrir. Ceux-ci sont regroupés sur les chromosomes, et l’ensemble des gènes d’un individu constitue son génome. La génomique, ou science des génomes, s’est développée au cours des cinquante dernières années, avec la capacité de caractériser les gènes, d’abord isolément, puis dans leur ensemble. Elle vise à les décrire systématiquement, à identifier leurs fonctions, à comprendre leur mode de fonctionnement ou leur expression, et leur évolution. La génomique est une longue aventure, devenue en quelques années un volet essentiel de la biologie.

          Tout débute en 1865, lorsque Gregor Mendel, un moine autrichien, rapporte une série d’observations sur le pois. Il disposait, dans le jardin de son monastère, à Brno, de différentes variétés, présentant des caractères distincts tels que la couleur et l’aspect du grain ou la couleur de la fleur. Réalisant des croisements entre ces différentes variétés, il a analysé leur descendance et en a déduit une série de lois qui régissent la transmission des caractères d’une génération à la suivante.

          Il avait proposé que ce ne sont pas les caractères eux-mêmes qui sont transmis, mais plutôt un « facteur » qui sera appelé « gène » quelques années plus tard, en 1909, par le botaniste danois Wilhelm Johannsen. Ce dernier proposera ensuite, les termes de « phénotype » pour décrire l’ensemble des caractéristiques détectables héritées et de « génotype » pour désigner l’ensemble des facteurs transmis par les organes de la reproduction, les gamètes. Mendel sera appelé à des fonctions de responsabilité à la direction de son monastère et ses travaux, publiés en allemand, rencontreront peu d’échos à l’époque. Ces lois seront redécouvertes une trentaine d’années plus tard, en particulier par le Hollandais Hugo de Vries et l’Allemand Carl Correns. Elles seront finalement étendues et généralisées dans les années 1920 par l’Américain Thomas Morgan, le père de la théorie chromosomique de l’hérédité, qui travaillait sur la drosophile ou mouche du vinaigre. Ces lois sont le fondement de la génétique. Elles ont permis son développement et ses applications dans les domaines de l’élevage, de la médecine et de l’amélioration des plantes. Cependant la notion même de gène, à ce stade, est encore obscure et ce n’est que bien plus tard, en 1944, qu’il fut établi que les gènes étaient portés par l’acide désoxyribonucléique ou ADN.

          L’étude des plantes revêt un enjeu capital. Avec le plancton et les bactéries photosynthétiques, les plantes sont en effet les principaux producteurs d’oxygène à la surface du globe. Par la photosynthèse, elles sont capables de fixer le gaz carbonique atmosphérique dans la matière organique. Elles constituent la première source de l’alimentation des animaux et l’homme a, au cours des derniers millénaires, domestiqué une centaine d’espèces dont il a amélioré le rendement et les qualités qui l’intéressaient. L’intérêt des plantes ne se limite pas au seul aspect alimentaire. Elles sont aussi la source de matériaux divers et variés utilisés pour se chauffer, construire des habitations, ou se vêtir. Gaz, pétrole et charbon résultent de la lente transformation des plantes sous l’effet conjugué des micro-organismes, de la pression des sédiments au fond des océans, de la température et du temps. Depuis les débuts de l’humanité, les plantes sont utilisées comme médicaments et sont devenues les sources de nombreux produits chimiques comme les huiles, les colorants, les résines, les poisons, les parfums ou les molécules de base nécessaires à l’élaboration de produits industriels. En fait, les plantes sont de formidables usines chimiques fonctionnant à l’énergie solaire grâce à la photosynthèse. Et elles sont aussi un élément essentiel des paysages et de notre environnement.

          La recherche sur les plantes a connu plusieurs grandes étapes. La première a connu son essor à partir du XVIIe siècle, avec l’inventaire, la description et la classification des espèces, essentiellement sur des critères morphologiques. Cette étape n’est d’ailleurs pas complètement achevée car de nouvelles espèces sont régulièrement découvertes et décrites. La seconde étape résulte du développement de la chimie et de la physique au XVIIIe siècle et vise à comprendre comment fonctionne une plante tout au long de sa vie : c’est l’objectif de la physiologie végétale. Celle-ci a connu un développement spectaculaire dans le courant du XXe siècle, éclipsant presque la botanique traditionnelle. Cet essor est également loin d’être terminé car, après avoir bénéficié des apports de la biologie moléculaire et de la génétique, il s’accélère encore avec la génomique. On va ainsi chercher à définir et à comprendre les grandes fonctions essentielles à la vie d’une plante : sa nutrition, sa respiration, sa capacité photosynthétique, sa croissance, ses modalités de reproduction… et comment toutes ces fonctions sont intégrées, tout au long de sa vie. On cherche à comprendre son métabolisme, c’est-à-dire à faire l’inventaire des produits chimiques, ou métabolites, qui la composent, comprendre où, quand et comment ils sont synthétisés ou dégradés. On estime que les plantes sont capables de fabriquer au moins 100 000 produits différents. Comment ces produits sont-ils synthétisés, par une espèce plutôt qu’une autre, transportés d’un organe à l’autre, stockés ou utilisés, et finalement dégradés ? L’essentiel de ces réactions chimiques est réalisé par des protéines dotées d’activité enzymatique, qui sont déterminées, codées, par les gènes. Un autre enjeu est de comprendre comment les plantes réagissent et s’adaptent aux variations de leur environnement, comme la température, l’humidité, la luminosité ou le vent, la qualité et la composition du sol, ou encore à la présence de pathogènes ou de prédateurs. Ces recherches sont surtout effectuées en laboratoire, mais elles n’apportent le plus souvent que des informations partielles, car une plante n’est que rarement isolée et se trouve associée à d’autres espèces végétales, animales ou microbiennes avec lesquelles elle interagit au sein d’écosystèmes qu’il faut également décrire, dont il faut comprendre le fonctionnement et la diversité.

          On admet aujourd’hui que les plantes supérieures, les plantes à fleurs ou angiospermes, sont représentées à la surface du globe par environ 390 000 espèces. La tâche à accomplir est immense et nos connaissances très parcellaires, même si elles ont progressé de façon fulgurante ces cinquante dernières années. Il est rapidement devenu évident qu’il faudrait en savoir plus si l’homme voulait continuer à maîtriser et améliorer les productions végétales à son avantage, mais aussi, s’il voulait préserver son environnement et la biodiversité. À quelques exceptions près, nos écosystèmes ont été modelés par l’action humaine et la nature n’a plus grand-chose à voir avec ce qu’elle était il y a quelques milliers d’années ou avec l’image idéalisée que l’imaginaire populaire s’en est forgée. L’homme fait partie de ces écosystèmes et doit se demander si l’objectif de maîtriser la nature est réaliste et ne devrait pas plutôt se transformer en un objectif de cohabitation durable.

          Ces questionnements exigent un dialogue constant entre physiologie, amélioration des plantes, agronomie et écologie, économie et philosophie – un décloisonnement des disciplines dont la prise de conscience par les scientifiques est encore relativement récente. Cette exigence est aujourd’hui devenue d’autant plus cruciale que la population humaine augmente très rapidement, que l’espace disponible pour l’agriculture est en diminution constante du fait de l’urbanisation et de la dégradation croissante des terres agricoles, et que, en plus, il faut faire face simultanément à un changement climatique de plus en plus préoccupant et à la nécessité de réduire engrais et pesticides dans les cultures. Une meilleure connaissance de tous ces mécanismes complexes est indispensable quel que soit le type d’agriculture que l’on veut promouvoir, en particulier celui d’une agriculture plus respectueuse de la nature.

          Le fait que les gènes gouvernent les caractères des plantes a d’abord conduit les sélectionneurs à utiliser rationnellement dans leurs croisements les quelques gènes qu’ils avaient identifiés pour produire des plantes adaptées aux besoins, principalement ceux de l’agriculture intensive et de l’industrie. C’est là un travail long et fastidieux, car, jusqu’à il y a une trentaine d’années, les gènes ne pouvaient être repérés que par leur expression phénotypique, et seul un nombre limité d’entre eux était connu.

          Les développements de la biologie moléculaire, puis de la génomique, ont radicalement changé la donne en apportant aux sélectionneurs et aux agronomes des informations et des outils de plus en plus performants et précis. Ils permettent de mieux comprendre la physiologie et l’adaptation des plantes à leur environnement, leur évolution et leur complexification depuis l’apparition des premiers végétaux, il y a près de 500 millions d’années. Toutefois, la génétique et ses outils génomiques ne peuvent résoudre tous les problèmes : bien d’autres facteurs interfèrent avec les efforts des sélectionneurs et des agronomes, comme l’environnement et ses effets épigénétiques, les modèles économiques, les traditions ou les croyances.

          Les pages qui suivent retracent cette aventure extraordinaire, en partie au travers de mon vécu de chercheur. Elle a permis, au cours des cinquante dernières années, d’abord d’isoler et de caractériser quelques gènes dont les produits, les protéines, sont particulièrement abondants, puis d’en isoler un nombre de plus en plus important, et enfin d’accéder à la connaissance de génomes complets, c’est-à-dire à l’ensemble des gènes d’une plante. Malgré ces progrès spectaculaires qui ont permis de percer quelques secrets de la vie des plantes, et bien que plusieurs applications pratiques de ces découvertes soient d’ores et déjà devenues réalité, nos connaissances souffrent encore de nombreuses limites, et les défis qu’il faudra surmonter à l’avenir sont immenses.

          Comment utiliserons-nous ces connaissances pour améliorer notre alimentation, notre mode de vie, notre environnement ? Quelles inquiétudes suscitent-elles dans le public ? Autant de questions qui nous interpellent aussi sur nos choix de société, car leur portée dépasse largement le simple cadre de la description scientifique. Cet essai focalise l’attention sur les gènes et les génomes de plantes supérieures, mais les recherches sur les plantes sont intimement liées à celles sur les autres organismes. Nombre de concepts et de technologies ont été élaborés sur des virus, des bactéries, des champignons ou des cellules animales, mais, réciproquement, des découvertes sur les plantes, comme celles des éléments transposables ou des métabolites à activité pharmacologique, ont contribué très significativement au progrès de nos connaissances sur l’ensemble des êtres vivants. Ce récit sera l’occasion d’illustrer comment la discipline a progressé et comment une carrière de chercheur se construit, au hasard des rencontres, des découvertes et des opportunités. On y verra que la recherche est sans frontière, imprévisible et s’élabore souvent au gré du hasard.

          Au début de ma carrière, je n’avais aucune idée de ce que l’avenir me réserverait, ni des progrès fantastiques qui seront réalisés en moins de cinquante ans. J’avais simplement envie de faire quelque chose de nouveau, qui sorte de la routine que l’on me proposait à l’issue de mon diplôme d’étude approfondie. Me lancer dans la biochimie des acides nucléiques paraissait attractif, aventureux, surtout à Perpignan, dont la gare avait été immortalisée comme centre du monde quelques années plus tôt, par un Salvador DalÍ discourant sur l’acide désoxyribonucléique. À l’époque, on ne savait pas isoler les gènes, encore moins les décrypter, c’est-à-dire déterminer l’ordre des quatre bases élémentaires qui constituent l’ADN. Aujourd’hui, un génome complet peut être séquencé en quelques jours pour moins de 1 000 euros !

          Ce voyage à la découverte des gènes au cœur de l’ADN des plantes a bien sûr été un parcours dans le monde de la recherche, mais aussi dans les arcanes souvent complexes des choix scientifiques et politiques. Il a également été géographique, car la recherche sur les gènes et les génomes des plantes est planétaire. Il fut passionnant et plein de surprises. Il me donne l’opportunité d’illustrer et de faire partager quelques-uns des ressorts de la recherche scientifique, de décrire la genèse de quelques projets et de montrer qu’ils tiennent souvent à peu de chose : une idée glanée dans une discussion ou un article ou encore le hasard d’une rencontre. De ce point de vue, j’ai eu énormément de chance : avoir été au bon endroit, au bon moment, et en contact avec les bonnes personnes.

          Dans ce qui suit, nous avons essayé de définir les termes techniques au fur et à mesure, mais on pourra aussi se reporter à un glossaire en fin d’ouvrage. Nous avons choisi de ne pas inclure de bibliographie, mais plutôt de recommander quelques ouvrages récents permettant d’aller plus en profondeur sur certains sujets. Il est également possible de se reporter au site bibliographique https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ en l’interrogeant avec les noms cités dans le texte, pour accéder aux publications originales.
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        Apprentissage
      


    

      


    


    

      

        Un intérêt pour la biologie moléculaire des plantes


        Ma découverte du monde des génomes de plantes débute à la fin des années 1960. Après un baccalauréat de mathématiques élémentaires, j’ai eu la chance d’être admis en classe préparatoire au lycée Fénelon, à Paris. J’y ai préparé, et réussi, grâce à des professeurs admirables qui ont su me motiver et me faire partager leur passion, les concours de l’Institut national agronomique (INA), des Écoles nationales supérieures d’agronomie (ENSA) et de l’École normale supérieure (ENS) de Saint-Cloud. À la rentrée d’octobre 1966, j’intégrais l’ENS de Saint-Cloud.


        Les conférences de Jacques Monod, de François Jacob et d’André Lwoff à la Sorbonne, consécutives à leur prix Nobel de biologie en 1965, que nous étions allés écouter avec enthousiasme avec quelques camarades, ont fortement influencé ce choix de poursuivre des études de biologie, plutôt que les études d’ingénieur agronome auxquelles je me destinais initialement. Les perspectives ouvertes par ces chercheurs étaient fascinantes et allaient sans doute permettre de comprendre le fonctionnement des êtres vivants dont la complexité et la très grande diversité m’interpellaient déjà. Cela me paraissait plus excitant que de me consacrer à l’agronomie de terrain. La perspective de continuer à faire un bout de chemin avec quelques-unes de mes camarades, qui se destinaient à l’enseignement, ne m’était pas non plus indifférente. L’enseignement à l’ENS s’est révélé inexistant les trois premières années, les enseignements propres étant, en fait, limités à la préparation de l’agrégation en dernière année. Nous suivions l’enseignement de l’Université de Paris, souvent avec des professeurs prestigieux. Les cours d’André Lwoff en microbiologie et de Piotr Slonimski et ses collègues en génétique m’ont particulièrement marqué. J’ai ensuite préparé un DEA de cytologie et morphogenèse végétale, dont Arlette Nougarède était la « patronne ». J’ignorais encore que je recroiserai un certain nombre d’entre eux au cours de ma carrière, et qu’ils y joueraient un rôle.


        Mon stage de DEA, dans le laboratoire de cytologie végétale de Louis Genevès, a constitué mon premier contact avec les acides nucléiques. Je devais vérifier, par des méthodes cytologiques, des résultats sur la synthèse des acides ribonucléiques (ARN), lors de la germination des graines de radis, qu’avait obtenu, par des méthodes biochimiques, un groupe de Perpignan animé par Yves Guitton. Après quelques semaines d’initiation à la cytologie végétale, j’avais confirmé leurs conclusions. Profitant de vacances au ski, à Noël, dans les Pyrénées, et avec la bénédiction de mon patron à qui ce déplacement ne coûtait pas un sou, je m’étais arrêté à Perpignan pour y rencontrer l’équipe et lui rendre compte de mes résultats. Nous avons vite sympathisé, et Yves Guitton m’a proposé de revenir aux vacances suivantes et de m’apprendre à préparer ARN et ADN plutôt que de faire du ski. C’était là une proposition alléchante, qui me faisait entrer dans un monde encore largement inconnu. J’ai intégré les expériences réalisées à Perpignan dans mon mémoire de DEA, mais c’était une mauvaise idée, car cela m’a valu une mention passable et l’avant-dernière place de la promotion ! Déçu, j’allais donc demander quelques explications à la « patronne » qui m’a alors interpellé : « Vous rendez-vous compte de ce que vous avez fait ? Vous avez broyé les tissus et détruit les cellules, cela n’a plus aucun sens biologique ! » Mai 68 était passé par là, l’année précédente, et j’ai eu l’insolence de répondre que ces expériences n’étaient, après tout, conceptuellement pas si différentes de ce que faisaient les cytologistes lorsqu’ils découpaient les plantules en fines tranches avant de les colorer et de les observer au microscope ! Cette impertinence n’a fait qu’aggraver mon cas. J’ai ensuite préparé et obtenu agrégation et Capes. Heureusement, cet épisode ne devait pas laisser de traces puisque, quelques jours après les résultats de l’agrégation, ma candidature comme stagiaire de recherche au CNRS à Perpignan a été retenue : je pouvais commencer à étudier le métabolisme des ARN au cours de la germination de la graine. Ma formation initiale en cytologie m’a, par la suite, été très utile pour étudier le fonctionnement des gènes, et j’ai finalement gardé d’excellentes relations avec la « patronne » et quelques-uns des camarades du DEA. Le recrutement au CNRS se faisait alors simplement sur présentation d’un dossier et d’un projet, sans interview du candidat. Les choses ont bien changé et, avec les modalités actuelles du concours, je n’aurais eu aucune chance d’être recruté !


        L’étude des ARN chez les plantes en était alors à ses premiers balbutiements, et tout était à découvrir. J’ai donc véritablement commencé mes recherches en biologie moléculaire végétale sous la direction d’Yves Guitton, en octobre 1970, dont le laboratoire venait d’être reconnu par le CNRS.


      


      

        La naissance de la biologie moléculaire


        En 1869, Friedrich Miescher rapporte la première description, sous le nom de « nucléine », de la chromatine contenue dans les noyaux des cellules animales, mais ce n’est qu’après la Seconde Guerre mondiale que l’on assiste à des progrès spectaculaires de la biologie moléculaire. Pour réaliser le chemin parcouru pendant les cinquante dernières années, il convient de rappeler ce que l’on savait à ce moment-là.


        Les expériences d’Avery, MacLeod et McCarthy en 1944 sur les pneumocoques, puis celles de Hershey et Chase en 1952 avec le virus bactériophage T2 de la bactérie du tube digestif Escherichia coli, établissent le rôle de l’ADN comme support du matériel héréditaire. Sa composition est analysée par Erwin Chargaff et ses collaborateurs. À Cambridge, James Watson et Francis Crick proposent, en 1953, le modèle en double hélice pour la structure de l’ADN. L’autre classe d’acide nucléique, l’acide ribonucléique ou ARN, ne fait alors l’objet que de peu d’études.


        L’ADN est constitué de trois composants : les bases azotées, pyrimidiques (thymine [T] et cytosine [C]) ou puriques (adénine [A] et guanine [G]), un sucre à cinq carbones, le désoxyribose, et un groupement phosphate. Chaque base est associée au désoxyribose pour constituer un désoxyribonucléoside. Ce dernier est phosphorylé sur le sucre pour former le désoxyribonucléotide. Un brin d’ADN est constitué d’un enchaînement de désoxyribonucléotides où un désoxyribonucléoside est relié au suivant par un groupement phosphate. Leur ordre, ou celui des bases qui les caractérisent, constitue la « séquence ». Chaque base purique peut former une liaison hydrogène avec une base pyrimidique, de sorte que A est complémentaire de T, et C de G. Deux brins d’ADN complémentaires sont ainsi associés, par ces liaisons hydrogènes entre bases, dans une structure en double hélice. La longueur d’un ADN est estimée en paires de bases (pb). Chaque brin commence avec un groupement phosphate, en position 5’ du désoxyribose du premier nucléotide de la chaîne, et se termine par un groupement oxhydryle en position 3’ du sucre du dernier nucléotide. Chaque brin est ainsi orienté de 5’ vers 3’, et les brins complémentaires sont en orientation inverse.
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            Figure 1. Illustration de la complémentarité des bases entre les deux brins de l’ADN et de la complémentarité de l’ARN avec un brin de l’ADN. L’orientation de chacun des brins est indiquée par 5’p et 3’ OH. Le brin d’ARN est complémentaire du brin inférieur 3’OH-5’p de l’ADN.


          

        

        La complémentarité des deux brins d’ADN est la propriété essentielle qui permet de reproduire une molécule d’ADN identique à elle-même et d’obtenir une molécule d’ARN dont la séquence est identique à une séquence d’ADN, à ceci près que le sucre est un ribose et non un désoxyribose, et que la thymine y est remplacée par l’uracile [U]. C’est aussi sur cette complémentarité des deux brins de l’ADN, ou du brin d’ARN avec l’un des deux brins de l’ADN que reposent les expériences d’hybridation moléculaire.


        La génétique de la bactérie Escherichia coli fait également des progrès spectaculaires : Joshua Lederberg a découvert en 1947 la « conjugaison bactérienne » qui permet l’échange ordonné de matériel chromosomique entre deux bactéries, échange qui s’apparente à un processus sexuel. Elle diffère de la transformation qui est un processus essentiellement passif, dans lequel de l’ADN exogène est absorbé par la bactérie. La découverte de la conjugaison et la disponibilité de mutants ont permis la cartographie des gènes, c’est-à-dire de déterminer dans quel ordre les gènes sont disposés le long du chromosome bactérien. À l’Institut Pasteur, à Paris, André Lwoff et ses collaborateurs, François Jacob et Jacques Monod, étudient deux mécanismes inductibles, l’induction de la lyse d’E. coli par un virus, et l’induction d’une enzyme, la β-galactosidase, par le lactose. Ces travaux les conduisent à proposer un modèle général de régulation de l’expression des gènes inductibles qui leur vaut le prix Nobel de biologie en 1965. Ils prédisent l’existence d’un intermédiaire entre l’ADN, qui contient l’information génétique, et les protéines pour lesquelles il code, l’ARN messager (ARNm). Celui-ci sera très vite mis en évidence par François Gros et Walter Gilbert, dans le laboratoire de Jim Watson à Cold Spring Harbor.


        Vient alors le temps de comprendre comment tout cela fonctionne. Marshall Niremberg, Gobind Khorana et Robert Holley établissent que l’ordre des désoxynucléotides le long d’un brin d’ADN ou d’ARN constitue en fait un code, le code génétique, qu’ils déchiffrent. La nature d’un acide aminé dans une protéine est déterminée par trois nucléotides consécutifs de l’ARN ou « codon ». L’ordre des codons détermine l’ordre des acides aminés de la protéine, c’est-à-dire sa séquence. Il y a soixante-quatre codons possibles pour déterminer vingt acides aminés : le code est dit redondant. L’un d’eux, AUG, détermine le premier acide aminé de la protéine, la méthionine, et deux autres, les codons « stop », indiquent la fin de la protéine. En pratique, le message contenu dans l’ARNm est lu par le ribosome, l’usine à fabriquer les protéines.


        Chaque codon est reconnu par une séquence complémentaire, l’anticodon, d’un ARN de transfert (ARNt), dont la fonction est de positionner l’acide aminé correspondant au codon sur le site du ribosome qui catalyse la formation de la liaison peptidique entre deux acides aminés consécutifs. Ces travaux constituent une avancée capitale de la biologie, car le code s’avère universel, utilisé aussi bien par les bactéries et les virus que les plantes ou les animaux. C’est grâce à lui que l’on pourra traduire automatiquement l’enchaînement linéaire des bases de l’ARNm (et donc de l’ADN) en une protéine constituée d’une chaîne linéaire d’acides aminés.


        Cependant, malgré cette impressionnante série de découvertes, on ne sait pas à l’époque isoler un gène, ni le caractériser et en déterminer la structure. La cartographie des mutations est essentiellement limitée à la bactérie E. coli et ses virus. Chez les eucaryotes (organismes dont les cellules présentent un noyau renfermant l’ADN), on ne sait guère que purifier l’ADN et en établir la composition globale en bases, isoler les ribosomes et les ARN les plus abondants, les ARN ribosomiques (ARNr), et les ARN de transfert (ARNt). En particulier, on ne sait pas isoler l’ARNm (messager) des eucaryotes. Mais le milieu des années 1970 va être marqué par plusieurs avancées décisives.
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            Figure 2. Schéma de la lecture d’un ARNm par un ribosome. L’ARNm défile le long du ribosome, en commençant par l’extrémité 5’p. Chaque codon de l’ARNm est reconnu par l’anticodon complémentaire d’un ARNt qui apporte l’acide aminé correspondant au site de formation de la liaison peptidique entre deux acides aminés sur la protéine naissante, ici entre alanine et acide aspartique.


          

        

      


      

        Les avancées des années 1970


        La bactérie E. coli constitue un modèle d’étude particulièrement commode en raison de la simplicité de sa culture : ainsi vont être découvertes plusieurs enzymes impliquées dans la biosynthèse des acides nucléiques, ou dans leur dégradation. Un domaine de la physiologie bactérienne sera particulièrement important pour l’avenir : celui des mécanismes de l’immunité des bactéries vis-à-vis de leurs virus bactériophages, car il va conduire à la découverte des enzymes de restriction.


        Forts des connaissances qui s’accumulent sur les bactéries, de nombreux biologistes commencent à développer une biologie moléculaire des eucaryotes et, parmi eux, François Jacob. Leur objectif est de comprendre la morphogenèse des organismes supérieurs, un prolongement de l’embryologie classique, et de comprendre comment un organisme, ou un tissu, est constitué de cellules différenciées, spécialisées dans des fonctions distinctes alors que leur ADN est identique. La compréhension de ces mécanismes est l’objectif prioritaire de ces années, car on entrevoit qu’elle pourrait avoir des retombées positives sur le traitement des cancers et d’autres maladies. Le domaine végétal n’y échappe pas, avec cependant une différence importante : des cellules végétales différenciées, comme celles de la feuille, peuvent se dédifférencier pour donner des cellules indifférenciées capables de reformer une plante. Plusieurs découvertes importantes vont résulter de ces études et donner lieu à deux révolutions au milieu des années 1970 : le génie génétique, qui permet d’isoler et de cloner les gènes, et le séquençage d’ADN qui permet de caractériser chaque gène par sa séquence nucléotidique, et ainsi de savoir pour quelle protéine il code.


        

          Enzymes de restriction et plasmides


          La première de ces enzymes, Eco R1, a été découverte par Werner Arber, en 1968, en étudiant les mécanismes de défense de la bactérie E. coli contre ses virus bactériophages. Cette bactérie possède un système dit de « modification/restriction » qui lui permet de distinguer son propre ADN de celui du bactériophage. Une enzyme de modification ajoute un groupe méthyle sur les cytosines de l’ADN de la bactérie et une enzyme de restriction, Eco R1, reconnaît, dans l’ADN, une séquence de six paires de bases (G/AATTC) qu’elle coupe de façon dissymétrique après le G. L’enzyme de restriction est une endonucléase, car elle coupe un acide nucléique. Eco R1 est incapable de couper l’ADN au niveau de cette séquence si la cytosine est méthylée. Lors d’une infection par un phage, l’ADN de ce dernier, non méthylé, est immédiatement coupé par Eco R1, et dégradé par d’autres nucléases non spécifiques, alors que celui de la bactérie est protégé par sa modification. Une deuxième enzyme, Hind II, a été isolée peu après à partir d’Haemophilus influenza. Plusieurs dizaines d’enzymes de spécificités différentes seront disponibles à la fin des années 1970, offrant aux chercheurs une incroyable panoplie d’outils.


          Dans le même temps, des petites molécules d’ADN circulaires, les plasmides, sont découvertes dans les bactéries, à côté de leur chromosome. Ces molécules sont souvent porteuses de gènes de pathogénicité, ou de gènes de résistance à des antibiotiques. Leur nombre de copies est variable selon les souches. Lors de la mort d’une bactérie, ses plasmides peuvent se transmettre à une bactérie voisine par transformation.


          L’intérêt des enzymes de restriction réside dans leur capacité à couper l’ADN de façon reproductible, au niveau ou à proximité de la séquence de reconnaissance. Cette propriété a permis de construire une première carte, dite de restriction, pour l’ADN du virus SV40, matérialisée par la position respective des sites de coupure de plusieurs enzymes de restriction sur l’ADN de ce petit virus de singe. Peu après, des cartes de restriction des ADN de plasmides, de virus, puis des chloroplastes ou des mitochondries vont être établies, sur lesquelles seront positionnés les sites de coupure par différentes enzymes de restriction.


          J’ai pris connaissance des enzymes de restriction en 1972. J’avais participé, à Leeds, au premier colloque international de biologie moléculaire végétale, et j’avais prolongé mon voyage jusqu’à Édimbourg où je voulais rencontrer un collègue, Ulrich Loening, qui venait de mettre au point, et de populariser, une technique d’électrophorèse permettant de séparer les ARN en fonction de leur taille. Cette technique initiale – et ses variantes ultérieures, consistant à faire migrer des molécules dans un gel sous l’effet d’un champ électrique – sera l’une des principales technologies de l’analyse des acides nucléiques et se substituera largement aux techniques de centrifugation utilisées jusqu’alors. J’ai profité de l’occasion pour rendre visite à un collègue montpelliérain, Gérard Roizès, qui effectuait un séjour postdoctoral dans un bâtiment voisin, avec Ed Southern. Gérard était un ami du maître-assistant, Raymond Julien, qui avait encadré ma thèse de troisième cycle. Il purifiait une autre enzyme de restriction, Hind III, et m’a immédiatement fait comprendre l’intérêt de ces enzymes.


        


        

          Autres enzymes pour le génie génétique


          La T4-ADN-ligase est une autre enzyme clé, découverte en 1967. Elle est codée par le bactériophage T4 d’E. coli. Elle est capable, en présence d’ATP (adénosine triphosphate), de recoller deux fragments d’ADN comme les fragments générés par les enzymes de restriction. Son gène a été cloné en 1979 à Édimbourg par Noreen Murray, une pionnière du génie génétique, ce qui a permis de produire la protéine en quantité importante, à l’état quasi pur, à partir d’une culture bactérienne. Sa commercialisation a permis l’essor du génie génétique, car c’est l’enzyme clé du clonage. Les premières expériences de clonage ont été réalisées en 1972, mais ont connu une pause, liée au moratoire d’Asilomar, que se sont imposés, dès 1974, les scientifiques concernés, le temps de définir des normes expérimentales à respecter, afin que la sécurité des chercheurs et des laboratoires soit assurée.


          Plusieurs autres enzymes importantes sont découvertes ou purifiées à cette époque. L’ADN-polymérase d’E. coli et son dérivé, le fragment de Klenow, permettent de recopier l’ADN à partir d’une amorce. La T4-polynucléotide-kinase permet d’insérer un groupement phosphate à l’extrémité 5’ de l’ADN. Ces deux enzymes, en permettant de marquer l’ADN avec du phosphate radioactif, ont joué un rôle capital dans la détection de fragments spécifiques d’ADN et dans la mise au point des réactions requises pour le séquençage. La transcriptase inverse est une enzyme associée aux rétrovirus oncogènes, décrite en 1970. Elle recopie l’ARN d’un rétrovirus en une molécule d’ADN qui pourra éventuellement être intégrée ultérieurement dans l’ADN génomique. Cette découverte a fait l’effet d’un coup de tonnerre, car elle ébranlait le dogme fondamental selon lequel le flux de l’information était à sens unique : de l’ADN vers ses transcrits ARN, puis vers les protéines. Grâce à la transcriptase inverse, il devenait possible d’inverser ce flux, et, à partir d’une molécule d’ARN, d’obtenir une molécule d’ADN. C’est cette enzyme qui, quelques années plus tard, permettra de fabriquer des copies complémentaires des ARNm ou ADNc et de les cloner.


        


        

          Des plasmides vecteurs pour le clonage


          Ayant découvert les plasmides, les microbiologistes se sont attaqués à leur domestication pour les utiliser comme vecteurs dans les opérations de clonage. Les plasmides sont de petites molécules d’ADN extrachromosomiques, dont les principales caractéristiques ont été décrites précédemment. La disponibilité des enzymes qui viennent d’être découvertes a permis de modifier ces plasmides pour faciliter le clonage de fragments d’ADN. Le clonage consiste, dans une première étape, en l’insertion d’un fragment d’ADN dans un plasmide. Cette insertion est possible grâce aux enzymes de restriction et à la T4-ADN ligase. Le plasmide ainsi modifié est dit « recombinant ». Il reste à le faire pénétrer dans une bactérie par transformation. Les bactéries ayant acquis un plasmide recombinant sont sélectionnées par leur résistance à un antibiotique, puis mises en culture liquide. De telles bactéries sont dites recombinantes.


          Une alternative à l’utilisation de plasmides pour le clonage est l’utilisation de virus bactériophages modifiés. On utilisera l’un ou l’autre en fonction du but recherché : l’efficacité de transformation avec les phages est supérieure à celle des plasmides, et il est plus facile d’insérer des fragments de grande taille (jusqu’à 20 kbp) dans les dérivés du phage lambda. Le phage M13, à ADN simple-brin a été largement utilisé lorsque le fragment d’ADN cloné devait être séquencé. L’opération de clonage a un double effet : c’est un moyen puissant de purification et d’amplification des fragments d’ADN.


        


        

          L’hybridation moléculaire


          Les enzymes de restriction permettent de découper l’ADN en fragments reproductibles qu’il est possible de séparer en fonction de leur taille par électrophorèse en gel, et de révéler grâce à des colorants. Elles ont permis d’établir des cartes de petites molécules d’ADN comme celles des plasmides et des virus. Cependant, on ne pouvait repérer les fragments de restriction après digestion de l’ADN du génome d’un eucaryote, car celui-ci est trop complexe. Les fragments de restriction sont trop nombreux et couvrent une gamme de taille continue, allant de quelques centaines à plusieurs milliers de nucléotides. Au mieux voyait-on quelques bandes discrètes superposées à un fond continu de fragments. Ed Southern a eu l’idée de dénaturer in situ, dans le gel, les fragments résultant de la digestion par une enzyme de restriction et de les transférer par capillarité sur une membrane de nitrocellulose ou de nylon, comme on absorbe l’encre sur un buvard. Cette opération est appelée blotting, et la membrane portant l’ADN dénaturé dans la même disposition que dans le gel est un blot. L’expression « Southern blot » a été traduite humoristiquement, par Piotr Slonimski, en « buvardage méridional » (southern signifie « du sud ») mais cette appellation n’a pas été retenue… Il est possible, si l’on dispose d’un fragment d’ADN cloné, marqué avec un traceur radioactif appelé sonde, d’incuber la membrane avec celui-ci. La sonde va alors reconnaître la séquence complémentaire immobilisée sur la membrane et former un hybride. La membrane est alors exposée à un film radiographique, et l’hybride est repéré par une ou des bandes sur le film.


          Cette technique, qui permet de repérer dans un mélange complexe n’importe quel fragment d’ADN, pourvu que l’on dispose de la sonde correspondante, a connu un succès immédiat. Elle est en particulier applicable aux sondes dérivées de copies d’ARNm (ADNc) et elle permet de repérer facilement le gène correspondant dans l’ADN génomique lui-même ou dans des clones bactériens ou phagiques. L’hybridation selon Southern, ou « Southern blot », a en particulier permis de révéler qu’il pouvait exister, pour une sonde donnée, un polymorphisme de restriction : après digestion de l’ADN de deux individus par une enzyme de restriction, il n’est pas rare d’observer que la même sonde révèle deux fragments de tailles distinctes. On parle alors de « restriction fragment length polymorphism » (RFLP). Chaque sonde révélant un polymorphisme entre deux individus de la même espèce va pouvoir être utilisée comme un marqueur génétique, qui se comporte, parmi les descendants d’un croisement, selon les lois de Mendel. Le nombre de sondes révélant du polymorphisme de restriction étant beaucoup plus important que les caractères génétiques morphologiques ou biochimiques classiques, il est devenu réaliste de construire des cartes génétiques relativement denses à l’aide de ces marqueurs RFLP.


          Pendant qu’Ed Southern développe cette technique d’hybridation sur un support membranaire, d’autres explorent l’hybridation en milieu liquide. Les premières expériences, réalisées avec de l’ADN de bactéries ou de bactériophages, montrent que lorsqu’on chauffe progressivement une solution d’ADN jusqu’à 100 °C, les deux brins se séparent progressivement : l’ADN se dénature. La cinétique de la dénaturation suit une courbe simple. La température à laquelle la moitié de l’ADN est dénaturé est une caractéristique de l’ADN, directement corrélée à sa composition en paires de bases AT/GC. Lorsque la solution refroidit, des molécules double-brin se reforment car les deux brins sont complémentaires : l’ADN se renature. La courbe de la cinétique de renaturation est quasiment superposable à celle de dénaturation. Le pourcentage de molécules simple-brin ou double-brin est mesuré facilement par différentes méthodes spectrophotométriques ou chromatographiques.


          Cependant, lorsque l’ADN des cellules eucaryotes, en particulier de plantes, est traité de la même façon, les profils des cinétiques de dénaturation/renaturation sont beaucoup plus complexes. L’explication, apportée par Roy Britten et Eric Davidson, est que l’ADN des eucaryotes est constitué de séquences dont la représentation et la fréquence sont inégales : certaines séquences sont répétées des centaines ou des milliers de fois, alors que d’autres ne le sont que quelques dizaines et d’autres, enfin, quasiment jamais. Les séquences fortement répétées, après dénaturation et refroidissement, vont rapidement trouver leur partenaire et se réapparier, car elles sont plus concentrées dans la solution. Il faudra un peu plus de temps aux séquences moyennement répétées pour se réapparier, et beaucoup plus longtemps aux séquences uniques pour trouver leur partenaire. Ces observations furent les premières à montrer l’hétérogénéité d’organisation de l’ADN des eucaryotes, aussi bien animaux que végétaux. L’essor du génie génétique, avec le clonage et le séquençage va permettre d’identifier ces différents types de séquences, et éventuellement de leur attribuer un rôle. La fraction qui se renature très lentement est, pour l’essentiel, celle qui contient les gènes présents en une ou quelques copies et, le plus souvent, elle ne contient que quelques pour cent de l’ADN.


        


        

          L’isolement des ARN messagers des eucaryotes


          Malgré toutes ces innovations, nous ne savions toujours pas isoler les ARNm, qui ne représentent que quelques pour cent des ARN totaux. La solution à ce problème est venue en 1972-1973 avec l’observation, réalisée dans les laboratoires de George Brawerman et James Darnell aux États-Unis, que les ARNm des animaux possédaient généralement à leur extrémité distale, 3’OH, une série de résidus adényliques, ou poly(A), ajoutée après leur synthèse : ils sont polyadénylés. Cette extension va permettre de les séparer des autres ARN en utilisant l’hybridation moléculaire avec une séquence de poly(T), immobilisée sur une colonne de chromatographie. Les ARN-polyadénylés sont retenus sur la colonne, car le poly(A) forme un hybride avec le poly(T), alors que les autres ARN ne le sont pas. Ils sont ainsi physiquement séparés des autres ARN. Il suffit alors de changer les conditions ioniques pour déstabiliser l’hybride et récupérer spécifiquement les ARN polyadénylés, c’est-à-dire les ARNm. À partir de là, il devient possible de recopier ces ARNm en ADN, à l’aide de la transcriptase inverse, et de cloner dans des plasmides les différents fragments d’ADN ainsi obtenus pour les individualiser et les amplifier. Ces fragments d’ADN sont des ADN complémentaires de l’ARNm ou ADNc.


          Une autre avancée a encore été nécessaire pour que l’on puisse commencer à isoler et caractériser des gènes de cellules eucaryotes, et de plantes en particulier. C’est la mise au point du séquençage de l’ADN.


        


        

          Le séquençage de l’ADN


          Les travaux pionniers de Ray Wu, à l’Université Cornell, ont permis de déterminer des séquences de quelques nucléotides seulement, dont celles des extrémités de l’ADN du bactériophage lambda et celles générées par les enzymes de restriction. En 1977 paraissent deux méthodes indépendantes rapportant le séquençage de plusieurs centaines de nucléotides.


          La première, due à Allan Maxam et Walter Gilbert, de Harvard, est une méthode chimique qui consiste en une dégradation partielle d’une molécule d’ADN simple-brin (dénaturée) marquée à son extrémité 5’ au phosphate radioactif. La deuxième méthode, mise au point simultanément par Fred Sanger à l’Université de Cambridge, utilise un principe différent et consiste à synthétiser un brin complémentaire de celui à séquencer. Seule cette dernière est actuellement utilisée. La synthèse d’ADN est effectuée par une enzyme, l’ADN-polymérase, qui recopie une séquence simple-brin à partir d’une amorce, et assemble séquentiellement des désoxynucléotides complémentaires à ceux de la matrice. Une synthèse ménagée est réalisée en incorporant à la réaction un didésoxynucléotide qui va bloquer l’extension de la chaîne d’ADN en cours de synthèse. En effet, lorsque le dernier nucléotide incorporé est un didésoxynucléotide, celui-ci ne présente plus le groupement 3’OH nécessaire pour former une liaison avec le nucléotide suivant, et la synthèse est interrompue. En jouant sur les conditions de réaction, on obtient une collection de fragments terminés par un didésoxynucléotide, représentative de l’ensemble de la séquence. Ces fragments sont séparés et résolus au nucléotide près par électrophorèse. La méthode initiale utilisait une amorce radioactive pour initier la synthèse et quatre réactions distinctes avec, chacune, un didésoxynucléotide différent non radioactif. Après électrophorèse, le gel était autoradiographié, et les bandes observées pour chacune des réactions permettaient de lire la séquence, qu’il fallait enregistrer manuellement.


          Une véritable révolution a été réalisée dans les années 1980 avec la mise au point de séquenceurs automatiques utilisant une modification de cette méthode. Des didésoxynucléotides fluorescents ayant chacun une longueur d’onde d’excitation spécifique sont utilisés, ce qui évite le marquage radioactif de l’amorce ; les quatre réactions peuvent être rassemblées dans un échantillon unique, et la migration des fragments est suivie par balayage du gel au fur et à mesure de l’électrophorèse à l’aide d’un laser. Chaque fragment et le didésoxynucléotide fluorescent qui le termine sont enregistrés automatiquement par la machine lors de son passage devant le laser, minimisant les erreurs de lecture. Jusqu’à 96 échantillons distincts peuvent ainsi être analysés par expérience. La meilleure maîtrise des réactions et la standardisation de l’électrophorèse permettront, quelques années plus tard, de lire 600 à 700 nucléotides par échantillon. Pour qu’une séquence soit correcte, elle doit être lue sur les deux brins. Si les fragments à séquencer dépassent le millier de nucléotides, il est nécessaire de réaliser au préalable des sous-clonages et de séquencer des fragments chevauchants. Au total, chaque nucléotide doit être lu huit à dix fois : c’est ce que l’on appelle la « couverture » du séquençage. Dans ces conditions, la précision de la séquence est supérieure à 99 %.


          Après ce panorama des avancées marquantes de la première moitié des années 1970 en biologie moléculaire, nous allons décrire ce qui s’est passé dans le domaine de la biologie végétale, d’abord dans le laboratoire qui m’a accueilli, puis dans le monde.


        


      


      

        Premières recherches à Perpignan


        Le travail au laboratoire était particulièrement intense et les discussions avec Yves Guitton et les collègues très animées. Nous réalisions nos expériences en essayant de les planifier du mieux possible sur la journée et parfois la nuit. Cette belle organisation était, malgré tout, souvent perturbée par Yves Guitton, qui arrivait au laboratoire avec une nouvelle idée, après ses cours, et qu’il voulait tester séance tenante ! Il échangeait beaucoup avec ses collègues d’Orsay ou de Toulouse, et nous étions assez vite au courant des dernières nouveautés. Raymond Julien, qui m’encadrait directement, était en contact avec Gérard Roizès à Montpellier, et avec François Gros qui avait présidé son jury de thèse. En 1973, il prendra un poste de professeur de biochimie à Limoges. J’ai vite pris conscience de la nécessité d’être en lien étroit avec la communauté scientifique nationale et internationale. Yves Guitton m’a envoyé en stage dans différents laboratoires pour y parfaire ma formation ou résoudre des problèmes que nous n’avions pas les moyens de traiter à Perpignan. J’ai ainsi fait de courts séjours à Villejuif, Orsay, Meudon, Montpellier et Marseille. À Marseille, où il m’avait envoyé apprendre la culture de cellules végétales en suspension chez son collègue Claude Péaud-Lenoël, je renforçais aussi mes liens avec mon parrain de recherche et ses collaborateurs qui étaient dans le même bâtiment.


        L’objectif du laboratoire était de compléter l’inventaire des acides nucléiques dans les jeunes plantules, alors limité aux quatre ARN constitutifs des ribosomes, les ARNr, et aux ARNt, d’analyser leur synthèse ou leur dégradation, et d’essayer de comprendre quel rôle ces différentes molécules jouent au cours de la germination de la graine. Yves Guitton avait choisi cette thématique car, à l’époque, très peu d’équipes dans le monde s’intéressaient au métabolisme des acides nucléiques chez les plantes. Le radis était notre modèle, car ses graines étaient commercialisées et germaient rapidement. Elles étaient suffisamment grosses pour être manipulées aisément, et suffisamment petites pour ne pas nécessiter des quantités trop importantes de produits radioactifs lorsqu’il fallait procéder à des marquages.


        

          La synthèse des ARN ribosomiques


          Nos premières expériences ont consisté à analyser la synthèse des ARNr au cours de la germination. Les cellules végétales contiennent des ribosomes dans leur cytoplasme, dans les chloroplastes et dans les mitochondries. Ce sont les usines moléculaires responsables de la synthèse des protéines ; ils sont constitués d’un assemblage d’ARN, les ARN ribosomiques ou ARNr, et d’environ quatre-vingts protéines distinctes, les protéines ribosomiques. Les ribosomes cytoplasmiques contiennent quatre ARNr distincts définis par leur taille, qui sont les ARN les plus abondants dans les cellules. Trois d’entre eux, les ARNr 25S, 18S et 5,8S, sont synthétisés, comme chez les animaux et la levure, à partir d’un précurseur commun, décrit par Ulrich Loening. Celui-ci est découpé en morceaux, dont les extrémités sont progressivement rognées jusqu’à obtenir les trois ARNr finals. Ce processus est appelé maturation et il est concomitant de l’assemblage des ARNr avec les protéines ribosomiques. Nous avons confirmé les résultats obtenus par les équipes d’Ulrich Loening, de mon parrain au CNRS, Jacques Ricard, et par un collègue américain d’Athens, en Géorgie, Joe Key.
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              Figure 3. Schéma récapitulant l’organisation des gènes d’ARNr, leur transcription sous la forme d’un précurseur et la maturation de ce dernier. Le chromosome est représenté en haut avec l’organisateur nucléolaire (NOR) qui contient les gènes des ARNr 18S et 25S. Ceux-ci sont disposés en unités répétées en tandem, de l’ordre de 8-10 kpb. Chaque unité est séparée de la suivante par un espaceur intergénique (IGS) dans lequel se trouve un site d’initiation de la transcription, P. Le transcrit primaire, le pré-ARNr 45S, contient les séquences des ARNr 18S, 5,8S et 25S séparées par des régions espaceurs externes (5’ETS et 3’ETS) et internes ITS1 et ITS2, qui sont progressivement éliminées au cours de la maturation pour produire les ARNr incorporés dans les ribosomes (d’après The Plant Cell, 2019, 31, p. 1945-1967).


            

          

          Mon expérience de cytologiste m’a permis de suivre ces synthèses au niveau cellulaire : les ARNr nouvellement synthétisés s’accumulaient d’abord dans une partie du noyau, le nucléole, puis migraient dans le cytoplasme en quelques heures. La synthèse des ARNr du chloroplaste, particulièrement active lors du verdissement des plantules à la lumière, a également été caractérisée.


        


        

          La synthèse de l’ADN au début de la germination


          Une deuxième activité a consisté à analyser la synthèse de l’ADN au début de la germination. La quantité d’ADN par plantule double autour de vingt-quatre heures de germination, puis à nouveau autour de quarante-huit heures. Ces deux vagues de synthèse sont accompagnées de divisions cellulaires (ou mitoses) dans les jeunes racines. Ma collègue Françoise Grellet, chercheuse CNRS au laboratoire, avait montré simultanément que ces vagues de mitoses étaient accompagnées d’une synthèse d’histones, les principales protéines constitutives des chromosomes. Nous avons tenté de suivre cette synthèse d’ADN par des marquages radioactifs avec du phosphore P32 ou de la thymidine H3. Les marquages à la thymidine H3 coïncidaient sensiblement avec la phase de doublement de l’ADN, mais, lorsque le phosphore P32 était utilisé, le marquage était observé dès le début de la germination, indépendamment de la phase de doublement de l’ADN. Cet ADN à marquage rapide, dont la composition nucléotidique était distincte de celle de l’ADN total, avait été observé par d’autres chercheurs et faisait l’objet de nombreuses spéculations. À la suite de discussions avec John Ingle, lors du congrès de Leeds, j’en suis venu à penser qu’il pouvait s’agir d’une contamination bactérienne. J’ai pu l’établir, lors d’un court séjour dans l’équipe de Michel Guérineau, dans le laboratoire de Claude Paoletti à Villejuif. Le marquage au P32 résultait en fait de la synthèse d’ADN par des bactéries associées aux téguments de la graine. Il s’agissait donc d’un artefact ! Ce fut mon premier déboire en recherche. Par la suite, les graines ont été systématiquement désinfectées avant tout marquage avec un traceur radioactif, et j’ai toujours essayé de rester prudent dans l’interprétation de résultats qui ne cadraient pas avec les hypothèses de départ. Jusque-là, notre travail confirmait essentiellement celui d’autres collègues et ne présentait pas une grande originalité, mais il constituait la nécessaire phase d’apprentissage du métier de chercheur.


        


        

          Premier isolement des ARN messagers


          Les ARNr, avec les ARNt, étaient de loin les ARN les plus abondants, représentant plus de 80 % des ARN totaux. Les ARNm, responsables de la synthèse des protéines, étaient alors impossibles à isoler simplement, et leur recherche était un objectif prioritaire. Nous savions qu’ils devaient être associés aux ribosomes, actifs dans la synthèse protéique. C’est là que nous avons commencé à les rechercher et à montrer qu’une classe d’ARN, repérée par marquage radioactif, était plus riche en résidus adényliques que les ARNr. Dans le même temps, nos collègues américains avaient montré que les ARNm de cellules animales possédaient à leur extrémité terminale, une séquence de poly(A). À l’instar de ces derniers, nous avons démontré en 1973, à peu près simultanément avec un collègue belge et un collègue australien, qu’il en était de même pour les ARNm des végétaux. Nous avons isolé ces ARN polyadénylés à partir de tissus végétaux, selon les mêmes méthodes. Ils représentent entre 2 et 5 % des ARN totaux.


          C’était là une avancée réellement innovante : il restait cependant à prouver formellement que ces ARN polyadénylés étaient bien des ARNm et, pour cela, il fallait les traduire in vitro et montrer qu’ils codaient des protéines. C’est ce que nous ferons un peu plus tard, avec ma collègue Lorette Aspart. En fait, il a fallu attendre qu’un kit de synthèse protéique, un extrait de cellules sanguines de lapin, soit commercialisé pour que nous réalisions cette démonstration au début des années 1980. Néanmoins, nous étions confiants que les ARN polyadénylés que nous isolions représentaient bien les ARNm. Leur distribution en taille était hétérogène, comme attendu pour des ARNm codant pour des protéines de tailles très diverses. À la différence de celle des ARNr, beaucoup plus longue, leur demi-vie n’était que de quelques heures. Nous avons observé que la graine sèche, non germée, contenait aussi ce type d’ARN. La question de la nature et de la fonction de ces ARNm de graine sèche allait être l’un des fils conducteurs de mes recherches pendant plus de vingt ans. Avec ces résultats, j’ai soutenu ma thèse d’État en novembre 1977.


        


        

          Les premiers colloques


          J’ai eu la chance qu’Yves Guitton m’encourage à participer au premier colloque international de biologie moléculaire végétale qui s’est tenu à l’Université de Leeds en 1972, puis à d’autres. J’y ai découvert l’état de l’art en biologie moléculaire végétale et rencontré la plupart des pères fondateurs de la discipline, ce qui justifie que je m’attarde un peu à les présenter. En même temps, ce récit permettra de découvrir quels étaient les principaux centres d’intérêt de l’époque.


          Je garde intact le souvenir du premier breakfast que je pris à Leeds. Je me suis installé en face d’un monsieur qui semblait participer au colloque. Nous nous sommes présentés : j’avais, en face de moi, pour moi tout seul, Abraham Marcus, l’un des « grands » de la synthèse protéique in vitro ! Je lui racontais ce que je faisais et il m’a écouté avec bienveillance, sans me faire sentir qu’il y avait un abîme entre mes travaux et les siens. Par la suite, il m’a aidé, lorsque j’ai voulu publier notre travail sur les ARNm de la graine sèche, en corrigeant mon manuscrit, et il m’a invité à Philadelphie à donner un séminaire dans son laboratoire, au Fox Chase Cancer Center, lors de mon premier voyage aux États-Unis en 1985. Peu à peu, j’ai fait connaissance des différents participants de ce colloque, dont j’avais lu les noms dans la littérature scientifique.


          Leon Dure III était un solide gaillard, ressemblant à John Wayne, avec un fort accent rocailleux du sud des États-Unis. Il venait d’Athens, à côté d’Atlanta, et il travaillait sur les protéines de la graine de cotonnier. Il allait fonder quelques années plus tard l’International Society for Plant Molecular Biology (ISPMB), dont je deviendrai membre, puis l’un des directeurs de 1999 à 2003. Joe Key, son comparse, travaillait lui aussi à Athens, sur la synthèse et la maturation des ARNr. Il y avait également Lawrence (Larry) Bogorad, de Harvard, spécialiste du chloroplaste et futur président de la National Academy of Sciences des États-Unis. En voyant mon badge avec la mention « Perpignan », il me demande si je suis arménien. La géographie et les Américains… ! Joe Cherry, de l’Université Purdue dans l’Indiana, était l’un des premiers à s’intéresser au métabolisme des acides nucléiques chez les plantes, Folke Skoog avait découvert les cytokinines, l’une des principales hormones végétales, et il était présent avec Toshio Murashige, avec qui il avait mis au point le fameux milieu de culture pour cellules végétales isolées qui porte leurs noms. Il y avait Philip Siekevitz, un élève de George Palade, qui travaillait sur les ribosomes, et bien d’autres Américains. Les collègues anglais étaient nombreux. John Ingle et Chris Leaver venaient d’Édimbourg. Ce dernier commençait à se spécialiser dans les mitochondries dont il deviendra l’un des meilleurs spécialistes. John Ingle deviendra le patron de l’AFRC, l’Agricultural and Food Reseach Council. Plusieurs autres venaient du Plant Breeding Institute (PBI) de Cambridge : Dick Flavell, avec ses travaux sur l’ADN et la cytogénétique du blé, était déjà l’une des figures phares de la biologie moléculaire végétale anglaise ; Daphne Osborne, physiologiste de la germination des graines, m’intéressait particulièrement ; l’un de ses élèves, Peter Payne, travaillait sur les protéines de réserve du blé, glutellines et gliadines, en relation avec la qualité panifiable des farines et la présence de gluten. Il découvrira en même temps que moi les ARNm stockés dans les graines, et nous aurons ensuite des échanges fructueux. John Ellis venait de Warwick et travaillait sur la protéine la plus abondante sur terre, pièce maîtresse de la photosynthèse, la ribulose-bisphosphate carboxylase, appelée rubisco. La délégation française comprenait, entre autres, François Chapeville et Anne-Lise Haenni de l’Institut Jacques-Monod, Jacques-Henry Weil de l’IBMC (Institut de biologie moléculaire et cellulaire) de Strasbourg, et Joseph Bové de l’INRA de Bordeaux. Tous étaient surtout intéressés par les ARNt et les enzymes qui leur permettent de prendre en charge un acide aminé pour l’incorporer dans une protéine. Quelques années plus tard, François Chapeville sera à mon jury de thèse d’État, et je retrouverai Anne-Lise Haenni et Jacques-Henry Weil à la commission du CNRS. J’interagirai également à plusieurs reprises avec Joseph Bové à l’occasion de jurys de thèse et de visites à Bordeaux. Il était venu en voiture et avait apporté plusieurs caisses de vin de Bordeaux qui ont contribué à égayer le banquet final ! Jacques-Henry Weil a été, pendant des années, le leader français de la discipline et un promoteur infatigable de la biologie moléculaire des plantes, tant au niveau national qu’international. Quelques autres Européens présents à Leeds joueront un rôle important par la suite. Orio Ciferri, un Italien de Pavie, créera, dans la foulée du colloque, la revue Plant Science Letters. Jacques-Henry Weil lui succédera comme directeur et changera le nom de la revue en Plant Science. Je le remplacerai en 2003, et assurerai la direction de la revue avec cinq autres collègues pendant douze ans. Rob Schilperoort, un Hollandais, a joué un rôle déterminant dans le développement de la transgenèse végétale. Il a créé la revue Plant Molecular Biology dans la foulée du lancement de l’ISPMB, revue dont je deviendrai éditeur de 1987 à 2005. Diter von Wettstein était le directeur du célèbre laboratoire Carlsberg à Copenhague, et le promoteur de la biologie moléculaire de l’orge. Je participerai, dix ans plus tard, à un cours EMBO (European Molecular Biology Organisation) qu’il organisait dans son laboratoire, et qui sera déterminant pour nombre de mes activités ultérieures.


          Les pères fondateurs de la biologie moléculaire des plantes étaient presque tous là, et j’ai eu la très grande chance de les rencontrer dès le début de ma carrière. Les résultats scientifiques présentés dans ce colloque étaient fascinants, pour la plupart nouveaux ou fraîchement publiés, et dépassaient tout ce que j’espérais. Il y avait des avancées majeures sur la caractérisation des acides nucléiques, sur la synthèse in vitro des protéines, sur la biologie des chloroplastes, sur celle des virus à ARN…, mais on ne parlait pas encore de génie génétique ni de clonage.


          Ce voyage a donc été déterminant : je m’étais fait des amis, je pouvais mettre des visages sur les noms que je voyais dans la littérature, et j’en revins encore plus enthousiaste pour poursuivre mes recherches.


          La Société française de physiologie végétale (SFPV) était alors très active et tenait une réunion chaque année, alternativement à Paris ou en province. Yves Guitton était très attaché à la société, et c’était pour lui l’occasion de rencontrer les gens qui comptaient dans le domaine, et de nous les présenter. Je retrouvais dans ces réunions mes anciens professeurs. J’y ai fait la connaissance de nombreux collègues de Gif-sur-Yvette, d’Orsay, de Versailles, ou de province, qui développaient divers aspects de la physiologie végétale, et en particulier les premières approches moléculaires.


          À Leeds et à Édimbourg, j’avais compris l’importance de la biologie moléculaire. Aussi, lorsque la Société française de chimie biologique a organisé des forums des jeunes chercheurs, j’ai saisi l’occasion. Je me suis inscrit, avec ma collègue Françoise Grellet, au deuxième d’entre eux, en 1974 à Montpellier. Le premier avait été organisé à Strasbourg par Jean-Marc Egly, Jean-Yves Le Déaut et quelques autres. À Montpellier, nous avons fait leur connaissance, mais aussi celle des organisateurs montpelliérains. Après ce colloque, Jean-Marc Egly, chercheur à l’Institut de neurochimie de Strasbourg, enthousiaste et brillant, est venu travailler quelques jours à Perpignan pour nous aider à caractériser les particules ribonucléiques que nous mettions en évidence chez les plantes. Il nous a ensuite invités, Françoise et moi, à Strasbourg où nous avons donné un séminaire, tout intimidés de devoir parler devant Paul Mandel, le patron de l’Institut de neurochimie du CNRS et l’un des fondateurs de la biologie moléculaire strasbourgeoise. Quant à Jean-Yves Le Déaut, il est devenu professeur de biochimie à Nancy, s’est lancé dans une carrière politique, a été élu député socialiste et a joué pendant six mandats consécutifs un rôle important à l’Office parlementaire d’étude des choix scientifiques et techniques (OPECST), dont il est devenu le président en 2014. Par la suite, nos chemins respectifs se croiseront régulièrement. Cette rencontre fut aussi le point de départ des interactions avec les collègues montpelliérains, en particulier avec l’arrivée de Philippe Jeanteur. Formé à Villejuif, puis au prestigieux Caltech à Pasadena, il a largement rénové la biochimie montpelliéraine. Tous, nous étions passionnés par l’ADN, la chromatine et le stockage des ARN, sujets qui à l’époque était encore plein d’inconnues, et aussi d’artefacts. En juillet 1977, je participais à un nouveau forum des jeunes à Lyon, où je retrouvais nombre d’amis, mais il allait être endeuillé par la nouvelle du décès de mon patron.


          En 1974, une école d’été de l’OTAN a été organisée à Liège par Lucien Ledoux. Il prétendait avoir transformé génétiquement les grains de blé en les incubant directement avec de l’ADN, mais ses travaux étaient contestés, notamment par la petite communauté qui travaillait sur Agrobacterium tumefaciens. C’est à ce colloque que j’ai fait la connaissance de Michel Caboche qui entamait une reconversion sur les plantes, après une thèse en génétique animale, préparée à l’INRA de Toulouse, à sa sortie de l’École polytechnique. Il s’intéressait à la mise en culture des cellules végétales isolées et au conditionnement du milieu de culture par les hormones auxine et cytokinine. Il allait rapidement rejoindre le centre INRA de Versailles, où il jouera un rôle essentiel. Au-delà, il contribuera au rayonnement international de la biologie moléculaire et cellulaire végétale française. Je découvrais, à l’occasion de ce colloque, Jeff Schell et Marc Van Montagu. Ils venaient de montrer que la capacité d’Agrobacterium tumefaciens à induire des tumeurs était liée à la présence d’un plasmide, le plasmide Ti, du même type que les plasmides décrits chez E. coli.


          Deux ans plus tard, Jacques-Henry Weil donnait, à Strasbourg, une suite au colloque de Leeds, où je retrouvais la plupart des acteurs présents en Angleterre, plus quelques autres, et en particulier Jeff Schell et Marc Van Montagu. Jacques-Henry avait invité deux autres grands noms de la biologie du chloroplaste, Nam-Hai Chua de l’Université Rockefeller, et Masahiro Sugiura, de celle de Nagoya, qui allait être le premier à rapporter la séquence complète d’un ADN chloroplastique, celui du tabac. La représentation française y était beaucoup plus conséquente qu’à Leeds. Les collègues d’Orsay, entraînés par Francis Quétier, travaillaient sur les ADN chloroplastiques et mitochondriaux. Ceux de Versailles travaillaient sur la biologie d’Agrobacterium et des hormones végétales. En quatre ans, la progression avait été impressionnante : en particulier, l’utilisation des enzymes de restriction avait conduit à établir des cartes des génomes chloroplastiques et à y repérer un certain nombre de gènes, notamment ceux des ARNt et des ARNr. Cependant, on ne parlait pas encore de clonage de gènes. C’est à ce meeting que j’ai fait la connaissance de deux jeunes collègues qui deviendront des figures de ma discipline. David Ho présentait un poster à côté du mien et venait de terminer son PhD chez Joe Varner, à l’Université Washington à Saint-Louis. Joe Varner était l’un des maîtres de la physiologie végétale américaine, spécialiste des α-amylases, enzymes qui hydrolysent l’amidon des graines lors de la germination. Ces enzymes sont induites par les gibbérellines, une famille d’hormones également impliquées dans la croissance. Elles constituaient un excellent système expérimental pour étudier l’induction des gènes lors d’un processus physiologique. J’ai revu David plusieurs fois aux États-Unis, puis il m’a introduit dans la communauté taïwanaise lorsque j’y ai été envoyé en mission par Claude Paoletti en 1991. Il a succédé à Joe Varner à Saint-Louis et a été le président de l’American Society for Plant Biology. Nous nous sommes rencontrés régulièrement à Taïwan ou ailleurs. Un autre personnage rencontré à Strasbourg, David Baulcombe, deviendra plus tard l’un des fondateurs de l’épigénétique des plantes. Il venait de terminer son PhD à Édimbourg avec John Ingle. Il se préparait à partir en postdoc à Athens, chez Joe Key, pour y travailler sur la synthèse et la maturation des ARNr, ce qui avait favorisé nos discussions. Quelque temps après son retour et son installation au PBI à Cambridge, il clonera les premières copies ADN (ADNc) d’ARNm d’α-amylases d’orge. Sa découverte des petits ARN non codants impliqués dans la mise sous silence des gènes et des virus le rendra mondialement célèbre quelques années plus tard.


        


      


      

        Une transition imprévue


        

          Un événement tragique


          Au début du mois de juillet 1977, pendant que je participais au forum des jeunes de la Société française de biochimie à Lyon, un coup de téléphone me prévient qu’Yves Guitton, venait de décéder, à 46 ans, des suites d’un malaise cardiaque sur un cours de tennis. Je suis immédiatement revenu à Perpignan. Je défendais, malgré tout, ma thèse d’État quelques mois plus tard, particulièrement bien soutenu par mon parrain de recherche au CNRS, Jacques Ricard, et mon collègue perpignanais Claude Combes. J’avais prévu, après ma thèse, d’effectuer une année postdoctorale, mais le décès d’Yves Guitton et la nécessité de réussir la transition avec son successeur ont modifié mes projets, qui étaient de partir chez Abe Marcus à Philadelphie. Je comptais y travailler sur la synthèse protéique et acquérir les outils dont j’avais besoin pour prouver que les ARN polyadénylés étaient des ARN messagers.


          L’année qui a suivi a été difficile, car l’avenir du laboratoire était incertain, mais nous avions tous envie de poursuivre cette découverte de la biologie moléculaire des plantes. Avec Françoise Grellet, nous avons assuré les enseignements d’Yves Guitton en nous répartissant ses cours. Le président de l’université, Yves Serra, un juriste de renom, a défendu vigoureusement le maintien de l’équipe auprès du directeur des sciences de la vie du CNRS, André Berkaloff, et obtenu qu’un successeur de grande qualité soit nommé dès la rentrée 1978. Le choix s’est porté sur Paul Penon. Il est arrivé avec la thématique qu’il développait alors à Marseille chez mon parrain de recherche, à savoir la purification et l’étude des enzymes qui assuraient la transcription de l’ADN en ARN, les ARN-polymérases. C’était un incroyable puits de science, qui connaissait la littérature comme nul autre et était d’un enthousiasme communicatif. Il pressentait l’essor de la biologie moléculaire et était soucieux que nous en acquérions les principales techniques. Il avait établi avec ses collègues que trois complexes enzymatiques distincts, les ARN-polymérases I, II et III, assuraient la synthèse des différents types d’ARN chez les plantes, à l’instar de ce que l’on savait chez la levure et les cellules animales. L’ARN-polymérase I était impliquée dans la synthèse des ARN ribosomiques, l’ARN-polymérase II assurait celle des ARN messagers et l’ARN-polymérase III, celle des ARN de transfert et de l’ARN ribosomique 5S. À Marseille, ces trois complexes avaient été partiellement purifiés à partir de germe de blé, mais leur activité in vitro manquait totalement de spécificité et, d’ailleurs, de l’ADN commercial de thymus de veau était utilisé comme matrice dans les essais enzymatiques. Cette absence de spécificité nous taraudait, et nous pensions qu’un progrès décisif consisterait à utiliser des matrices plus spécifiques que l’ADN de thymus de veau. Nous avons alors envisagé d’utiliser les récentes techniques de génie génétique et de cloner des fragments d’ADN correspondant aux différentes matrices spécifiques à chaque ARN-polymérases. Il fallait donc acquérir les technologies nécessaires.


        


        
            
            Cartographie de l’ADN déterminant les ARN ribosomiques

            Dans un premier temps, Paul Penon m’a envoyé en stage à Marseille, avec Richard Cooke, assistant étranger, dans le laboratoire de génétique de son ami Roland Rosset. Nous y avons appris, sous la direction de Bertrand Jordan et Daniel Pardo, à digérer l’ADN avec des enzymes de restriction et à réaliser des hybridations selon la méthode de Southern. Ils travaillaient alors sur les ARNr et leurs gènes chez la drosophile, un thème assez proche de ce que j’envisageais de faire. De retour à Perpignan, nous avons mis en application les techniques apprises et commencé à étudier l’ADN déterminant les ARNr.

            Les enzymes de restriction étaient encore peu disponibles et chères, mais Gérard Roizès, qui était revenu à Montpellier et se consacrait à la purification de plusieurs d’entre elles, nous a généreusement approvisionnés. À l’aide de l’hybridation selon Southern, nous avons ainsi révélé les fragments correspondants aux gènes d’ARN ribosomiques du radis et en avons établi une carte de restriction sommaire. C’était une première étape avant le clonage des fragments correspondants.

          


        

          Le virus de la mosaïque du chou-fleur


          Paul Penon était arrivé à la conclusion qu’un ADN viral, celui du virus de la mosaïque du chou-fleur ou CaMV (Cauliflower Mosaic Virus), pourrait constituer une bonne matrice pour l’ARN-polymérase II. Ce virus était à l’époque le seul virus végétal à ADN connu. Il possédait un ADN double-brin, circulaire, d’environ 8 000 pb, et était propagé sur des plants de navets sur lesquels il provoquait une mosaïque jaune et un rabougrissement sévère des jeunes feuilles. Ce virus est normalement transmis par les pucerons, mais il était possible de le propager par inoculation mécanique, soit avec une suspension virale, soit simplement avec une solution d’ADN viral. Il était étudié à Strasbourg dans le laboratoire de Léon Hirth, ainsi qu’à l’Institut Jacques-Monod, par Pierre Yot. Les premiers essais réalisés avec de l’ADN fourni par les collègues strasbourgeois étaient encourageants, mais il est assez vite apparu que ces résultats provenaient sans doute d’un artefact. En effet, l’ADN extrait du virus présentait une coupure sur l’un des deux brins de l’ADN, et deux sur l’autre brin, mais ni l’origine ni le rôle de ces coupures n’étaient connus. Or c’est au niveau de ces coupures que la transcription était initiée in vitro, de façon non spécifique. Il fallait donc trouver une matrice qui soit dépourvue de ce genre d’inconvénient.


          Nous décidâmes alors que le plus intéressant, pour mon stage postdoctoral, serait d’apprendre à cloner des fragments d’ADN, si possible une matrice utile pour la thématique de la transcription. J’ai ciblé trois laboratoires, deux qui travaillaient sur le CaMV (Roger Hull, au John Innes Institute à Norwich en Angleterre, et Steve Howell, à San Diego en Californie) et un qui travaillait sur les gènes ribosomiques (Dick Flavell, au PBI à Cambridge). Je visitais les laboratoires de Cambridge et de Norwich et, finalement, optais pour le laboratoire de Roger Hull à Norwich, après avoir obtenu une bourse de la Royal Society.


          J’arrivais au John Innes Institute le 1er octobre 1979, avec mon épouse et notre fille, âgée de deux ans et demi. Nous étions logés sur le campus dans un appartement de l’ancienne maison de maître du domaine. Roger Hull et son épouse nous ont aussitôt invités chez eux. Ils nous ont appris que Norwich était une ville où il y avait une église pour chaque dimanche de l’année et un pub pour chacun des autres jours : c’était une bonne entrée en matière ! À ce stade, une présentation de l’institut où j’allais séjourner un peu plus d’un an, et qui allait rapidement devenir l’un des principaux centres mondiaux de la biologie moléculaire des plantes est utile.


        


        
            
            Le John Innes Institute

            L’institut doit son nom à un commerçant en produits horticoles, John Innes (1829-1904), qui avait légué sa fortune pour fonder une institution horticole. Celle-ci, créée en 1910, s’est d’abord installée dans la banlieue de Londres, puis dans le Hertfordshire. Ses deux premiers directeurs, William Bateson puis Cyril Darlington sont deux des plus célèbres biologistes britanniques du début du XXe siècle. Bateson est le père fondateur de la génétique en Angleterre et le premier scientifique à avoir utilisé le vocable « génétique » pour désigner les études sur l’hérédité. Darlington était un cytologiste éminent, reconnu pour sa description détaillée des chromosomes. La John Innes Horticultural Institution avait mis au point un compost très populaire, qui a fait sa fortune, et s’était spécialisée dans l’amélioration des arbres fruitiers. Avec le développement des recherches en cytologie et biologie cellulaire, l’institution changea de nom et devint le John Innes Institute (JII) en 1960. Elle déménage à nouveau, pour s’installer en 1967 à Norwich sur une autre propriété lui appartenant, avec un nouveau directeur, Roy Markham, virologue venu de Cambridge avec son unité. Bien que recevant des crédits publics de l’AFRC, le JII avait un statut semi-privé, géré par la John Innes Charity.

            À mon arrivée, le JII était constitué d’un bâtiment moderne de recherche sur deux niveaux, à la périphérie de la ville, installé sur un domaine de plusieurs dizaines d’hectares. Il disposait de serres, de champs expérimentaux, d’un centre culturel, d’une petite piscine découverte et d’une cafétéria où, à midi, chacun apportait ses sandwichs. Le bar, tenu par les étudiants et postdocs, délivrait une bière qui coulait souvent à flots. L’institut était voisin du Food Research Institute et du campus de l’Université d’East Anglia, installée dans un magnifique parc traversé par la rivière locale. L’institut comprenait alors quatre départements : microbiologie, dirigé par David Hopwood, travaillant principalement sur Streptomyces et la synthèse d’antibiotiques, mais aussi sur Agrobacterium et Rhizobium ; génétique, travaillant principalement sur le pois ; biologie cellulaire et, enfin, virologie. Roy Markham, le directeur de l’institut et du département de virologie, était décédé peu avant mon arrivée. Harold Woolhouse, qui était professeur à Leeds, lui succéda dans le courant de l’année.

            C’était la première fois que je travaillais dans un institut de cette taille, comprenant plusieurs départements, des services techniques communs, un laboratoire de microscopie électronique, un petit laboratoire sécurisé aux normes P2 définies après le moratoire d’Asilomar, spécifiquement dédié aux manipulations de clonage, et une bibliothèque abondamment fournie qui hébergeait une importante collection de livres anciens et rares consacrés à la botanique. La vie de l’institut était rythmée par les très britanniques pauses du thé, à 10 h 30 et à 15 h 30, où presque tout le monde se retrouvait dans la salle commune pendant une vingtaine de minutes pour se détendre et échanger des propos sur les activités scientifiques, familiales, politiques ou autres. Il y avait plusieurs séminaires par semaine, où j’ai vu défiler nombre de chercheurs en biologie moléculaire, et pas seulement des plantes. C’était un changement radical avec ce que j’avais connu à Perpignan et dans les autres laboratoires que j’avais visités.

            Sous l’impulsion de Harold Woolhouse, l’Institut allait devenir le plus important centre de recherche en biologie moléculaire et génétique des plantes d’Angleterre et peut-être d’Europe, avec un regroupement de laboratoires et de nouvelles constructions. L’institut sera ainsi rejoint successivement par le Sainsbury Laboratory, pour y développer des recherches en phytopathologie, puis le Cambridge Laboratory, issu d’une partie du PBI, et finalement par le Nitrogen Fixation Laboratory, jusque-là hébergé à Brighton. Il prendra le nom de John Innes Centre (JIC) en 1994 et Dick Flavell en sera nommé directeur, après le départ de Harold Woolhouse.

          


        
            
            Le clonage du virus de la mosaïque du chou-fleur

            Mon séjour avait pour objectif de cloner l’ADN du virus de la mosaïque du chou-fleur et de s’en servir comme vecteur de gènes chez les plantes. J’ai rapidement préparé de l’ADN viral. Je l’ai linéarisé avec une enzyme de restriction et je l’ai inséré dans un plasmide. Après transformation d’une souche d’E. coli, les premiers clones recombinants ont été obtenus et satisfaisaient à nos attentes : la carte de restriction de l’ADN cloné était identique à celle de l’ADN viral initial et, surtout, le fragment cloné, excisé du vecteur, était capable de provoquer une infection virale après inoculation à des feuilles de navet.

            Ce résultat était important à plusieurs titres. Il démontrait la fiabilité du clonage de fragments d’ADN à une époque où celle-ci n’était pas encore évidente, puisque l’ADN recombinant était infectieux et reproduisait les symptômes du virus. Il apportait en outre des informations sur la biologie du virus et de la plante. Les trois coupures simple-brin présentes dans l’ADN extrait du virus, étaient réparées par les bactéries au cours du clonage, et ne jouaient pas de rôle essentiel dans l’infectiosité de l’ADN. La possibilité de reproduire les symptômes par inoculation mécanique avec un ADN recombinant linéaire montrait que les cellules végétales étaient capables de recirculariser correctement une molécule d’ADN linéaire, et donc qu’elles possédaient une enzyme du type ADN-ligase. Enfin, la possibilité de cloner un ADN viral dans des bactéries affranchissait le virologue de la nécessité de manipuler un grand nombre de plantes et de virus pour produire de l’ADN viral, et améliorait ainsi la sécurité des recherches en virologie végétale.

            Nous étions enthousiastes avec ces premiers résultats, prêts à les rédiger pour les publier, mais, un matin de janvier, Roger arriva au laboratoire avec une mine sombre et un manuscrit que lui avait envoyé Steve Howell. Steve avait passé l’année précédente en séjour sabbatique à Norwich avec Roger et, de retour, en Californie, avait obtenu les mêmes résultats que nous, mais, plus rapide, il avait déjà rédigé un article qui était sous presse dans la prestigieuse revue Science !

            Le moment de découragement surmonté, nous avons poursuivi le projet en clonant l’ADN d’autres isolats viraux, qui avaient des cartes de restriction légèrement différentes, et en montrant que leur ADN recombinant était également infectieux. Dans la perspective d’utiliser le CaMV comme vecteur de gènes chez les plantes, nous avons généré des délétions dans ces différents génomes à l’aide de nucléases, espérant identifier des régions non indispensables que l’on pourrait remplacer par un nouveau gène. La seule délétion viable s’est révélée correspondre à une délétion naturelle dans un isolat non transmissible par les pucerons. J’ai aussi essayé, sans succès, d’isoler des fragments du génome viral contenant une origine de réplication en utilisant la méthode qui avait permis d’isoler, dans un plasmide de levure, l’origine de réplication du virus simien SV40. C’était là une autre étape indispensable pour espérer utiliser le CaMV comme vecteur de gènes. La raison de cet échec n’est apparue que deux ans plus tard, lorsque Thomas Hohn, au Friedrich Miescher Institute à Bâle, a montré que le CaMV était davantage apparenté aux rétrovirus qu’à SV40, qu’il se répliquait via un intermédiaire ARN et une transcriptase inverse, et ne possédait donc pas d’origine de réplication classique. Son épouse, Barbara, avait obtenu les mêmes résultats négatifs que nous.

            Nos quatre concurrents étaient les laboratoires de Steve Howell, à San Diego, de Léon Hirth à Strasbourg, de Bob Shepherd à Davis en Californie, et de Thomas et Barbara Hohn à Bâle. Cette concurrence n’empêchait pas les contacts réguliers. En juillet, Roger reçut la visite de Ken Richards, chef d’équipe dans le laboratoire de Léon Hirth, qui lui apprit que son groupe avait entièrement séquencé l’ADN du virus et qu’un article dans Cell était sous presse. L’année suivante, Jo Messing et Rich Gardner, deux postdocs de Bob Shepherd, rapportaient à leur tour la séquence d’un autre isolat. La séquence de l’ADN viral était une avancée capitale, mais qui ne répondait pas complètement aux questions que l’on pouvait se poser sur la biologie de ce virus : combien y avait-il de gènes, quelles étaient leurs fonctions, comment étaient-ils exprimés et comment le virus se multipliait-il ? Quels facteurs cellulaires le virus détournait-il pour se multiplier ? D’où venait sa spécificité pour les choux et les navets ? Comment interagissait-il avec les pucerons ? Au total, il aura fallu les efforts d’une dizaine d’équipes pendant une vingtaine d’années pour apporter des réponses, souvent encore partielles, à ces questions.

            Pendant tout mon séjour, je suis resté en contact avec mes collègues de Perpignan. En utilisant l’ADN recombinant que je leur fournissais, dépourvu des interruptions simple-brin, ils ont montré qu’une région spécifique était reconnue par l’ARN-polymérase II. Cartographiée par microscopie électronique et digestion par des enzymes de restriction, cette région s’est révélée correspondre au site d’initiation de la transcription de l’ARN 35S, décrit par le groupe de Léon Hirth et le nôtre, à Norwich. Les premières preuves d’une spécificité de reconnaissance de l’ARN-polymérase II étaient ainsi obtenues. Très vite, il a été compris que cette région était en fait un promoteur très efficace, pratiquement constitutif. Elle a été isolée, brevetée, et introduite aux États-Unis dans les vecteurs dérivés du plasmide Ti d’Agrobacterium afin de permettre l’expression constitutive des gènes introduits dans les plantes à l’aide de ces vecteurs. Ce promoteur 35S constitue encore aujourd’hui l’un des principaux promoteurs utilisés en génie génétique végétal.

          


        

          Autres bénéfices du séjour à Norwich


          Ce séjour d’un an à Norwich a donc été extrêmement bénéfique au plan des résultats scientifiques. J’en ai ramené les clones que j’avais obtenus, de nombreuses souches bactériennes et plasmides vecteurs, et une solide expérience qui m’a été fort utile par la suite. L’ambiance y était très stimulante, déjà très internationale (Allemands, Français, Américains, Canadiens, Néo-Zélandais, Australiens, Rhodésiens, Espagnols, Chinois, Indiens… y côtoyaient les Anglais). J’y ai surtout réellement appris à travailler et à m’organiser : Roger Hull était un exemple d’organisation et d’efficacité dans le travail : arrivé le matin à 8 h 30, il était parti à 17 h 30, n’ayant pas perdu une minute en distraction inutile. J’ai toujours rêvé de l’imiter, sans jamais vraiment y parvenir. Je me nourrissais des discussions quasi quotidiennes avec lui et les autres membres du laboratoire, de mes visites fréquentes à la bibliothèque, où nous nous retrouvions souvent autour de la photocopieuse, entre postdocs, pour découvrir ou commenter tel ou tel article qui venait de sortir. J’y ai découvert l’excitation de la compétition… avec ses déceptions quand on n’arrive pas le premier.


          David Hopwood avait instauré un journal club très stimulant auquel participaient des membres du JII et de l’UEA, où il enseignait également. Tous les quinze jours, une vingtaine de participants se retrouvaient le soir, dans son garage, autour d’un écran et d’un rétroprojecteur. L’un de nous présentait un article récemment publié de son choix. Les deux seules conditions pour participer étaient d’accepter que son nom soit tiré d’un chapeau pour faire une présentation et… de payer ses bières. Les discussions étaient animées et enrichissantes, et il n’y avait guère de nouveautés scientifiques qui nous échappaient, que ce soit la découverte des introns, d’un nouvel antibiotique ou de la maturase mitochondriale de levure.


          Le petit groupe des « cloneurs » comprenait quatre membres du laboratoire de microbiologie, Noel Ellis et son étudiant, qui travaillaient en génétique, et moi-même, en virologie. Nous discutions de nos expériences, échangions les astuces pour améliorer l’efficacité du clonage, partagions les vecteurs et les enzymes que souvent nous préparions nous-mêmes. Une situation à peine croyable aujourd’hui, où le clonage se pratique presque quotidiennement dans de très nombreux laboratoires, avec des enzymes, des vecteurs, des solutions, des milieux de culture commercialisés et prêts à l’emploi. Noel venait d’Édimbourg, où il avait effectué son PhD sous la direction de Noreen Murray. Il nous a rapidement procuré la souche contenant le gène cloné de la T4-ADN ligase avec le protocole de préparation de l’enzyme. Il avait une excellente pratique de la manipulation des phages lambda qu’il nous a enseignée. Cette formation m’a été particulièrement utile, plus tard, lorsque j’ai utilisé ces vecteurs pour cloner des grands fragments d’ADN génomique. Noel et son étudiant travaillaient sur les gènes d’ARNr du lin, qu’ils avaient clonés. Sur la fin de mon séjour, nous avons fait quelques essais pour cloner ceux du radis. Nous avons gardé le contact et il est venu à plusieurs reprises me rendre visite à Perpignan et travailler à des projets communs. Il a fait partie du petit groupe de Norwich qui a isolé et caractérisé en 1990 le gène historique décrit par Mendel, celui responsable de l’aspect lisse ou ridé du petit pois, une grande première dans notre domaine.


          Personne ne pratiquait encore le séquençage dans l’institut, à l’exception de John Stanley, arrivé en cours d’année pour travailler sur un virus d’un type nouveau, à ADN simple-brin, le cassava latent virus, affectant le manioc. Lorsque je suis revenu, huit mois plus tard, compléter quelques expériences avec Roger, j’ai appris avec lui la méthode de Maxam et Gilbert.


          Même si je n’ai pas continué à travailler sur le CaMV, ce séjour a eu le mérite de me familiariser avec la virologie végétale, et de me mettre en contact avec quelques autres grands noms de la biologie moléculaire et de la virologie végétales.
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        L’essor de la biologie moléculaire végétale
      


    

      


    


    

      

        Les premiers projets


        Le début des années 1980 correspond à l’essor de la biologie moléculaire végétale, souvent en conflit avec la physiologie végétale et la botanique, restées des sciences traditionnelles. On pourrait qualifier cette période, où tout était à découvrir, de « chasse aux gènes », quelle que soit l’espèce concernée. Elle correspond aussi à mon épanouissement scientifique, à de nombreux voyages et à des prises de responsabilités dans un contexte français souvent morose. Cette période d’une dizaine d’années, très riche en découvertes et en interactions avec de nombreux collègues, a en fait préparé l’émergence, au début des années 1990, de la génomique.


        

          La mise en place des projets


          Je suis rentré à Perpignan avec plusieurs objectifs : implanter au laboratoire les méthodologies du génie génétique et du séquençage, contribuer à l’avancée des projets sur la transcription, et enfin poursuivre ce que j’avais abordé pendant ma thèse, à savoir comprendre à quoi servaient les ARN messagers stockés dans les graines.


          Le préalable était d’acquérir de nouveaux équipements et d’être habilités à réaliser des expériences de génie génétique à Perpignan par la commission ministérielle compétente. Une partie des crédits du laboratoire a été investie dans l’acquisition de nouveaux appareils et la mise aux normes des locaux. Constituer un dossier d’habilitation au génie génétique, puis pour la construction d’une serre présentant les normes de sécurité pour travailler avec le virus CaMV, a été mon premier véritable contact avec des formalités administratives qui ne feraient que s’alourdir au fil des ans : il fallait détailler nos formations respectives, les expériences auxquelles nous pensions procéder, pourquoi et comment, avec qui, les souches et les vecteurs que nous utiliserions, quel suivi nous leur donnerions, anticiper sur la durée puisque l’habilitation était accordée pour cinq ans, détailler la restructuration et l’équipement des locaux… Les exigences du dossier pouvaient paraître justifiées aux yeux d’une administration ministérielle soucieuse de précaution, mais elles étaient irréalistes dans leur mise en pratique quotidienne. Comment prévoir quel type d’expériences nous réaliserions dans les cinq prochaines années, comment prévoir quel type de souche bactérienne, quel vecteur nous utiliserions à ce moment-là, comment prévoir quel résultat nous obtiendrions et comment nous les exploiterions ? Demander ces renseignements, c’était ignorer la façon dont la science progresse et innove constamment.


          Avec Paul Penon, qui avait une solide expérience de biochimiste, nous avons préparé de la T4-DNA-ligase, quelques enzymes de restriction, différents plasmides et de l’ADN de bactériophage lambda à partir des souches que j’avais ramenées de Norwich. Nous avons ainsi fait de substantielles économies, car si la plupart de ces produits étaient déjà commercialisés, ils étaient fort chers.


          Le projet d’élucider la nature et la fonction des ARNm stockés dans la graine me semblait important, car ces ARNm codaient peut-être des protéines essentielles pendant la période où la graine accumule ses réserves, perd son eau et devient dormante, ou encore indispensables à la germination. Le meilleur moyen de répondre aux questions que nous nous posions était d’isoler et d’identifier les gènes exprimés à cette période, mais nous ne disposions pas de la technologie nécessaire, la synthèse d’ADN complémentaires aux ARNm (ADNc), et leur clonage sous forme de clones bactériens.


          J’ai donc laissé ce projet en sommeil et, dans un premier temps, j’ai réalisé des expériences consistant à cloner des fragments d’ADN génomique répétés car plus abondants et donc plus faciles à isoler. Le but était de nous familiariser avec le clonage. Ensuite, j’ai tenté de cloner des fragments spécifiant les ARNr, également répétés, afin de disposer d’une matrice pour réaliser la transcription des ARNr in vitro.


        


        

          Clonage et séquençage de séquences répétées


          Nos premières expériences ont consisté à cloner des fragments d’ADN de radis découpés par l’enzyme Hind III. Nous avons ainsi obtenu plusieurs clones contenant des insertions de petite taille que nous avons séquencées par la méthode chimique. Il nous a fallu un peu plus d’un mois pour en maîtriser les différentes étapes. Le séquençage de plusieurs clones a révélé des insertions de 180 pb, de séquence presque identique. Lorsque ces insertions sont utilisées comme sondes dans des expériences d’hybridation selon Southern sur de l’ADN génomique digéré par Hind III, elles révèlent des profils en échelle, dont les barreaux sont en fait des multiples de 180 pb. Ces profils sont caractéristiques des ADN satellites déjà décrits chez les animaux et quelques plantes. Ces ADN avaient été observés sous la forme d’un épaulement ou d’un petit pic supplémentaire sur les profils de fractionnement de l’ADN, d’où le nom de « satellite ». Les insertions dans les clones plus longs correspondaient à des dimères ou des trimères de la même séquence, mais dans lesquelles le site de restriction Hind III avait été perdu, d’où les profils en échelle. Nous avons estimé à environ 600 000 le nombre de copies de cette séquence et avons également inféré son origine à partir d’une séquence plus courte de 60 pb. Nous l’avons comparé avec les rares séquences de même type déjà rapportées chez d’autres plantes : 75 % des nucléotides de la séquence de moutarde pouvaient être alignés avec ceux du radis, mais ce pourcentage chutait à 60 % dans le cas des séquences de fève ou de maïs. Cela indiquait que ce type de séquence était présent chez de nombreuses espèces, mais qu’il avait largement divergé au cours de l’évolution. Il sera démontré plus tard que les séquences de radis que nous avions isolées sont localisées dans une région des chromosomes, essentielle pour leur migration lors des divisions cellulaires, le centromère. On ne connaît pas la fonction des ADN satellites, mais leur conservation et le fait que des protéines spécifiques les reconnaissent suggèrent qu’ils jouent un rôle dans la structure et la dynamique des chromosomes.


          Cette étude, dépourvue initialement de questionnement biologique, a été importante. Elle nous a non seulement permis de maîtriser la technologie de séquençage, mais surtout nous avions appris à analyser les séquences et à nous poser des questions en matière d’évolution, questionnement qui sera par la suite un des moteurs de la génomique. La conservation de ces séquences indiquait qu’elles devaient faire l’objet de mécanismes de sélection et avoir un rôle, et n’étaient pas simplement de l’ADN « poubelle » comme beaucoup le croyaient. Ce travail n’a pas été sans interpeller la commission du CNRS en charge d’évaluer mon activité : quel est l’intérêt biologique de travailler sur ces séquences ? Attention à ne pas partir sur une voie de garage ! Ces messages m’ont un temps chagriné. Heureusement, quelques mois plus tard, la publication de nos résultats dans un journal prestigieux a fait taire toutes les critiques. Cet intérêt pour les séquences répétées, pour leur mode d’évolution et pour les processus évolutifs en général, s’est poursuivi tout au long de ma carrière, et constitue encore un axe fort de mon ancien laboratoire.


        


        
            
            Les gènes d’ARN ribosomique

            Maîtrisant mieux les techniques, nous nous sommes attelés à un projet qui intéressait plus directement le laboratoire en clonant des fragments d’ADN spécifiant les ARNr (ADNr), et en particulier des régions contenant le site d’initiation de leur transcription. Le mode de synthèse des ARNr à partir d’un précurseur a été décrit précédemment (figure 3).

            La digestion de l’ADN avec des enzymes de restriction suivie d’hybridation selon Southern suggérait que les gènes ribosomiques de radis étaient constitués par des répétitions organisées en tandem d’une unité élémentaire d’environ 8 000 pb. Nous en avons assez rapidement obtenu la carte de restriction avec quelques enzymes, mais, surtout, nous nous sommes aperçus qu’il y avait plusieurs types de gènes dont nous estimions le nombre de copies à ~ 1 500. Plusieurs fragments, correspondant aux ARNr 18S et 25S, ont été clonés dans un plasmide, mais aucun ne recouvrait la totalité d’une unité de 8 000 pb. Ces fragments ont néanmoins servi de sondes pour la suite : des unités complètes ainsi que des clones recouvrant deux unités voisines séparées par une région intergénique, ont pu être isolées d’une nouvelle banque réalisée dans un vecteur dérivé du phage lambda. Plusieurs unités clonées différaient par l’absence ou la présence d’un site de restriction, confirmant ainsi l’hétérogénéité précédemment détectée. Un fragment de ~ 3 000 pb recouvrant la fin d’une unité et le début de la suivante, et donc la région où commence la transcription, a alors été sous-cloné dans un plasmide, plus commode à manipuler et entièrement séquencé. Deux séquences équivalentes de l’ADNr de maïs et une de seigle avaient été publiées quelques mois plus tôt, respectivement par des groupes américain, allemand et australien, mais nous étions les premiers à déterminer précisément le site d’initiation de la transcription, ainsi que les premiers sites de clivage du précurseur chez une plante. La séquence de la région d’initiation a été retrouvée, par la suite, dans toutes les espèces où elle a été recherchée, car elle est conservée. La présence de sept répétitions d’une centaine de paires de bases chacune, agencées en tandem, a été observée en amont de ce site. Cette observation suggérait que cette courte séquence faisait, comme le reste des séquences de l’ADNr, l’objet d’une évolution qui a maintenu ce type de séquences quasiment homogènes au sein d’une même espèce. Bien que nos collègues travaillant sur les céréales aient, eux aussi, observé des répétitions en tandem dans les régions intergéniques, celles-ci n’avaient pas la même taille, ne présentaient pas d’homologie avec celles du radis et étaient en nombre de copies différents. En fait, ces répétitions, sans que l’on comprenne pourquoi, sont hautement spécifiques du genre ou de l’espèce.

            Ce travail nous a sensibilisés aux difficultés de séquencer correctement des régions comprenant des courtes séquences répétées, presque identiques, et nous a conduits à corriger des séquences publiées avec de nombreuses erreurs pour les espaceurs intergéniques de chou-fleur et de riz par des collègues étrangers. Il a surtout permis de disposer des bases indispensables pour isoler, plus tard, les complexes nucléoprotéiques impliqués dans le processus de maturation du précurseur des ARNr, puis quelques-uns des gènes des protéines de ces complexes.

          


        

          Les gènes de protéines de réserve


          L’hypothèse en vogue était que les ARNm de graines sèches étaient en fait un reliquat des ARNm utilisés pour synthétiser les protéines de réserve. Pour la vérifier, il fallait disposer de sondes spécifiques de ces gènes, c’est-à-dire des clones des copies ADN de leurs ARNm. L’arrivée d’une postdoc, Monique Raynal, a permis de développer le sujet.


          Les protéines de réserve sont des protéines très abondantes, qui s’accumulent lors de la formation de la graine, et dont le rôle physiologique est de constituer une réserve d’acides aminés, mobilisable au moment de la germination avant que la jeune plantule ne soit photosynthétique et autonome pour sa nutrition. Elles sont largement responsables des qualités nutritionnelles de nombreuses graines. Ces protéines, chez de nombreuses familles, sont généralement de deux types, des globulines 12S et des albumines 2S. Après avoir déterminé le stade de développement de la graine optimal pour leur synthèse, nous les avons purifiées à partir de graines de radis. Par analogie avec celles du colza, nous les avons appelées cruciférines et napines. Des anticorps spécifiques de chaque type ont été préparés et utilisés pour montrer que les deux types de protéines étaient synthétisés sous la forme de précurseurs qui étaient clivés en deux sous-unités, maintenues solidaires par des liaisons entre les atomes de soufre de deux cystéines situées dans chacune des sous-unités. Nous avions alors tous les outils pour tenter le clonage des ADNc correspondants. Quelques semaines plus tard, une banque de clones d’ADNc était réalisée à partir de graines immatures, et les premiers clones d’ADNc de protéines de réserve étaient isolés.


          Nous avons ainsi établi qu’il y avait au moins deux sous-familles de napines et au moins trois de cruciférines, que nous pouvions distinguer parce que, outre quelques mutations ponctuelles dans la partie codante, les séquences des extrémités non codantes des ARNm étaient distinctes. Les expériences d’hybridation moléculaire ont conduit à la conclusion que le génome de radis contenait huit à douze gènes de napines, et au moins une douzaine de gènes de cruciférines. Ces résultats étaient similaires à ceux rapportés par des groupes concurrents chez Arabidopsis et chez le colza. Elliot Meyerowitz, à Los Angeles, avait rapporté qu’Arabidopsis n’avait qu’un seul gène de cruciférine, mais deux autres gènes ont été décrits plus tard, et le groupe de Marc Van Montagu avait décrit quatre gènes de napine. Nous en découvrirons un autre par la suite. Chez le colza, Martha Crouch dans l’Indiana, et Lars Rask, en Suède, avaient rapporté des situations encore plus complexes, ce qui n’était pas surprenant puisque le colza est une espèce polyploïde, alors que le radis était considéré comme diploïde.


          Disposant de sondes spécifiques de chacune des familles de protéines de réserve, nous avons montré que, dans les graines sèches, il ne reste que des traces d’ARNm de cruciférines et, encore moins d’ARNm de napines. L’hypothèse initiale n’était donc pas vérifiée, et il était clair que les ARNm des graines sèches codaient pour d’autres protéines que les protéines de réserve. Nous nous sommes alors focalisés sur ces gènes encore inconnus. Entre-temps, Monique Raynal avait été recrutée comme attachée de recherche au CNRS et affectée à notre équipe.


        


        

          Les gènes des protéines de la graine sèche


          Une nouvelle banque d’ADNc a été construite, mais, cette fois-ci, à partir d’ARNm de graines sèches, Nous en avons effectué le tri selon une stratégie permettant de révéler les clones correspondant aux ARNm les plus abondants. Nous avons ainsi isolé une dizaine de clones qui ont été systématiquement séquencés.


          Tous ont révélé des séquences ressemblant à celles récemment publiées pour d’autres espèces. Le premier d’entre eux codait pour une protéine homologue à une protéine de blé, décrite quelques mois plus tôt par Ralf Quatrano, à l’Université d’Oregon, sous le nom de Em (Early methionine), car c’était la première protéine détectée au début de la germination d’embryons de blé, à la suite d’un marquage avec de la méthionine radioactive. Un deuxième clone présentait une séquence similaire à celle de quatre gènes de riz, décrits par John Mundy et Nam-Hai Chua à l’Université Rockefeller, et qu’ils avaient nommés RAB 21 (responsive to ABA, 21 kDa). Un troisième s’est révélé coder une protéine ressemblant à une protéine du grain de maïs, caractérisée à Barcelone par Montserrat Pages, appelée RAB 28. Une dernière série de clones, issue de ce tri, présentait une séquence codant pour deux protéines encore inconnues, mais apparentées. Les clones que nous avions isolés étaient donc homologues, pour la plupart, à des clones isolés les mois précédents par d’autres collègues, ce qui signifiait que les protéines correspondantes étaient présentes et conservées dans les graines matures de plusieurs espèces différentes.


          Aucune de ces protéines n’avait de fonction biologique connue, mais elles présentaient des propriétés structurales originales, distinctes de celles des protéines de réserve : elles restent solubles à 100 °C, alors que les protéines de réserve précipitent ; elles présentent des domaines conservés comprenant à la fois des acides aminés hydrophiles et des acides aminés lipophiles, et ont une structure désordonnée, non cristallisable.


          Leon Dure était arrivé, lui aussi, à la conclusion que les ARNm de protéines de réserve ne pouvaient rendre compte des ARNm de graines sèches. Il a proposé de regrouper cet ensemble de protéines, qui semblaient communes à toutes les espèces chez lesquelles on les recherchait, sous le vocable de protéines late embryogenesis abundant (LEA) pour traduire le fait qu’elles s’accumulaient toutes en fin d’embryogenèse, après les protéines de réserve. Elles ont constitué pendant une vingtaine d’années l’un des axes de recherche de notre laboratoire, aussi bien que celui des laboratoires de Leon Dure, Ralph Quatrano, Montserrat Pages et quelques autres. L’intérêt pour ces protéines s’est renforcé lorsqu’il est apparu que leur synthèse était inductible par l’acide abscissique (ABA), l’hormone de stress des végétaux, et en conditions de sécheresse dans d’autres tissus que ceux de la graine.


          À ce stade de notre incursion dans ce monde des gènes, où nous commencions à avancer en territoire inconnu, il est utile de faire état des connaissances qui s’accumulaient rapidement et de l’ébullition qui régnait dans une partie de la communauté végétaliste. En effet, au même moment, se développait un peu partout, surtout en Amérique du Nord, en Europe, au Japon et en Australie, la biologie moléculaire végétale.


        


      


      
          
          La biologie moléculaire végétale dans le monde

          Les premiers clonages de gènes de plantes font rapidement suite au premier clonage d’un gène animal, celui de la β-globine de lapin, puis d’autres gènes animaux abondamment exprimés, comme celui de l’ovalbumine de poule.

          
            L’explosion du clonage de gènes de plantes

            Les premiers gènes végétaux isolés, en 1979, ont été ceux spécifiant les ARNr de blé et de soja, respectivement par Dick Flavell à Cambridge et Desh Pal Verma à Montréal. Ils seront séquencés quelques années plus tard. Les premiers ADNc codant pour des protéines végétales l’ont été l’année suivante et ont été ceux de protéines particulièrement abondantes. Ce fut d’abord celui de la léghémoglobine de soja, isolé au Danemark. Cette protéine, qui ressemble beaucoup aux hémoglobines animales, est la protéine la plus abondante des nodosités fixatrices d’azote des légumineuses. Elle y contrôle, comme l’hémoglobine dans les globules rouges, la concentration en oxygène. Cette « première » a rapidement été suivie par le clonage d’ADNc, puis de clones génomiques de la petite sous-unité de la rubisco, protéine clé de la photosynthèse. Cette protéine est constituée d’un assemblage de huit petites sous-unités identiques, codées par l’ADN nucléaire, et de huit grandes sous-unités, dont le gène est porté par l’ADN chloroplastique. Cet ensemble qui représente la moitié des protéines du chloroplaste est capable de fixer une molécule de CO2, en présence d’eau, sur un sucre phosphorylé à cinq carbones, le ribulose-bisphosphate, assurant ainsi la fixation du carbone dans la matière organique. Plusieurs laboratoires ont réussi ce clonage à peu près simultanément, dont ceux de Jacqueline Fleck à Strasbourg pour le tabac, et de Nam-Hai Chua pour le pois à New York.

            C’est au début des années 1980 que vont être isolés et caractérisés les gènes d’autres protéines abondantes et sur lesquels de nombreux physiologistes travaillaient déjà. La plupart des gènes codant pour les protéines de réserve de soja, de pois, de haricot, de colza, d’Arabidopsis, de tournesol, de cotonnier, de maïs, de riz, d’orge ou de blé, vont ainsi être caractérisés, révélant une complexité et une diversité inattendues. Des gènes d’enzymes abondantes et jouant un rôle clé dans la physiologie de la plante, comme ceux des α-amylases, qui hydrolysent l’amidon du grain en fournissant les sucres solubles nécessaires au développement des jeunes plantules, sont caractérisés par David Baulcombe sur l’orge à Cambridge et sur le riz par Ray Rodriguez à Davis et Su-May Yu à l’Université Cornell. Le gène de l’alcool déshydrogénase (ADH) de maïs, dont l’activité est essentielle pour la tolérance au manque d’oxygène, comme en cas de submersion, est isolé par Martin Sachs à Saint-Louis. C’est le cas également de plusieurs enzymes du métabolisme glucidique, ou encore d’une enzyme de synthèse de l’amidon, codée par le gène Waxy. On peut ajouter à ces quelques exemples les gènes de protéines relativement abondantes, impliquées dans la photosynthèse ou d’autres processus métaboliques importants.

            L’isolement, par Nina Fedoroff et Sue Wessler, du gène Waxy de maïs marque une étape. L’amidon est composé de deux types de molécules : l’amylose constituée de chaînes linéaires de glucose, et l’amylopectine, constituée de chaînes ramifiées. Dans les mutants waxy, la proportion entre ces deux types de molécules est fortement modifiée en faveur de l’amylopectine, et une protéine liée aux grains d’amidon y est absente. Cette protéine a été purifiée et son gène isolé. Son isolement revêt une importance particulière : il code une protéine impliquée dans la synthèse de l’amidon et dans sa qualité culinaire et a permis l’isolement du premier élément transposable ou transposon. En effet, la mutation waxy du maïs est due à l’insertion d’un transposon dans ce gène. Ce clonage est représentatif des stratégies utilisées à l’époque et des étapes et difficultés rencontrées pour isoler des gènes : purification préalable de la protéine et obtention d’anticorps spécifiques, enrichissement en ARNm spécifique, obtention et caractérisation d’un premier clone ADNc incomplet construction d’une banque génomique pour obtenir une séquence complète du gène, combinaison avec des données de la génétique… Ce n’est que plus tard qu’il a été montré que la protéine Waxy avait une activité enzymatique et était effectivement impliquée dans la synthèse de l’amidon.

            Nombre de gènes, dont les fonctions réelles sont inconnues, mais dont l’expression est abondante à certains stades physiologiques, sont également caractérisés pendant cette période, au niveau ADNc. L’un des exemples déjà cité est celui des gènes de protéines LEA, qui peuvent représenter jusqu’à 4 % des protéines de la graine. Les nodulines, protéines particulièrement abondantes dans les nodosités fixatrices d’azote des légumineuses, et les protéines PR (pathogenesis related) induites par des infections fongiques, constituent d’autres exemples de protéines à fonction alors inconnue. Plusieurs groupes isolent aussi des gènes fortement exprimés en conditions de stress hydrique, anoxique ou thermique, sans toutefois être toujours capables d’assigner une fonction au gène isolé. Cette situation illustre ce qui sera l’un des problèmes majeurs de la génomique : comment, une fois un gène cloné et séquencé, en élucider la fonction ?

            Les vecteurs et des techniques de clonage d’ADNc s’améliorent, permettant d’obtenir des clones d’ADNc couvrant toute la longueur de l’ARNm. La construction de banques, dites d’expression, dans lesquelles la séquence de l’ADNc est traduite par la bactérie pour produire la protéine recombinante, permet d’isoler les clones correspondant aux protéines pour lesquelles on dispose d’un anticorps. Il est possible aussi d’utiliser des mutants d’E. coli ou de levure et de les complémenter, c’est-à-dire réparer une mutation dans un gène de bactérie ou de levure en remplaçant le gène muté par un gène de plante qui assure la même fonction. C’est ainsi qu’a été identifié le premier gène d’un canal potassique, protéine permettant le passage actif des ions potassium K+ au travers des membranes, par Hervé Sentenac, à Montpellier. Les comparaisons de séquence avec des gènes caractérisés chez d’autres organismes, de plus en plus nombreux, commencent également à être largement utilisées, mais requièrent une validation expérimentale. De façon générale, les clones isolés correspondent à un nombre limité de protéines et à de multiples espèces, principalement cultivées.

            Le clonage d’ADN génomique se répand plus lentement que celui des ADNc car, d’une part, il n’est pas indispensable pour réaliser les expériences de biologie qui sont le centre d’intérêt principal de la majorité de chercheurs et, d’autre part, le plus souvent, il requiert l’utilisation de vecteurs dérivés du phage lambda, plus délicats à manipuler que les plasmides. On découvre à l’occasion que nombre de gènes de plantes, à l’instar des gènes de cellules animales, contiennent des introns, séquences non codantes intercalées entre des régions codantes. Ces séquences sont transcrites, présentes dans les ARN précurseurs des ARNm, puis éliminées lors de leur maturation, processus appelé épissage. Cette découverte, comme beaucoup d’autres, va ouvrir de nouvelles voies de recherche pour comprendre les caractéristiques des introns des gènes de plantes et la mécanique de leur excision, et pour en élucider l’origine ou le rôle dans la physiologie de la plante.

            À côté du clonage de gènes codant pour des protéines, le clonage de séquences répétées de divers types devient aussi de plus en plus fréquent et permet de progresser dans leur connaissance. De nombreux ADN satellites seront isolés de différentes espèces et seront associés soit aux centromères, soit aux régions télomériques à l’extrémité des chromosomes. Plusieurs groupes caractériseront les gènes d’ARNr de différentes espèces. D’autres séquences répétées, mais dispersées dans le génome seront également caractérisées. Avec l’isolement et la caractérisation du premier transposon actif de maïs, Ac, à partir du gène Waxy en 1983, ces séquences répétées dispersées seront souvent assimilées à des fragments d’éléments transposables.

            Les éléments transposables ont été identifiés pour la première fois chez les plantes dans les années 1940, comme des éléments génétiques mobiles, capables de provoquer des mutations instables, par Barbara McClintock, mais il a fallu attendre plus de quarante ans pour que le premier d’entre eux, Ac, soit caractérisé au niveau moléculaire et pour que le prix Nobel de physiologie et médecine récompense Barbara McClintock. Un élément transposable est une séquence d’ADN qui peut se déplacer d’un site du génome à un autre, et éventuellement l’envahir ; c’est pourquoi on les appelle parfois « gènes sauteurs ». Depuis, il a été établi que les transposons se répartissent chez tous les êtres vivants en deux grandes classes. La classe I, ou rétrotransposons, dont la transposition et la multiplication se font par un intermédiaire ARN qui est ensuite recopié en ADN grâce à l’action d’une transcriptase inverse ; les copies ADN sont alors intégrées à d’autres endroits dans le génome. La classe II comprend les transposons qui ne requièrent pas un intermédiaire ARN pour transposer, tel Ac. Chaque classe possède quelques caractéristiques qui permettent de les reconnaître. Ainsi, les rétrotransposons classiques présentent à chaque extrémité une séquence identique de plusieurs dizaines de paires de bases, dans la même orientation, le LTR (long terminal repeat), qui est indispensable pour initier la transcription et la réplication de l’élément. Les deux LTR sont initialement identiques, mais peuvent, au fil du temps, accumuler des mutations, ce qui va permettre de déterminer leur âge. Plus il y a de différences entre les deux LTR, plus le rétrotransposon est ancien. Entre ses deux LTR, le rétrotransposon possède des gènes codant pour deux protéines, dont l’une présente un domaine transcriptase inverse. Les transposons de classe II possèdent une courte répétition inversée de quelques bases à chaque extrémité, et généralement deux gènes codant pour les protéines qui permettent l’excision, puis l’insertion du transposon. Ces répétitions sont importantes car elles permettent des recombinaisons qui peuvent éliminer le transposon. L’excision d’un transposon de classe II laisse généralement une trace ou empreinte, délétion ou présence de quelques nucléotides supplémentaires qui constituent autant de mutations.

          

          
            
            Agrobacterium tumefaciens et la naissance du génie génétique végétal

            Les travaux pionniers menés sur Agrobacterium tumefaciens et son plasmide Ti, et leur rôle dans la transformation génétique des plantes, explosent. En 1975, Marc Van Montagu et Jeff Schell rapportent qu’un plasmide de cette bactérie du sol, connue depuis près de soixante-dix ans pour induire des tumeurs chez les plantes à la base de la tige, le plasmide Ti (Tumor-inducing), est responsable de la formation de ces excroissances. L’année suivante, Mary-Dell Chilton, à Raleigh aux États-Unis, démontre qu’une petite partie de ce plasmide, quelques milliers de paires de bases, l’ADN-T (ADN-Transféré) est transféré de la bactérie au génome de la plante, assurant ainsi sa transformation. Il s’agit donc d’un transfert naturel d’ADN entre une bactérie et une plante. De nombreux laboratoires vont alors s’attacher d’une part à élucider les mécanismes par lesquels l’ADN-T est transféré au génome nucléaire, et d’autre part à améliorer les protocoles de transformation par le plasmide Ti. Ceux-ci consistent à incuber des explants cellulaires en présence d’agrobactéries porteuses dans leur ADN-T des gènes à introduire dans la plante, à sélectionner ensuite les explants ayant intégré l’ADN-T, puis à régénérer une plante entière à partir de ces derniers. La régénération d’une plante est souvent le facteur limitant. L’ADN-T est délimité par une courte séquence reconnue par des protéines de virulence codées par une autre région du plasmide Ti, dont le rôle est de permettre l’excision de l’ADN-T, puis son transfert dans la cellule végétale et son intégration dans le génome de la plante. L’ADN-T présente trois types de gènes : un gène qui permet la synthèse de l’auxine et un autre la synthèse de cytokinines, deux hormones dont l’équilibre régule la division et la croissance des cellules végétales ; un troisième gène code une enzyme responsable de la synthèse de petites molécules organiques, les opines, initialement décrites en France par Jacques Tempé, à l’INRA de Versailles. Les opines sont utilisées par Agrobacterium pour produire son énergie. Une fois l’ADN-T transféré et intégré, les cellules transformées de la plante produisent de l’auxine et des cytokinines qui dérégulent les divisions cellulaires et provoquent des excroissances tumorales. Ces cellules produisent aussi des opines, ce qui constitue une niche écologique favorable à l’installation permanente de la bactérie. Le plasmide Ti va être « domestiqué » en éliminant les gènes de l’ADN-T responsables de la synthèse d’hormones végétales et d’opines, et en leur substituant un gène étranger, le transgène, apportant un nouveau caractère. Les premières plantes génétiquement modifiées (PGM), ou transgéniques, sont obtenues dans le laboratoire de Marc Van Montagu, dès 1983. Faute d’avoir d’autres gènes à disposition, ce seront des tabacs résistants à un antibiotique, la kanamycine, qui seront les premières PGM.

            La transformation de plantes avec des constructions issues du plasmide Ti va jouer un rôle considérable dans l’essor de la génomique fonctionnelle en facilitant l’identification de la fonction des gènes et l’analyse de leurs régions régulatrices. Avec la découverte de la mise en silence de certains transgènes, elle contribuera fortement au développement de l’épigénétique. Enfin, la possibilité de modifier les caractéristiques de la plante en lui ajoutant des gènes nouveaux constitue une révolution conceptuelle majeure en amélioration des plantes.

          

          
            Quelques colloques marquants

            Plusieurs congrès marquants illustrent les progrès de la biologie moléculaire et permettent de rencontrer d’autres acteurs.

            Ainsi, une réunion sur la biologie des semences, en 1983 à Wageningen en Hollande, me permet de rencontrer Maarten Koornneef. Il vient d’isoler et de cartographier plusieurs mutants d’Arabidopsis thaliana qui sont principalement affectés dans leur capacité à germer. Les mutants isolés par Maarten seront cruciaux pour le développement de la biologie moléculaire sur Arabidopsis.

            En 1984, André Berkaloff, l’ancien directeur des sciences de la vie du CNRS, organise à Orsay le premier colloque CNRS-INRA de biologie moléculaire végétale. Outre des collègues français déjà cités, plusieurs étrangers renommés sont invités ; j’ai ainsi fait la connaissance de Martha Crouch, Martin Sachs et Peter Quail. Alors que les premiers s’étaient illustrés sur les protéines de réserve du colza et l’adaptation du maïs à l’anoxie, le dernier travaillait sur le phytochrome, une protéine capable de percevoir la qualité de la lumière et d’activer les réponses de la plante à l’éclairement.

            L’année suivante, Leon Dure organise le premier colloque international de l’ISPMB, à Savannah. Ce fut l’occasion de mon premier voyage aux États-Unis. C’est ainsi que j’ai pu mesurer l’avancée des travaux de mes collègues, visiter un certain nombre d’entre eux et donner une série de séminaires. J’ai ainsi visité les laboratoires de Nam-Hai Chua à l’Université Rockefeller à New York, celui d’Abraham Marcus au Fox Chase Centre de Philadelphie, plusieurs laboratoires à l’Université Purdue, dans l’Indiana, travaillant sur la tolérance au sel, à la sécheresse et aux métaux lourds. J’ai ensuite rejoint l’Université d’Indiana à Bloomington, un peu plus au sud, où je retrouvais Martha Crouch et son élève, Ruth Finkelstein, qui deviendrait plus tard une brillante concurrente mais aussi une amie. J’ai également visité, lors d’une étape à Boston, les laboratoires de Larry Bogorad à Harvard, celui de Howard Goodman, au Massachusetts General Hospital (MGH) et celui de Martin Gibbs à l’Université Brandeis. Je logeais à la maison d’hôtes de Harvard, bâtiment historique dont les pièces étaient décorées des portraits des hommes illustres issus de cette université. J’ai discuté avec plusieurs des élèves de Larry, étudiants ou postdocs à l’époque, qui deviendront un peu plus tard des leaders dans notre discipline. Au MGH, je rencontrais Joanne Chory et Neil Olszewski, deux postdocs qui feront également parler d’eux. Martin Gibbs était connu pour ses travaux sur la photosynthèse et était l’éditeur en chef de la revue Plant Physiology, la plus prestigieuse à l’époque dans notre domaine. Je me suis ensuite rendu à Madison, visiter la start-up Agrigenetics, l’une des premières à explorer les biotechnologies végétales. L’étape suivante a été l’Université Washington, à Saint-Louis, où je visitai les groupes de Joe Varner, Martin Sachs et Roger Beachy. Joe Varner était le père de la physiologie des α-amylases d’orge et de leur régulation par les gibbérellines. J’avais déjà rencontré Martin Sachs. Roger Beachy venait de caractériser les protéines de réserve de soja et il commençait, avec des crédits de Monsanto, ses expériences de transformation qui allaient conduire aux premiers tabacs PGM résistants au virus de la mosaïque du tabac. Par la suite, il créera un laboratoire international à San Diego, dédié à la recherche pour les pays en développement, et que je visiterai à plusieurs reprises. Il reviendra une quinzaine d’années plus tard, à Saint-Louis, créer un nouveau laboratoire, le Danforth Center, et en assurer la direction, avant d’être nommé par le président Obama à la tête du National Institute for Food and Agriculture. Lorsque je suis arrivé dans son laboratoire, toute l’équipe était installée devant un poste de télévision, en train de regarder la finale du Super Bowl (football américain) qui se tenait à Saint-Louis : j’ai alors révisé l’image studieuse et idéalisée que je me faisais des laboratoires américains ! Plusieurs collègues français, que je retrouverai plus tard à l’IRD (Institut de recherche pour le développement) à Montpellier, faisaient alors partie de l’équipe. Cette première visite à Saint-Louis sera suivie de plusieurs autres, et les contacts que j’ai pu y établir ont permis à plusieurs de mes étudiants d’y faire des séjours plus ou moins longs. De Saint-Louis, j’ai rejoint Savannah pour participer au congrès. Il a été marqué par la présence et l’intervention de Barbara McClintock, qui a retracé ses travaux sur les éléments transposables. Ce petit bout de femme de 83 ans, venue avec son cabas, était particulièrement impressionnant par la clarté de son exposé et la simplicité avec laquelle elle interagissait avec les congressistes. Parmi les prix Nobel que j’ai eu le privilège d’approcher, elle est celle qui m’a le plus impressionné. Les résultats présentés à ce congrès montraient que la biologie moléculaire végétale était en plein essor, avec le clonage, la caractérisation de nombreux gènes et le début de leur analyse fonctionnelle. Depuis le début des années 1980, la chasse aux gènes battait son plein !

            En 1988, je participerai à la deuxième conférence Arabidopsis qui marquera un tournant décisif non seulement dans nos recherches à Perpignan, mais aussi au niveau mondial.

            Ces quelques colloques et visites, parmi de nombreux autres, ont été des étapes charnières dans ma découverte du monde des gènes et dans la construction d’un réseau de relations et d’amis sans lesquels ma carrière ne serait sûrement pas devenue ce qu’elle a été. J’ai toujours, par la suite, encouragé mes étudiants et collaborateurs à participer aux congrès, à approcher sans complexe les leaders des différents domaines et à nouer avec eux des relations durables.

            Cette brève description de la situation dans le monde ne reflète que très partiellement l’atmosphère de l’époque. Les travaux réalisés dans notre laboratoire, après mon retour à Perpignan, se situaient dans cette démarche générale de découverte de gènes d’intérêt et allaient me conduire à interagir encore davantage avec la communauté nationale et internationale, et à diversifier mes intérêts scientifiques et mes responsabilités.

          

        


      

        L’immersion dans la communauté scientifique nationale et internationale


        

          Des ateliers de formation et leurs retombées


          Malgré tout ce que j’avais appris à Norwich, je ressentais le besoin d’améliorer encore mes compétences.


          En 1981, j’ai été accepté pour un stage pratique de génie génétique organisé par Georgio Bernardi à l’Institut Jacques-Monod. J’allais y mettre à jour mes connaissances et rencontrer quelques nouveaux collègues. Ainsi, Martine Devic, qui était mon binôme pendant ce stage, deviendra, une dizaine d’années plus tard, ma collaboratrice, d’abord comme postdoc puis comme chercheuse au CNRS. Elle venait de terminer sa thèse à l’IBMC de Strasbourg sur les protéines chloroplastiques d’euglène, une algue d’eau douce unicellulaire. Philippe Jeanteur, qui s’était installé à Montpellier pour y créer un laboratoire de biologie moléculaire, était l’un des rares autres stagiaires provinciaux de ce cours. En effet, à l’époque, la biologie moléculaire était dominée par un impérialisme parisien insolent, parfois associé à un souverain mépris du domaine végétal : un collègue de l’Institut Jacques-Monod, à qui j’étais allé demander conseil pour extraire des ribosomes de tranches de pomme de terre m’avait dévisagé, stupéfait : « Ah bon, il y a des cellules dans les pommes de terre ? Je croyais que c’étaient des cubes d’amidon ! »


          L’année suivante, j’ai été sélectionné pour participer à un cours EMBO (European Molecular Biology Organization) de clonage et séquençage, à la brasserie Carlsberg de Copenhague, organisé par Diter von Wettstein. Il était l’une des figures marquantes de la biologie moléculaire végétale européenne naissante, et son laboratoire avait caractérisé les gènes des protéines de réserve de l’orge, les hordéines. Ce cours a été déterminant. Les journées étaient occupées par des cours, des travaux pratiques et des exposés présentés par les participants sur leurs projets respectifs. En quinze jours particulièrement intenses, nous avons cloné des ADNc d’hordéines, les avons séquencés et avons isolé des clones génomiques dont nous avons réalisé une caractérisation préliminaire. Nous étions une quinzaine de participants, d’une dizaine de nationalités. J’étais le seul Français et Pere Puigdomenech, le seul Espagnol, mais, comme moi, Catalan. Nous logions dans une ferme appartenant à la brasserie, à l’extérieur de Copenhague. Le soir, la bière y coulait à flots, de même qu’au laboratoire, favorisant la formation d’un petit groupe qui est resté soudé. Nous avons pris conscience qu’il était ridicule que deux Catalans aient dû venir à Copenhague pour se rencontrer, alors qu’il n’y avait que deux heures de route entre Barcelone et Perpignan ! J’étais en binôme avec Cathie Martin, une jeune Anglaise qui venait de passer son PhD à l’Université de Cambridge, sur la caractérisation d’une enzyme, l’isocitrate lyase du ricin. Elle sera rapidement recrutée au JII où elle fera une brillante carrière qui lui a valu d’être, pendant cinq ans, l’éditrice en chef de la prestigieuse revue The Plant Cell.


          Avec Pere Puigdomenech, nous avons décidé de nous entraider. Nous avons obtenu un petit financement du ministère des Affaires étrangères afin d’échanger quelques visites. Lorsque j’ai voulu l’utiliser, j’ai téléphoné au ministère et la personne qui a décroché m’a dit : « Rien de plus simple ! Je vous établis un billet d’avion Perpignan-Paris, Paris-Madrid, Madrid-Barcelone et retour ! » J’ai manqué défaillir et immédiatement répliqué que c’était insensé. Barcelone étant à moins de 200 kilomètres de Perpignan, je sollicitais l’autorisation de m’y rendre en voiture. Ce ne fut pas simple, mais j’ai fini par avoir gain de cause. L’anecdote est révélatrice de la façon dont l’administration centrale était décalée par rapport aux réalités du terrain ! La décentralisation des administrations déléguées du CNRS qui eut lieu peu après améliorera grandement la situation.


          Ce petit financement a facilité les rencontres et, nos travaux respectifs ayant bien progressé, nous avons décidé d’organiser, en 1986, une rencontre entre nos deux laboratoires, à Martinet de Cerdanya, pour y confronter nos résultats, souvent de façon rudimentaire. La réunion a connu un grand succès avec des échanges scientifiques très ouverts, la réalisation que nos deux groupes étaient complémentaires, mais surtout à cause de l’ambiance très conviviale. Plusieurs participants à cette première réunion sont devenus des collaborateurs et des amis. Ce type de réunions continuera pendant des années, alternativement de part et d’autre de la frontière, car en 1992 nous réaliserons un jumelage de nos deux laboratoires sur lequel je reviendrai.


        


        
            
            Les prises de responsabilités

            Dès mon retour de postdoc, j’ai été élu à la commission « biologie végétale » du Comité national du CNRS. Cette période, scientifiquement très riche, n’a cependant pas été une période facile, car elle a été perturbée par plusieurs deuils familiaux et par des sollicitations pour être candidat sur des postes de professeurs à Strasbourg, Bordeaux, Perpignan ou Orsay, ou encore pour monter un laboratoire chez Rhône-Poulenc. Presque simultanément, une grave crise a ébranlé le laboratoire, remettant en cause son existence même.

            Alors que nous avions surmonté la disparition d’Yves Guitton, la direction du CNRS décide fin 1982 qu’il y a trop d’unités associées et qu’il faut en fermer un certain nombre, en particulier dans les petites universités, dont la nôtre ! Le laboratoire a été visité par deux experts, qui nous ont gentiment expliqué que nous n’avions qu’à nous recaser dans les laboratoires toulousains, montpelliérains ou autres ! C’était méconnaître la solidarité qui nous avait soudés après la disparition d’Yves Guitton, la nouvelle dynamique liée à l’arrivée de Paul Penon, et le fait qu’une partie de l’équipe, sur postes universitaires, était affectée à l’université de Perpignan. Nous avons tous fermement refusé cette solution qui équivalait à la dispersion et au gâchis de tous nos efforts. Malgré le soutien de la commission du CNRS, nous ressentions une profonde injustice et Paul s’est senti trahi, car la direction du CNRS lui avait promis son appui lors de sa nomination. Entre-temps elle avait changé. Il a défendu l’équipe, bec et ongles, intervenant directement auprès du président du CNRS et du directeur des sciences de la vie, au point de s’en rendre malade, de sombrer dans la dépression et de faire une tentative de suicide, heureusement manquée. Il a été absent près d’un an et j’ai en fait assuré la direction effective du laboratoire pendant deux ans, avant d’être promu maître de recherche et d’être nommé officiellement directeur du laboratoire en 1984, poste que j’ai occupé vingt-deux ans. Entre-temps, le CNRS était revenu sur sa décision et, même si des unités ont été fermées, la nôtre a été maintenue. Fin 1983, Jacques Demaille a été nommé directeur des sciences de la vie et a aussitôt décidé que nous resterions à Perpignan. Cet épisode m’a fait découvrir les méandres et les errements de la politique scientifique au gré des budgets et des personnes, ainsi que l’importance du Comité national.

            Ma participation à la commission du CNRS a contribué à me familiariser avec les recherches effectuées au sein de notre section, m’a amené à participer à l’organisation de colloques ou ateliers et à participer à la structuration de notre communauté.

            À la suite de discussions avec un collègue strasbourgeois, Claude Gigot, nous avons pris l’initiative de proposer au CNRS la création pour trois ans d’une RCP, (Recherche coopérative sur programme) intitulée « Isolement, structure et expression des gènes nucléaires de plantes ». Cette RCP a permis aux principaux laboratoires participants d’échanger méthodes, vecteurs et résultats, en temps réel, et a été à l’origine de nombreuses collaborations. Plusieurs succès sont à l’actif des membres de la RCP : le premier clonage, en France, d’un ADNc de plante, celui de la petite sous-unité de rubisco par le groupe de Jacqueline Fleck à Strasbourg, plusieurs ADNc et gènes d’histones dans celui de Claude Gigot, ceux des protéines de réserves et des gènes d’ADNr de radis à Perpignan, les ADNc des protéines de réserves du blé, les gliadines, dans le groupe de Jean-Claude Pernollet et le gène de la nitrate réductase dans celui de Michel Caboche, tous deux à l’INRA de Versailles.

            Une retombée de l’animation de cette RCP a été que Jacques Demaille m’a demandé de participer à une mission d’étude sur l’essor des biotechnologies végétales dans le monde, qui s’est étalée sur 1985 et 1986. Il avait également sollicité Francine Casse-Delbart, qui travaillait à Versailles sur la bactérie Agrobacterium rhizogenes, son plasmide Ri (root-inducing) et la transformation de racines, Geneviève Belliard, généticienne à Orsay, Pierre Yot, virologue à l’Institut Jacques-Monod, qui travaillait sur le CaMV et Alain Boudet, professeur à Toulouse, spécialisé dans le métabolisme secondaire et la biosynthèse des lignines. Nous avons procédé à un inventaire de ce dont nous avions connaissance, et nous nous sommes réparti un certain nombre de visites à l’étranger. C’est ainsi qu’a été financé mon premier voyage aux États-Unis et que je suis retourné en Angleterre. Finalement, nous avons rédigé un rapport et des recommandations qui, avec le recul, étaient vraiment prémonitoires. Nous avions quand même raté l’émergence de la PCR (polymerase chain reaction) et n’avions pas anticipé l’explosion du séquençage, qui allait provoquer une nouvelle révolution ! Plusieurs de nos recommandations ont été prises en compte et les crédits affectés aux recherches en biologie moléculaire des plantes ont été significativement augmentés, provoquant un peu de jalousie chez les physiologistes et les botanistes.

            Autre conséquence de cet engouement pour la biologie moléculaire végétale, j’ai participé à l’encadrement de plusieurs cours pratiques de clonage et de séquençage organisés par mon collègue Simon Litvak, de l’Institut de biologie cellulaire et neurochimie (IBCN) du CNRS à Bordeaux, à Valdivia au Chili et à Mar del Plata en Argentine. Simon était chilien et était venu en France, avec son épouse, également chercheuse, au moment du coup d’État de Pinochet. Ils avaient travaillé sur les ARNt, dans le groupe de François Chapeville à Paris, et s’étaient installés à Bordeaux, lors de la création de l’IBCN. C’était la période où plusieurs biochimistes et biologistes parisiens s’installaient en province, surtout dans le Sud, à Bordeaux, Toulouse, Montpellier, Marseille et Nice, amplifiant ainsi le développement de la biologie moléculaire en France. Il avait créé une équipe qui travaillait sur la réplication de l’ADN. Son groupe deviendra l’un des principaux acteurs de la biologie moléculaire des mitochondries végétales. J’avais fait sa connaissance lors de visites à Bordeaux. Il était très proche de Jacques-Henry Weil et de Larry Bogorad qui participèrent aux deux cours en Amérique du Sud. J’ai ainsi rencontré nombre de collègues sud-américains avec qui je collaborerai par la suite. Luis Meza-Basso viendra passer deux mois à Perpignan, avant de m’envoyer un de ses étudiants, Julio Saez-Vasquez. C’est aussi à la suite de ce voyage au Chili que j’ai fait la connaissance de Manuel Echeverria. Également chilien, il effectuait sa thèse dans le laboratoire de Simon. Il sera recruté comme maître de conférences à Perpignan, puis comme professeur et il me succédera à la tête de l’unité. Parmi les étudiants de Mar del Plata, plusieurs ont fait de belles carrières : Martin Crespi, après sa thèse, est parti à Gand chez Marc Van Montagu, puis a été recruté au CNRS à Gif-sur-Yvette. Il est l’actuel directeur de l’IPS2, (Institute of Plant Science Paris-Saclay) à Orsay. Trois autres sont devenus des scientifiques internationalement reconnus, professeurs respectivement à Mar del Plata, Rio de Janeiro et à l’Université d’Ohio à Colombus.

            Après le cours à Valdivia, nous avons tous participé à un colloque de la Société chilienne de biochimie, à Punta de Tralca, à côté de l’Isla Negra où se trouvait la propriété de Pablo Neruda. Après celui de Mar del Plata, nous avons passé quelques jours à Buenos Aires pour visiter deux instituts. J’ai ainsi eu le privilège de rencontrer Francisco Leloir, à la Fondacion Campomar, dont il était le directeur. J’ai vu arriver à mon séminaire un vieux monsieur qui s’est installé au premier rang avec son vélo et ses sandwichs, et qui, à la fin de ma présentation, m’a assailli de questions, mais ce n’est qu’après qu’on me l’eut présenté que j’ai su qui il était. Il avait obtenu le prix Nobel de chimie en 1970 pour ses recherches sur le métabolisme des sucres, du glycogène en particulier, et sur l’hypertension rénale. Depuis quelque temps il avait complètement changé de thèmes de recherche et s’intéressait à la symbiose entre Rhizobium et légumineuses.

            Pendant cette période de nombreux visiteurs sont venus à Perpignan pour apprendre diverses techniques, telles que l’utilisation de sondes pour révéler du polymorphisme entre espèces ou individus, la préparation d’ARNm, la synthèse protéique in vitro ou le clonage d’ADN. C’est à partir de ces visites que se sont développés les liens avec des laboratoires voisins et des groupes davantage orientés vers l’amélioration des plantes que vers la physiologie.

            L’un des premiers intéressés a été Gérard Second, chercheur à l’IRD de Montpellier. Il m’a entraîné à travailler sur le riz, et grâce à lui, nous avons décroché un juteux contrat avec la Fondation Rockefeller. Très tôt également, mes collègues de l’INRA de Rennes, en charge de l’amélioration du colza, se sont intéressés à nos travaux. Toujours sur les crucifères, j’ai reçu le renfort d’un collègue américain, professeur à l’Université de Californie à Davis, venu passer six mois chez nous, Carlos Quiros.

          


        

          Le laboratoire européen associé Perpignan-Barcelone


          La rencontre avec Pere Puigdomenech, au cours EMBO de Copenhague en 1982, a été l’une des plus importantes de ma carrière. La collaboration informelle entre nos deux laboratoires, initiée à notre retour du Danemark, a pris un tour nouveau un soir d’avril 1991, où je rencontrais par hasard, à l’aéroport d’Orly, Katherine Piquet-Gauthier, la déléguée régionale du CNRS pour le Languedoc-Roussillon. C’est jour de grève à Air Inter et notre avion a plus d’une heure de retard : en parlant du laboratoire, j’évoque les relations avec Barcelone. Elle m’apprend alors que le CNRS veut lancer quelques projets de laboratoires européens associés (LEA) pour anticiper les questions liées à l’ouverture des frontières en Europe dans le domaine de la recherche, et elle me suggère de lui adresser un petit dossier pour faire acte de candidature. L’idée est séduisante et, avec Pere, nous constituons un dossier. À l’automne, notre projet est retenu, ainsi que deux autres dans des domaines différents, et, début 1992, une cérémonie de signature d’un contrat de collaboration entre le CNRS et le CSIC espagnol a lieu à la mairie de Perpignan, suivie d’une réception au château de Salses, en présence du maire de Perpignan, du directeur général du CNRS, François Kourilsky, de Katherine Piquet-Gautier, du président de l’université de Perpignan, de leurs homologues espagnols et catalans, du consul de France à Barcelone et des responsables des laboratoires. Cette signature s’est assortie de subsides, modestes, mais significatifs pour les quatre années à venir, qui vont permettre d’organiser la réunion annuelle des deux laboratoires ainsi que de nombreux échanges. Cet accord sera, fait relativement rare au CNRS, reconduit deux fois, jusqu’en 2004.


          Pendant douze ans, la réunion annuelle a été organisée alternativement d’un côté ou de l’autre de la frontière, dans des sites agréables. Ces réunions ont toujours été ouvertes aux collègues avec qui nous collaborions, de l’IRTA (Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries, l’équivalent catalan de l’INRA) de Cabrils dans la banlieue de Barcelone, de Toulouse, Montpellier, Strasbourg, Paris, Gérone, Madrid ou Valence, et aux étrangers en visite dans nos laboratoires. Le succès ne s’est jamais démenti, avec des participations souvent supérieures à quatre-vingts personnes. Jacques-Henry Weil, Jean-Claude Kader et Francisco Garcia-Olmedo, qui, chacun, occupaient des postes de responsabilité au CNRS ou au CSIC, ont régulièrement participé à l’animation de ces réunions.


          Ces rencontres étaient l’occasion pour les étudiants et postdocs de présenter leurs travaux dans une ambiance moins stressante qu’un congrès international. C’était aussi l’occasion d’échanger nombre d’informations sur ce que nous avions appris en fréquentant différents congrès, sur les techniques, en particulier le séquençage, et d’échafauder des projets communs, d’échanger des postdocs ou des stagiaires, échanges qui ont souvent dépassé le cadre de nos deux laboratoires. Cette période de la fin des années 1980 et des années 1990 a été une extraordinaire période d’expansion et de diversification des thématiques dans nos deux laboratoires.


          Cette structure a été un formidable outil de politique scientifique. Notre situation de jeunes laboratoires (le nôtre avait pris son essor à la fin des années 1970 et celui de Barcelone avait été créé au début des années 1980), relativement indépendants des structures universitaires, car soutenus par le CNRS et le CSIC, était favorable à ce genre d’innovation et d’aventure. Nous avions une même volonté d’ouverture sur l’extérieur, qui a favorisé des regroupements ultérieurs et des échanges plus larges que ceux intéressant nos deux laboratoires. Ainsi, côté catalan, ces regroupements ont donné lieu à la création à Barcelone du CRAG (Centro de Investigacion Agri-Genomica) inauguré en 2003, un consortium fonctionnant sur un mode de gestion largement autonome et regroupant dans un même bâtiment des chercheurs du CSIC, de l’IRTA, de l’UAB (Université autonome de Barcelone) et de l’Université de Barcelone (UB). Dans le même temps, en France, une Fédération de recherche regroupant les laboratoires de biologie végétale montpelliérains et perpignanais appartenant aux universités, au CNRS, à l’INRA, à SupAgro, à l’IRD et au Cirad s’était créée, et, en 2000, une équipe de l’IRD travaillant sur le riz s’associait à notre UMR. Nous émargions également à Agropolis, une association interorganismes dont l’objectif était de développer les sciences agronomiques sur la région Languedoc-Roussillon, de servir de vitrine à l’international pour ses laboratoires, de promouvoir la collaboration avec les pays du Sud, et d’être un outil de liaison avec les responsables politiques régionaux.


          Une réalisation marquante de notre Laboratoire européen associé a été l’organisation, en juin 2003, du congrès quadriennal de l’ISPMB qui a rassemblé environ 2 300 scientifiques venus du monde entier sur le site de la foire-exposition de Barcelone. Ce fut l’un des plus gros meetings de la société, et le succès a été considérable, y compris auprès des pickpockets barcelonais ! C’était aussi le premier congrès d’envergure après le séquençage complet du génome d’Arabidopsis et l’on pouvait déjà mesurer ce que cette réalisation apportait comme nouvelles connaissances dans tous les domaines de la biologie des plantes.


          Sur le plan scientifique, les résultats ont été appréciables. Les objectifs premiers étaient de développer en commun les technologies nécessaires pour comprendre la structure et l’expression des gènes impliqués dans la formation et la germination des graines et de ceux impliqués dans la différenciation cellulaire, les deux thèmes majeurs abordés dans nos laboratoires respectifs. Avec l’arrivée de nouveaux chercheurs, les thématiques se sont diversifiées. Les collaborations ont porté sur l’isolement et la caractérisation de plusieurs gènes de maïs, riz, sorgho, Arabidopsis et colza, grâce à plusieurs étudiants et postdocs, français ou espagnols. Avec Montserrat Pages, nous avons été partenaires dans l’un des projets BRIDGE de l’Union européenne consistant à caractériser des gènes induits par l’acide abscissique. Nous avons organisé des conférences internationales (conférences de la Fondation Juan March à Madrid et conférences Jacques Monod à Aussois). Surtout, nous avons beaucoup discuté de nos projets, et ce sont ces échanges qui ont conduit le groupe de Barcelone à rejoindre les projets européens de séquençage du génome d’Arabidopsis. Cette participation a constitué une nouvelle phase dans les relations entre les deux laboratoires, coïncidant avec la création du CRAG à Barcelone et celles des programmes Genoplante et Genopoles en France, avec des projets d’analyse du génome, de développement de la bio-informatique, d’analyse des éléments transposables et de cartographie comparée. Ainsi, nos collègues allaient participer aux projets internationaux de séquençage des génomes du pêcher, du fraisier, et être les maîtres d’œuvre du séquençage de celui du melon. Dans le même temps l’orientation vers la génomique se renforçait à Perpignan avec notre participation active à différents programmes nationaux et internationaux. Lors de la création du CRAG, j’ai été nommé, par le CSIC, président du Scientific Advisory Board de cet institut et j’ai assuré cette fonction jusqu’en 2008. Il y a peu, le CRAG a fêté ses quinze ans d’existence, en même temps que le départ en retraite de Pere Puigdomenech. À cette occasion, j’ai pu mesurer les progrès qui ont été faits, et je me suis senti très fier d’avoir accompagné cet institut à son démarrage.


        


        

          L’Europe comme terrain de jeu


          Dès que j’ai commencé à avoir des responsabilités, j’ai eu l’occasion de me rendre dans presque tous les pays européens.


          Les premiers liens se sont tissés dès le début de ma carrière, avec le congrès de Leeds et le voyage qui a suivi, à Édimbourg. J’étais déjà familier avec l’Angleterre, à la suite de plusieurs séjours linguistiques lorsque j’étais lycéen. Cette familiarité, jointe à la proximité avec la France, a sans doute déterminé mon choix d’y faire mon stage postdoctoral. J’ai rencontré à Norwich et à Cambridge de nombreux collègues qui ont accompagné ma carrière. Par la suite, j’y suis retourné à plusieurs reprises.


          Dans le cadre des programmes européens, il fallait participer aux réunions de concertation et de suivi des projets. Ces réunions étaient organisées par l’un des contractants, et ce fut l’occasion de parcourir l’Europe et de rencontrer les collègues à Cologne, Wageningen, Amsterdam, Copenhague, Paris, Montpellier, Rome, Norwich, Cambridge, Bruxelles, Gand, Barcelone, Dublin ou ailleurs. Ces rencontres se sont souvent prolongées par des invitations à donner des séminaires, à participer à des jurys de thèse ou à intervenir dans des congrès. C’est ainsi que je suis allé, entre autres, à Madrid, à Séville, à Lisbonne, à Fribourg, à Berlin, à Gatersleben, à Zurich, à Poznan, à Cracovie, à Prague, à Varna, à Moscou, à Oslo, à Helsinki et à Uppsala. Chaque fois, c’était l’occasion d’apprendre ce qui se faisait dans ces laboratoires et de tisser des liens amicaux et parfois de collaboration avec eux. Clairement, l’Europe était un espace très actif en recherche, où il était souvent plus facile d’être reconnu que dans son propre pays et elle a joué un rôle essentiel dans l’essor de la biologie moléculaire végétale et de la génomique. Mais c’était aussi, parfois, la frustration de passer trop vite à côté des sites touristiques réputés sans en profiter !


        


        

          La découverte des laboratoires américains


          À partir du congrès de l’ISPMB à Savannah, mon premier voyage sur la côte est, les contacts avec les laboratoires américains se sont intensifiés. La plupart des personnages rencontrés seront évoqués plus loin, dans le cadre de leurs travaux.


          Les voyages suivants ont davantage été orientés vers la Californie, où je rendais visite à mon collègue Carlos Quiros. Généralement, je profitais de mon séjour pour rencontrer les autres collègues de Davis. John Harada, au département de botanique, avait des préoccupations proches des miennes, sur la maturation de la graine : il isolera le gène régulateur LEC1 (Leafy Cotyledon1), à partir d’un mutant dont les cotylédons présentent des caractères distinctifs de feuilles. J’ai eu l’occasion d’y rencontrer Sheng-Fa Yang, le découvreur du cycle de l’éthylène, qui se retirera à Taïwan. Dans le même département, Richard Michelmore, un Anglais, travaillait sur les gènes de résistance de la laitue aux champignons, et Alan Bennett sur la maturation de la tomate sous le contrôle de l’éthylène. Un jour, Carlos m’a présenté un de ses mentors, Charles Rick, pionnier de la génétique de la tomate et des ressources génétiques de cette espèce. Je visitais aussi, au département de biochimie, Ray Rodriguez, inventeur de l’un des vecteurs de clonage les plus populaires, qui travaillait sur les α-amylases de riz, Pamela Ronald que je connaissais de la Fondation Rockefeller, et Valerie Williamson qui clonait un gène de résistance au nématode de la tomate. Ma concurrence avec Ruth Finkelstein allait m’amener à la rencontrer plusieurs fois à l’Université de Santa Barbara. Elle avait un bureau avec vue sur le Pacifique, et l’université était quasiment sur la plage. Elle me confia que cette vue était un formidable antidépresseur quand une expérience ne marchait pas comme prévu et qu’elle se sentait découragée. La maison d’hôtes de l’université donnait sur une petite lagune, et j’aimais aller me promener sur la plage, tôt le matin, regarder évoluer les mouettes, les avocettes et les huîtriers pies. Cette période a aussi coïncidé avec les congrès « Plant and Animal Genomes », en janvier à San Diego, auxquels j’ai participé chaque année de 1994 à 2009. Je m’organisais pour rentabiliser mon voyage à San Diego, et m’arrêtais dans différents laboratoires où je présentais mon travail et celui de mes collaborateurs. Toutes ces visites étaient principalement orientées vers la génomique, qui avec le séquençage du génome d’Arabidopsis, puis de celui du riz, se développait de façon fulgurante. Davis, Santa Barbara, Riverside et La Jolla étaient bien sûr des endroits privilégiés, mais il m’arrivait aussi de faire étape sur la côte est ou encore au beau milieu des États-Unis. La Jolla hébergeait deux instituts prestigieux où travaillaient quelques végétalistes : le Salk Institute et le Scripps Research Institute. Au Salk, j’irai rencontrer Joanne Chory. Je me souviens d’avoir passé un après-midi avec elle, à discuter du rôle de la lumière et des hormones dans le développement des plantes, face au Pacifique, sur la terrasse de l’institut, tout en scrutant les passages de baleines. J’étais aussi venu voir François Parcy, avec qui nous collaborions, et qui effectuait son stage postdoctoral avec Detleft Weigel sur le gène LEAFY. Detleft reviendra en Allemagne et deviendra l’une des figures phares de la génomique végétale en Europe. J’y rencontrerai aussi Chris Lamb, un phytopathologiste, qui quelques années plus tard prendra la direction du JIC à la suite de Dick Flavell. Le Salk était fameux, d’une part à cause de son fondateur, Jonas Salk, qui avait mis au point le vaccin contre la poliomyélite, et d’autre part parce que sir Francis Crick s’y était installé. L’autre institut phare de La Jolla était le Scripps Research Institute. Roger Beachy, initialement rencontré à Saint-Louis et dans les meetings de la Fondation Rockefeller y avait créé l’ILTALB, un laboratoire international, en partenariat avec l’IRD, dédié aux recherches en virologie végétale en direction des pays en développement. Son laboratoire était peuplé de collègues français de l’IRD. Le Scripps hébergeait également le laboratoire de Steve Kay qui, après sa thèse sur le riz chez Nam-Hai Chua, s’était orienté vers l’analyse de l’horloge moléculaire qui contrôle les rythmes circadiens. Aux meetings de San Diego j’avais fait la connaissance de nombreux collègues. C’est ainsi que j’irai à trois reprises à l’Université de Californie-Riverside visiter Tim Close qui travaillait sur les protéines LEA d’orge, et m’avait passé des anticorps qui reconnaissaient la protéine RAB18 d’Arabidopsis. Riverside était l’une des grosses universités agronomiques des États-Unis, avec Davis, Texas A&M, à College Station, l’université de Géorgie à Athens, celle de Purdue à West Lafayette, et Cornell au nord de New York. J’y rencontrerai Julia Bailey-Serre avec qui nous identifierons les gènes des protéines ribosomiques d’Arabidopsis, ainsi que plusieurs collègues spécialistes du trafic intracellulaire, de voies de signalisation, d’épigénétique et des petits ARN et d’autres encore. J’irai plusieurs fois en Arizona, à Tucson, pour un congrès de l’ISPMB, pour une réunion du réseau de la Fondation Rockefeller, et enfin pour l’un des premiers congrès de génomique fonctionnelle du riz.


          J’ai profité de ces voyages à San Diego pour aller au centre de l’USDA (US Department of Agriculture) à Albany, dans la banlieue de San Francisco, ainsi qu’à l’université voisine de Berkeley. J’ai visité Albany à deux reprises pour rencontrer des collègues qui avaient accueilli mes étudiants en postdoc et discuter avec les principaux chercheurs de ce centre. J’ai eu l’occasion aux cours de ces nombreux voyages d’aller à un congrès à Keystone dans les Rocheuses, pas très loin de Dallas, où une partie de la journée était consacrée au ski, mais je ne me suis pas aventuré sur les pistes ! Je suis allé deux fois à College Station, au Texas, où j’avais également d’excellents collègues et où l’un de mes postdocs avait trouvé un poste. Tim Hall, un virologue anglais, passé par Strasbourg, y travaillait sur les gènes des protéines de réserve du haricot et sur le riz ; Terry Thomas était l’un de mes concurrents sur la maturation des graines ; John Mullet travaillait sur l’adaptation à la sécheresse du sorgho et Andy Paterson travaillait sur la génétique et l’amélioration du cotonnier. J’ai eu aussi l’occasion de m’arrêter à Stilwaters chez David Meinke, spécialiste des mutants embryon-létaux d’Arabidopsis, à l’Université d’Oklahoma, avec qui nous étions en relation. Lors d’un arrêt à Athens, en Géorgie, je revoyais Joe Key, qui travaillait maintenant sur les protéines de choc thermique, Andy Paterson qui avait migré de Texas A&M et menait des programmes de génomique comparée ainsi que d’autres collègues. Mes arrêts sur la côte est me conduiront à Chapel Hill, en Caroline du Nord, pour rendre visite à Ralph Quatrano. Il avait, le premier, identifié le gène Em chez le germe de blé, et était une référence pour le contrôle de l’expression des gènes par l’ABA. Une de mes étudiantes effectuait alors son stage postdoctoral dans son laboratoire. J’y rencontrais également Jeff Dangl, que j’avais connu, alors qu’il était en année sabbatique au Max Planck Institute de Cologne, où il avait isolé l’un des premiers gènes de résistance d’Arabidopsis à la bactérie Pseudomonas syringae. Jeff est un personnage attachant, handicapé par la maladie des os de verre, se déplaçant en fauteuil roulant, accompagné par sa femme, mais d’une intelligence et d’une vivacité impressionnantes. Il est devenu avec Jonathan Jones, de Norwich, l’une des références mondiales sur les réactions de défenses des plantes vis-à-vis des champignons et bactéries pathogènes. Je m’arrêtais une fois en Caroline du Sud, à l’Université de Clemson où je visitais Rod Wing avant qu’il ne s’installe à Tucson. Rod, en préparant des banques génomiques de grands fragments d’ADN dans des vecteurs BAC (bacterial artificial chromosomes), est devenu un personnage clé du programme de séquençage du génome du riz et de plusieurs autres programmes de séquençage. J’ai également fait des arrêts à New York et à Yale, où une amie barcelonaise était en postdoc. L’étape à New York m’a aussi permis à deux ou trois reprises de me rendre à l’Université Cornell, à Ithaca au nord de l’État. À ma première visite, j’y ai rencontré Steve Tanskley, l’un des pères de la cartographie RFLP et son élève Suzan McCouch. Lors d’un voyage ultérieur, j’ai rencontré Ray Wu qui, comme Steve et Suzan, fréquentait les réunions du réseau des biotechnologies du riz de la Fondation Rockefeller. Ray a été un pionnier du séquençage de l’ADN. C’était un personnage respecté dans la communauté des biologistes moléculaires et il m’a beaucoup aidé dans mes relations avec Taïwan. Son bureau était encombré de livres et de papiers et j’ai eu l’impression de rencontrer un grand mandarin chinois, très cultivé et d’une grande sagesse. L’Université Washington, à Saint-Louis, a souvent été une autre étape, d’abord pour y rencontrer Joe Varner et Roger Beachy, puis Martin Sachs, David Ho et Barbara Schaal, une généticienne des populations, qui a travaillé sur les gènes ribosomiques, puis qui a élucidé l’origine du manioc dans le bassin amazonien. Plus tard j’y rencontrerai Craig Pikaard, un spécialiste de la transcription, qui accueillera deux de mes étudiants en stage postdoctoral, et, à nouveau, Ralph Quatrano qui avait obtenu le poste de doyen du département Life Science. Martin Sachs, Ralph Quatrano et Craig Pikaard sont tous les trois venus à Perpignan. À Saint-Louis, j’aurai aussi l’occasion de rencontrer Rob Fraley, le directeur des recherches sur les OGM chez Monsanto et de visiter ses locaux.


        


      


      

        Vers de nouveaux gènes


        Au travers des différentes collaborations qui se sont établies pendant la période que nous venons d’évoquer, nous nous sommes intéressés à d’autres problèmes un peu en marge de ceux de la germination ou de la maturation des graines et nous avons abordé l’étude d’autres gènes.


        

          Anoxie et alcool déshydrogénase de riz


          L’un des premiers domaines auquel nous nous sommes intéressés est la réponse au stress. J’y avais été sensibilisé par Alain Pradet, qui dirigeait le laboratoire de physiologie végétale de l’INRA à Bordeaux. Il s’intéressait à la réponse des plantes à l’hypoxie, une privation de dioxygène particulièrement sensible en cas d’inondation et avait choisi le riz comme modèle d’étude. Nous avons d’abord montré que la mise en anoxie d’embryons de riz au cours de leur germination avait un impact sur la synthèse des ARNr : celle-ci était sévèrement ralentie et le processus de maturation était perturbé puisqu’un précurseur s’accumulait sans être dégradé. Lorsqu’il a été clair que chez le maïs, l’Alcool-déshydrogénase (ADH) était induite par l’anoxie, nous avons vérifié qu’il en était de même chez le riz.


        


        
            
            Des protéines et des gènes induits par le froid

            Le second projet que nous avons mené a concerné l’adaptation au froid du colza. À la suite du cours donné à Valdivia, Luis Meza-Basso est venu au laboratoire, pour deux mois, comme professeur invité. Il travaillait sur l’adaptation au froid d’un arbre endémique des Andes, Nothofagus dombeyi, et il avait remarqué que celle-ci s’accompagnait de l’accumulation de protéines particulières. Comme il n’était pas question de travailler sur cet arbre à Perpignan, je lui ai proposé de travailler sur des jeunes plantules de colza. Nous savions qu’elles toléraient bien le froid, et même, dans le cas du colza d’hiver, qu’elles en avaient besoin pour fleurir. Lorsque des jeunes plantules étaient placées à 4 °C pendant quelques heures, des protéines s’accumulaient également. Ces résultats préliminaires ont été ensuite développés par une postdoc madrilène. Les protéines dont la concentration semblait augmenter, ainsi que celles qui diminuaient, ont été repérées. Les ARNm ont été extraits aux mêmes stades physiologiques, traduits in vitro, et les produits de synthèse ont été analysés. Il a ainsi été établi que nombre des protéines dont la concentration changeait in vivo à la suite du traitement à 4 °C variaient dans les mêmes proportions que celles révélées par traduction in vitro des ARNm. Cela montrait clairement que les populations d’ARNm étaient modifiées par un traitement au froid. Des protéines ressemblant aux protéines LEA s’accumulaient et parmi celles qui disparaissaient, nous avons identifié la petite sous-unité de la rubisco. Son ARNm était nettement moins abondant à 4 °C qu’à température ambiante. Ce résultat a par la suite été confirmé par différents auteurs. Une collègue américaine de Stanford, Virginia Walbot, a rapporté des expériences très similaires sur le riz, trois ou quatre ans plus tard, lors d’un colloque de la Fondation Rockefeller. Après sa présentation, je suis allé la trouver et lui dire que nous avions publié les mêmes résultats sur le colza. Elle m’a regardé et demandé de façon condescendante : « Où diable, dans quelle obscure revue française, as-tu publié ces résultats ? » Je me suis fait un plaisir de lui répondre que c’était dans une revue américaine pas très connue, appelée Plant Physiology ! Par la suite, j’ai toujours eu d’excellentes relations avec elle.

            Des résultats obtenus par un groupe, à Uppsala, sur Arabidopsis, ont montré que parmi les protéines induites par le froid se trouvaient des protéines du type LEA, en particulier de la famille de RAB17/RAB18, très similaires à celle que nous avions décrite. C’était une des premières indications que les protéines LEA pouvaient être aussi impliquées dans la réponse aux stress. Faute de main-d’œuvre, le sujet a été mis en sommeil quelques mois, jusqu’à ce que Luis Meza-Basso m’envoie un de ses étudiants, Julio Saez-Vasquez, un projet conjoint Europe-Chili de la CEE permettant de le financer. Il a construit une banque de clones d’ADNc et a isolé et caractérisé plusieurs clones correspondant à des ARNm plus abondants au froid. Deux d’entre eux ont retenu notre attention. L’un codait une protéine homologue d’une protéine animale, appelée alors BBC1 (basic breast conserved), dont l’ARNm et la concentration étaient plus élevés dans les cellules de cancer du sein que dans les tissus sains. L’autre codait une protéine homologue à l’enzyme phosphoenol-carboxykinase (PEPCK), dont le gène venait d’être décrit chez des micro-organismes. La protéine BBC1 a assez rapidement perdu de son intérêt car elle s’est révélée être une protéine ribosomique. En revanche, la PEPCK est impliquée dans le métabolisme des sucres et l’augmentation de son activité au froid a pour effet d’augmenter la teneur en glucose des cellules et ainsi d’augmenter l’effet cryoprotecteur des sucres. À ce stade, il était difficile de décider si l’augmentation des ARNm de ces deux protéines était le résultat d’une synthèse accrue de leur ARNm ou simplement d’une stabilisation au froid des ARNm préexistants. Ce projet a été arrêté à la fin de la thèse de Julio. Après cinq années de postdoc aux États-Unis à Saint-Louis, chez Craig Pikaard, il est entré au CNRS et a rejoint notre laboratoire. Il y est maintenant directeur de recherche, et anime une petite équipe poursuivant le travail sur la synthèse des ribosomes.

          


        
            
            Les amylases de riz et de seigle

            Les α-amylases et les β-amylases sont des enzymes qui hydrolysent les chaînes d’amidon de façon différente et complémentaire : les premières les coupent en leur milieu, produisant des chaînes plus courtes, alors que les secondes les dégradent progressivement à partir de leur extrémité en libérant des molécules de maltose. Les deux sont cruciales pour la germination des céréales.

            Jean Daussant, spécialiste de ces enzymes chez qui j’avais fait un stage d’immunologie à Meudon, m’a mis en relation avec le Tepral, une filiale du groupe Kronenbourg, qui voulait isoler des clones ADNc d’α-amylase de riz. Avec un postdoc formé dans le laboratoire de Philippe Jeanteur à Montpellier, nous avons construit une banque d’ADNc que nous avons criblée avec une sonde ADNc d’orge obtenue de David Baulcombe. Le travail s’est révélé plus difficile que prévu, mais nous avons quand même isolé plusieurs clones. Le Tepral ayant obtenu ce qu’il voulait, le travail s’est arrêté. Néanmoins, il m’a permis par la suite de rencontrer les trois collègues qui ont été des contributeurs majeurs à l’analyse des gènes d’α-amylase de riz : Ray Rodriguez à Davis, Takashi Akazawa à Nagoya et Su-Mei Yu, à Taipei.

            Le travail sur les β-amylases de seigle est le fruit d’une collaboration avec deux chercheurs polonais de Poznan que Jean Daussant m’avait adressés, Jan Sadowski et Tadeusz Rorat. Ils ont bénéficié à plusieurs reprises de postes d’accueil du CNRS et de bourses du ministère des Affaires étrangères, pour visiter notre laboratoire pendant quelques mois. Un gène de β-amylase d’orge avait été isolé par Martin Kreis à Rothamsted, près de Londres. Je l’avais rencontré lors d’une visite en Angleterre, et il nous a généreusement fourni la sonde correspondante. Quelques années plus tard il prendra un poste de professeur à Orsay où il deviendra directeur de l’Institut de biologie des plantes (IBP). Nous avons ainsi pu caractériser l’ADNc correspondant de seigle, et montrer que l’ARNm était absent du grain dans un mutant déficient en β-amylase, isolé en Pologne. La β-amylase peut représenter jusqu’à 2 % des protéines du grain. Les expériences ont montré que l’expression de ce gène, comme celui de l’orge, était spécifique du grain, et que l’absence de cette enzyme chez le mutant résultait d’une délétion du gène correspondant. Toutefois, une activité résiduelle, présente dans les feuilles et les grains, suggérait l’existence d’un second gène, alors inconnu. Une nouvelle banque d’ADNc a été réalisée à partir de feuilles du mutant, et a permis de caractériser ce deuxième gène de β-amylase, codant une forme ubiquitaire de l’enzyme. Là aussi, le travail n’a pas été poursuivi au-delà de la publication des résultats, car mes deux collègues ont réorienté leurs recherches.

          


        

          Les protéines de transfert de lipides


          Une autre collaboration très fructueuse s’est assez rapidement établie avec Jean-Claude Kader sur le campus de Jussieu, à Paris. Nous nous connaissions depuis l’époque du DEA à Paris, car il était alors assistant dans le laboratoire de physiologie des lipides de Paul Mazliak. Nous nous sommes croisés lors de colloques de la SFPV, dont il était un membre actif, puis à la commission du CNRS. Il cherchait à comprendre comment se faisaient les échanges d’acides gras ou de lipides entre les différentes membranes cellulaires. Il avait mis au point un essai acellulaire dans lequel il pouvait suivre le transfert de lipides, marqués à l’acétate radioactif, d’un type de membrane à un autre. Il a ainsi purifié, à partir de feuilles de maïs, une protéine de faible poids moléculaire, qui était capable d’assurer ce transfert in vitro, et il l’a naturellement nommée LTP (lipid transfer protein). Il en a fait déterminer la séquence d’acides aminés à Strasbourg par le groupe d’Henri Duranton. Dans le même temps, il est venu à Perpignan, puis m’a adressé sa collaboratrice, Françoise Tchang, jeune chercheuse au CNRS. Avec elle, nous avons mis en évidence l’ARNm de la LTP par traduction in vitro, puis elle est partie à Barcelone chez Pere Puigdomenech utiliser une banque d’ADNc qu’elle a triée avec des anticorps anti-LTP. Les clones isolés ont été séquencés dans notre laboratoire. Ils codaient bien une protéine dont la partie terminale était identique à celle déterminée à Strasbourg, mais présentaient aussi une séquence supplémentaire de 27 acides aminés, au début de la protéine, caractéristique des séquences « signal » impliquées dans la sécrétion des protéines et qui sont ensuite éliminées lorsque la protéine est arrivée à destination. C’était le premier clone isolé pour une LTP, le début d’une collaboration durable, tripartite Paris-Perpignan-Barcelone, et l’un des projets phares du laboratoire européen associé. Jean-Claude a, par la suite, accompagné toute ma carrière en tant que chargé de mission au CNRS, et nous avons partagé la responsabilité de l’édition de Advances in Botanical Research pendant six ans. Nous avons montré que l’ARNm et la protéine LTP sont présents dans les cellules épidermiques de l’embryon et de la jeune pousse de maïs, ainsi que dans les tissus vasculaires de l’embryon. Tous ces résultats cadraient bien avec l’hypothèse que la LTP était une protéine sécrétée. Les tentatives pour isoler un clone génomique à partir des banques de maïs existantes à Barcelone se sont soldées par un échec.


          Un clone génomique et plusieurs ADNc distincts de riz ont pu ensuite être isolés avec une autre élève de Jean-Claude Kader, Florence Vignols, à partir de banques que m’avait données Steve Kay lors d’un passage à l’Université Rockefeller. Les ARNm correspondants avaient des profils d’expression différents. Le gène isolé était inductible par les stress salins et par l’acide salicylique, ce qui suggérait un rôle potentiel dans la réponse aux stress et à une agression par des pathogènes. Nous avons montré qu’il était induit par le champignon Magnaporthe oryzae, responsable de la pyriculariose, la principale maladie fongique du riz. Des expériences de transgenèse réalisées au Cirad avec ce gène ont montré que les riz dans lesquels il était surexprimé devenaient résistants à la pyriculariose.


          L’histoire des LTP ne s’arrête pas là. En effet, un deuxième type de LTP (LTP2), d’un poids moléculaire un peu plus faible, a été mis en évidence chez le blé, à l’INRA de Montpellier. Nous avons isolé des clones d’ADNc et génomiques avec un postdoc espagnol, formé chez Pere Puigdomenech, à partir des banques de riz. À la différence des gènes de LTP1, qui étaient présents en au moins une dizaine de copies, le gène de LTP2 paraissait unique, était exprimé spécifiquement dans l’une des enveloppes du grain, et était inductible par l’acide abscissique, l’hormone de la sécheresse.


          Ces résultats illustrent les difficultés et les surprises de la recherche des fonctions d’un gène. Nous étions partis d’une protéine de maïs qui avait été purifiée sur la base d’une activité biochimique in vitro, mais dont nous ne savions pas si c’était sa fonction in vivo. Nous avons découvert que la situation était complexe, avec l’existence de plusieurs gènes, codant pour des protéines légèrement différentes, dont l’expression était régulée par différents facteurs, souvent spécifiques de certains tissus. Une situation similaire sera observée ultérieurement sur d’autres espèces. Finalement, nous arrivions à la conclusion qu’au moins l’une d’elles pouvait protéger le riz contre un de ses pathogènes les plus virulents. Cependant, nous ignorons toujours leur mode d’action réel in vivo, bien que leur structure tridimensionnelle soit connue ! De nombreux arguments suggèrent qu’elles ont un rôle antimicrobien et antifongique.


        


      


      

        Vers les premières applications de la biologie moléculaire végétale


        L’isolement des ADNc ou des gènes permettait de disposer de sondes moléculaires dont beaucoup révélaient du polymorphisme RFLP, interspécifique ou intraspécifique. Ce polymorphisme permettait d’analyser des ségrégations dans les descendants des croisements. Il offrait la possibilité de corréler la biodiversité morphologique ou biochimique avec la biodiversité moléculaire. Cette perspective n’a pas échappé aux collègues de l’amélioration des plantes et du secteur semencier, avec qui nous avons été amenés à collaborer. Cela nous a donné accès à des contrats de recherche et à des ressources que nous n’aurions sûrement pas eus si nous étions restés concentrés sur nos projets initiaux.


        

          Un contrat inespéré avec la Fondation Rockefeller


          J’ai indiqué précédemment que le premier collègue à m’approcher avait été Gérard Second, chercheur à l’IRD à Montpellier. Il était un pionnier de l’utilisation du polymorphisme isoenzymatique (différence de migration, lors d’une électrophorèse, d’une même enzyme entre deux individus) pour classer les différentes variétés de riz cultivées ou sauvages. Il avait travaillé à l’IRRI (International Rice Research Institute) à Los Banos aux Philippines. Nous avons décidé de travailler sur les séquences répétées, car je subodorais que certaines devaient être spécifiques des différentes espèces de riz. Il avait recruté deux étudiants en thèse qui ont initialement travaillé avec lui : l’un sur l’ADN chloroplastique, l’autre sur les gènes ribosomiques, en étroite collaboration avec nous.


          En 1988, il avait été invité au deuxième meeting du réseau des biotechnologies du riz de la Fondation Rockefeller, à l’IRRI, et y avait présenté nos premiers résultats. J’ai participé au meeting suivant, à Columbia dans le Missouri, car, entre-temps, nous avions déposé avec succès, auprès de la fondation, un projet visant à caractériser des séquences répétées de riz cultivés ou sauvages. Le projet devait se dérouler sur trois ans et la fondation nous accordait la coquette somme, à l’époque, de 220 000 dollars, plus du double des dotations annuelles pour l’ensemble du laboratoire ! Muni du chèque de la fondation, j’ai pris rendez-vous avec le président de l’université, qui m’a dit ne pouvoir l’encaisser sans un contrat en bonne et due forme. Devant mon insistance, il a néanmoins appelé l’agent comptable, pour avis. Celui-ci a bien compris qu’il s’agissait d’un don, de la part d’une fondation à but non lucratif, et a considéré qu’il n’avait aucune objection à encaisser ce chèque, le courrier d’accompagnement de la fondation étant suffisant comme pièce justificative. À partir de ce moment, j’ai senti que l’on me considérait un peu plus sérieusement avec des milliers de dollars que sans ! Au bout d’à peine un an, Gérard Second, qui avait bien progressé avec son thésard, décide de partir pour deux ans en séjour sabbatique à l’Université Cornell, pour travailler avec Steve Tanksley. Il m’abandonne sa part de financement et me demande de prendre en charge sa thésarde travaillant sur les gènes ribosomiques. Avec elle, nous montrerons que les différents riz cultivés présentent un polymorphisme de taille de l’ADN spécifiant les ARNr, lié à la présence d’un nombre variable de répétitions de ~ 300 pb dans la région séparant deux gènes consécutifs. Par ailleurs, une autre série de répétitions de 45 pb, un peu plus en amont dans cette région, est spécifique des riz cultivés et sauvages de type AA, et permet de les distinguer des génomes des autres riz sauvages. Les différentes espèces sauvages du genre riz sont classées en différents types chromosomiques sur la base d’analyses cytogénétiques : les principaux autres types sont BB, CC, EE, pour les espèces diploïdes, et BBCC, CCCC et CCDD pour les tétraploïdes. Nous publierons la séquence de la région intergénique avec une analyse de son évolution.


          Avec le financement de la fondation, j’ai recruté pour deux ans un postdoc indien, Sambi Reddy. Il a travaillé avec une doctorante sur l’autre volet du projet, à savoir isoler des séquences répétées, soit en tandem, soit dispersées, spécifiques des différents génomes sauvages du riz. Nous avons ainsi isolé et caractérisé plusieurs ADN satellites. L’un d’eux, constitué de répétitions de 350 pb, spécifique du génome AA des riz cultivés, présentait un polymorphisme chez les riz cultivés africains et a été localisé à l’extrémité des chromosomes. Un autre, dont les répétitions sont un peu plus longues, est spécifique du riz sauvage Oryza officinalis, de type CC. Plusieurs séquences répétées dispersées spécifiques des génomes CC et CCDD, correspondant probablement à des morceaux de rétrotransposons, ont également été isolées et caractérisées. Ces séquences ont permis de classer les différentes variétés de riz sauvages étudiées et de spéculer sur leurs liens de parenté.


          Cette expérience avec la Fondation Rockefeller a été déterminante. À la fin du contrat, j’ai essayé de garder Sambi Reddy, mais je n’ai pu trouver de financement. Il a reçu une offre de Rhône-Poulenc pour travailler chez un de mes concurrents américains, Terry Thomas, à l’Université Texas A&M. Malgré mon amertume d’avoir perdu un collaborateur efficace, cela m’a permis de visiter cette prestigieuse université à deux reprises et d’y rencontrer plusieurs collègues. Sambi Reddy, après son séjour chez Terry Thomas pendant deux ans, a obtenu un poste de professeur associé à Texas A&M où il a monté un service commun de clonage et séquençage, avant de prendre le poste de directeur scientifique chez Dow Chemicals à Indianapolis, où il gagnait trois fois plus que moi !


          La stratégie de la fondation évoluait. Après une première phase, destinée à attirer des laboratoires des pays développés pour travailler sur le riz, la fondation a décidé, au début des années 1990, d’investir massivement dans les pays en développement, principalement en Chine, en Inde, en Thaïlande et aux Philippines, et de financer des projets plus appliqués, en particulier la cartographie génétique et la caractérisation de gènes importants pour l’agronomie, tels que ceux contrôlant l’adaptation à la submersion ou la réponse aux pathogènes. Elle a néanmoins permis aux premiers laboratoires financés de continuer à participer aux réunions du réseau et a encouragé les contacts entre pays développés et pays en développement. Les réunions annuelles étaient particulièrement intéressantes, car le public était limité, les conférences étaient du meilleur niveau qui soit, les conférenciers y étaient très accessibles et les échanges très ouverts. J’ai longuement discuté avec les responsables du programme à la fondation et avec les membres du conseil scientifique présidé par sir Ralph Riley, le père de la cytogénétique du blé et ancien directeur du PBI de Cambridge. Ce conseil comprenait plusieurs personnalités déjà citées pour leurs travaux, que j’avais pratiquement toutes déjà rencontrées. J’ai ainsi rencontré la plupart de ceux qui avaient obtenu un contrat avec la fondation, et qui, pour nombre d’entre eux, contribueront de façon déterminante à la biologie du riz, à la cartographie de son génome, à son séquençage et à la caractérisation de gènes contrôlant des traits importants. Pour n’en citer que quelques-uns : Steve Tanksley et son élève Suzan McCouch, Mike Gale, responsable de la cartographie du blé au PBI de Cambridge, Pamela Ronald, de Davis, qui sera la première à isoler un gène de résistance à la bactériose à Xanthomonas, puis un gène responsable de la tolérance à la submersion. À l’une des réunions, aux Philippines, j’ai fait la connaissance d’Olivier Panaud. Il y terminait sa thèse et, quelques années plus tard, il sera recruté professeur à Perpignan puis, en 2020, deviendra directeur du laboratoire. C’est là aussi que j’ai fait la connaissance de quelques collègues qui m’entraîneront plus tard dans les projets de séquençage et d’analyse fonctionnelle du riz : Ray Wu, de l’Université Cornell, l’un des pionniers du séquençage de l’ADN, m’introduira à Taïwan, Hirofumi Uchimiya, de Tokyo, présenta les premiers résultats de séquençage systématique d’ADNc de riz, Takuji Sasaki, de Tsukuba et Ben Burr, de Brookhaven aux États-Unis, coordonneront le consortium international de séquençage du génome du riz. J’ai également établi des contacts durables avec plusieurs collègues chinois comme Qifa Zhang, à Wuhan, et Jiayang Li à Pékin, qui seront des pionniers de la génétique moléculaire du riz, ou coréens comme Gynheung An, qui sera le premier à construire, en collaboration avec la firme Syngenta, une collection de mutants d’insertion du riz.


          Les sites retenus par la fondation pour organiser ces meetings étaient le plus souvent situés dans des endroits idylliques : Bali, Chiang-Mai, Tucson, Los Banos aux Philippines et Phuket. Au cours de ces dix années passées à fréquenter les meetings de la fondation, j’ai rencontré à peu près tous ceux qui comptaient dans le domaine de la biologie moléculaire du riz. J’ai eu aussi souvent l’occasion de leur rendre visite ou de les retrouver dans d’autres congrès, ce qui a encore renforcé nos liens et nos échanges. Je me suis ainsi trouvé en très bonne position pour être sollicité par le CNRS pour des missions en direction de l’Asie et pour entraîner la France, le moment venu, à prendre sa part dans le séquençage du génome du riz.


          L’effort financier de la fondation a été tout à fait conséquent et son impact considérable. Elle a consacré aux biotechnologies du riz environ 15 millions de dollars par an pendant quinze ans. C’est en grande partie grâce à ces investissements que le riz est devenu l’espèce modèle incontournable pour les céréales. Elle a permis à des laboratoires de pays en développement de se hisser à un niveau de compétence et d’excellence, qui aujourd’hui n’a rien à envier à nos laboratoires. L’essor a été particulièrement spectaculaire en Chine, où l’investissement de la fondation a été activement relayé et abondé par le gouvernement chinois.


        


        

          Les travaux sur le colza et les Brassica


          Une autre collaboration s’est établie avec ma collègue Anne-Marie Chèvre à la station INRA du Rheu, à côté de Rennes. Le colza, Brassica napus, est une espèce tétraploïde qui résulte de l’addition d’un génome de chou, Brassica oleracea, et d’un génome de navette, Brassica campestris, tous deux diploïdes. Elle construisait des lignées d’addition entre le colza et la moutarde noire, Brassica nigra, également diploïde. Ces lignées d’addition sont des colzas avec un ou des chromosomes surnuméraires de moutarde. Elles sont obtenues par un croisement entre les deux espèces suivi de rétrocroisements avec le colza. Ce type de lignées est utilisé pour introduire dans une espèce cultivée des gènes d’intérêt provenant d’une espèce voisine, comme par exemple des gènes de résistance à des pathogènes. L’identification de ces chromosomes surnuméraires était délicate et ma collègue était à la recherche de marqueurs susceptibles de révéler et d’identifier la présence de chromosomes étrangers. Les différences de taille entre les unités déterminant les ARNr de colza, moutarde noire, moutarde blanche, chou et navette nous ont permis de caractériser certaines des lignées d’addition. Malgré ces résultats positifs, les gènes ribosomiques restaient d’un intérêt limité, car ils ne permettaient d’identifier au mieux qu’un ou deux chromosomes surnuméraires. Les quelques essais réalisés avec les sondes napines, cruciférines et LEA que nous avions isolées ont révélé des profils trop complexes pour une exploitation simple et rapide.


          C’est à ce stade qu’est intervenu Carlos Quiros. Il était venu apprendre les techniques d’hybridation et de clonage dans le cadre d’une bourse Fullbright, puis d’un financement du CNRS. Les technologies évoluaient et une nouvelle révolution venait de se produire avec l’invention de la PCR (polymerase chain reaction). Cette technique, inventée en 1986 a été popularisée par la firme de biotechnologie Cetus, en Californie.


          La PCR est une méthode d’amplification in vitro de fragments d’ADN. Elle se déroule en trois étapes qui sont répétées de façon cyclique : une étape de dénaturation du fragment d’ADN à amplifier, à 95 °C, permet de séparer les deux brins d’ADN ; une étape d’hybridation à environ 60 °C permet à deux amorces complémentaires des extrémités du fragment à amplifier de s’hybrider avec chacun des brins de l’ADN, et enfin une étape de polymérisation, dans laquelle une ADN-polymérase recopie, à partir de l’amorce, chacun des brins de l’ADN. Le progrès crucial a été d’utiliser une ADN-polymérase thermorésistante, la Taq-polymérase, isolée de la bactérie de sources chaudes Thermophilus aquaticus. Cette innovation permettait de réaliser la réaction de polymérisation à 72 °C, ce qui évitait de renouveler l’enzyme après chaque dénaturation. À l’issue d’un cycle, qui ne dure que quelques minutes, chacun des brins d’ADN a été copié et deux fragments identiques sont obtenus. Il suffit de répéter le cycle pour à nouveau doubler le nombre de fragments d’ADN et ainsi obtenir au bout de quelques cycles un grand nombre de copies du fragment d’ADN initial. L’avantage de la PCR est que l’on n’a plus besoin de l’étape de clonage dans une bactérie ou dans un phage pour amplifier un fragment d’ADN dont on connaît la séquence des extrémités.


          Nous venions d’acheter un appareil à PCR. Avec un étudiant de l’Institut national agronomique venu effectuer son stage de fin d’étude au laboratoire, Patrice This, Carlos Quiros a développé une stratégie que venaient de publier deux chercheurs de la société Dupont de Nemours sous le nom de RAPD (random amplified polymorphic DNA).


          Cette technique consistait à amplifier des fragments d’ADN génomique de façon arbitraire, en utilisant une seule amorce de dix nucléotides, définie de façon aléatoire : si la séquence de l’amorce est présente sur chacun des deux brins d’une molécule d’ADN, en orientation inverse et à une distance raisonnable (quelques centaines de paires de bases), la région comprise entre les deux amorces sera alors amplifiée. L’expérience montre qu’avec des collections d’amorces, commercialisées par la firme Operon, quelques fragments sont amplifiés dans l’ADN des plantes et peuvent être résolus par électrophorèse. Lorsque l’ADN de différentes variétés de la même espèce est analysé, certains des fragments présentent un polymorphisme de taille et peuvent ainsi être utilisés comme marqueurs génétiques pour analyser la descendance d’un croisement et réaliser de la cartographie génétique. L’intérêt majeur de cette technique est sa simplicité : elle rend obsolètes les expériences de clonage ou d’hybridation moléculaire et ne nécessite plus d’information de séquence puisque les amorces sont définies de façon arbitraire.


          Cette collaboration a été particulièrement fructueuse. Elle a permis à Patrice This de réaliser sa thèse, en partie à Davis, et de caractériser des lignées d’addition de colza avec un chromosome de Brassica nigra apportant une résistance au champignon Leptosphaeria maculans, l’agent d’une pourriture et d’une nécrose à la base de la tige. Patrice a ensuite été recruté par l’INRA et dirige l’Unité de génétique et amélioration des plantes de Montpellier. Elle a aussi permis une collaboration tripartite avec Jan Sadowski qui s’était trouvé à Perpignan en même temps que Carlos Quiros. Il a obtenu une bourse pour aller passer un an à Davis et y a caractérisé chez les Brassica diploïdes trois régions homologues d’une zone que nous avions séquencée chez Arabidopsis. À son retour en Pologne, les techniques avaient progressé et nous avons réalisé ensemble une carte génétique détaillée de Brassica oleracea. Jan est devenu professeur à l’Université Adam Mickiewicz à Poznan.


          De multiples applications de la PCR utilisant des amorces aléatoires ou spécifiques ont révolutionné les méthodes de cartographie génétique en fournissant des marqueurs moléculaires sans avoir à passer par le clonage, l’hybridation ou le séquençage.


          Cette collaboration avec les équipes de Rennes et de Davis m’a beaucoup appris sur l’amélioration du colza, dont je n’étais pas familier, et m’a permis de multiplier mes visites à Davis à partir de 1988.


        


      


      

        Arabidopsis entre en scène


        

          Un peu d’histoire


          Vers le milieu des années 1980, un nouveau modèle d’étude commence à émerger : Arabidopsis thaliana, encore appelée arabette des dames ou cresson en oreille de souris. Le nom de genre avait été proposé par Alphonse de Candolle en 1821 et le nom d’espèce a été donné en l’honneur du médecin et botaniste allemand Johannes Thal qui avait décrit la plante dès 1577 dans sa flore des montagnes du Hartz. Arabidopsis est une plante annuelle, de la famille des crucifères, facile à cultiver en laboratoire, au temps de génération court, deux mois en conditions optimales de graines à graines, autofertile, très prolifique et présentant cinq paires de petits chromosomes.
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              Figure 4. Jeunes plants d’Arabidopsis âgés de trois semaines, cultivés en chambre de culture.


            

          

          Les plantes à fleurs sont classiquement divisées en deux grands groupes : les dicotylédones, dont l’embryon présente deux cotylédons qui, à la germination, deviennent les deux premières feuilles photosynthétiques, et les monocotylédones, qui n’en présentent qu’un. Arabidopsis est représentative, avec le pois, le concombre ou l’oranger, des dicotylédones, alors que le riz, le blé, le bananier ou les orchidées sont représentatifs des monocotylédones.


          L’intérêt d’Arabidopsis pour faire de la génétique avait été souligné dès les années 1930. Quelques groupes vont s’employer à générer des mutants, soit par irradiation, soit par voie chimique. L’un des plus connus est le mutant incapable de synthétiser la vitamine B1, décrit en 1966 par George Redei, professeur d’origine hongroise à l’Université du Missouri à Columbia. Il est considéré comme le « père » d’Arabidopsis. Je l’ai rencontré en 1989 lors d’une visite à Columbia. Il partageait, avec Ed Coe, l’un des pionniers de la génétique du maïs, les locaux dans lesquels avait travaillé Barbara McClintock. Mais ce sont surtout les travaux de Maarten Koornneef, à Wageningen qui ont véritablement marqué le point de départ de l’utilisation d’Arabidopsis comme plante modèle. Maarten a isolé toute une série de mutants particulièrement intéressants pour les études de physiologie, comme des mutants insensibles aux gibbérellines, des mutants insensibles à l’acide abscissique, et des mutants déficients pour la synthèse de chacune de ces deux hormones. Il avait aussi isolé des mutants affectés dans la date de floraison et la sensibilité à la lumière, et collecté plusieurs autres mutants isolés par George Redei. Il était généticien et avait cartographié la plupart de ces mutants sur l’un des cinq chromosomes, réalisant ainsi l’une des premières, sinon la première, carte génétique d’une plante. J’ai eu la chance de le rencontrer alors qu’il venait de terminer sa thèse, et de m’en faire un ami avec qui je collaborerai par la suite. J’ai assez vite réalisé l’intérêt qu’il y aurait à utiliser ces mutants, en particulier ceux affectés dans la déficience ou la sensibilité à l’acide abscissique, car il apparaissait que cette hormone régulait l’accumulation des protéines de réserve et inhibait la germination des graines. Deux autres facteurs déterminants dans l’utilisation d’Arabidopsis ont été la démonstration de la petite taille de son génome et la mise au point de méthodes efficaces de transformation par Agrobacterium tumefaciens. Elliot Meyerowitz, au Caltech Institute à Pasadena, a montré qu’Arabidopsis avait l’un des plus petits génomes végétaux, du même ordre que celui du ver Caenorabditis elegans et de la drosophile, d’environ une centaine de millions de paires de bases. La facilité avec laquelle cette plante pouvait être transformée a permis d’une part d’analyser la fonction de nombreux gènes isolés, et d’autre part la mise en place de collections de mutants d’insertion ADN-T qui joueront un rôle considérable dans l’analyse fonctionnelle du génome de cette plante.


          En 1988, la deuxième conférence internationale sur Arabidopsis s’est tenue à Vienne en Autriche, et a rassemblé un peu plus d’une centaine de participants. Plusieurs collègues présents à ce congrès ont joué un rôle déterminant dans la promotion d’Arabidopsis comme modèle d’étude, au premier rang desquels Elliot Meyerowitz, et Maarten Koornneef. Plusieurs autres figures marquantes de ce domaine en émergence étaient présentes : Chris Somerville, à l’époque à l’Université du Michigan, spécialiste du métabolisme lipidique, David Meinke de l’Université d’Oklahoma, spécialiste des mutants d’embryogenèse, Marc Van Montagu, promoteur de la transformation par Agrobacterium, ainsi que Caroline Dean et George Coupland, tous deux travaillant sur la régulation de la floraison, et fraîchement installés à Norwich. Quatre Français seulement participaient à cette conférence, dont Jérôme Giraudat. Il y a présenté le gène ABI3 d’Arabidopsis, qu’il venait d’isoler chez Howard Goodman à partir du mutant insensible à l’ABA, abi3, fourni par Maarten Koornneef. L’isolement de ce gène était une grande première, car c’était le premier gène de plante isolé par clonage positionnel, en utilisant une stratégie de cartographie fine de la mutation exploitant des marqueurs RFLP voisins, et totalement indépendante de toute connaissance préalable sur la protéine correspondante. Le second gène d’Arabidopsis isolé de cette façon, FAD3, celui d’une enzyme du métabolisme lipidique, le sera quelques mois plus tard, dans le laboratoire de Chris Somerville, par un autre postdoc français, élève de Jean-Claude Kader. Jérôme s’installait à Gif-sur-Yvette, pour monter une équipe dans le nouvel Institut des sciences végétales (ISV) du CNRS, créé sur le site de l’ancien phytotron. Auparavant, il avait réalisé sa thèse à l’Institut Pasteur dans le laboratoire de Jean-Pierre Changeux, après être sorti de Polytechnique. Il avait cloné l’ADNc du récepteur à l’acétylcholine du poisson torpille et participé à sa caractérisation moléculaire. Il représentait l’un des plus brillants espoirs de la biologie moléculaire végétale. Avec son arrivée à Gif, la collaboration était évidente pour chacun d’entre nous. Notre équipe apportait toute une série de gènes cibles, potentiellement régulés par ABI3 et l’ABA, et Jérôme apportait son savoir-faire sur Arabidopsis et sa maîtrise des mutants affectés dans la sensibilité et la synthèse de l’ABA. Nous sommes alors passés du radis à Arabidopsis.


        


        

          Le programme européen BRIDGE


          Dans les coulisses du congrès de Vienne, les contacts sont pris avec plusieurs collègues convaincus de l’intérêt d’Arabidopsis pour constituer un réseau européen. Nous nous reverrons à plusieurs reprises dans différents congrès, l’année suivante, à la Fondation Juan March, à Madrid, et au neuvième John Innes Symposium à Norwich. C’est là que le projet d’un consortium européen visant à utiliser Arabidopsis comme outil pour isoler de nouveaux gènes de plantes et mieux comprendre le développement et la physiologie des plantes a réellement pris forme. Nos collègues anglais et hollandais avaient pris contact avec Étienne Magnien, chef de la direction générale de la recherche de la CEE, la DG XII, qui s’était montré très encourageant. Le projet « Molecular Identification of New Genes from Plants » a été rédigé, soumis et accepté dans le courant de l’année 1990 par le programme BRIDGE (Biotechnology Research Program for Innovation, Development and Growth in Europe), programme qui a mobilisé à partir de 1990 l’équivalent de 120 millions de dollars, consacrés au développement des biotechnologies de tout type, sur six ans.


          Plusieurs sous-projets avaient été retenus : cartographie physique du génome, développement de l’étiquetage de gènes à l’aide de transposons, gènes impliqués dans l’induction florale, gènes impliqués dans l’embryogenèse, recombinaison et remplacement de gènes, gènes impliqués dans le développement de la graine. Il regroupait une vingtaine d’équipes appartenant à seize laboratoires ou Instituts et était coordonné par Mike Bevan, du Cambridge Laboratory au JIC à Norwich. Nous émargions dans deux sous-projets : un projet sur la maturation de la graine, coordonné par Maarten Koornneef, dans lequel se trouvaient Jérôme Giraudat et Montserrat Pages, de Barcelone, et un autre projet sur l’embryogenèse, coordonné par Sacco de Vries, à Wageningen, où nous étions associés à des chercheurs anglais et danois ainsi qu’à la firme Danisco et au groupe Moet et Chandon. À l’automne 1991, la réunion de démarrage de ce programme a eu lieu à Perpignan.


          Dans ce cadre, notre laboratoire a cloné les deux gènes Em d’Arabidopsis, ce qui a constitué une surprise, car nous n’en attendions qu’un seul. Leur régulation a été étudiée en collaboration avec Jérôme Giraudat. Ils sont exprimés uniquement pendant la maturation de la graine, mais ne le sont pas chez les mutants déficients en ABA (aba1) ou insensibles à l’ABA (abi 3). La surexpression d’ABI3 dans les feuilles permet d’y détecter l’expression d’Em, démontrant ainsi le rôle régulateur de ce facteur de transcription.


          Le projet sur l’embryogenèse a pu se développer parce que nous avions recruté Patrick Gallois comme maître de conférences. Il avait passé sa thèse à Dijon, où je l’avais rencontré, sur la germination des graines, puis était parti en postdoc en Angleterre, à la station agronomique de Rothamsted, où il travaillait avec Martin Kreis, un collègue luxembourgeois passé par le laboratoire Carlsberg à Copenhague. Je l’y ai rencontré au moment où un poste venait de s’ouvrir à Perpignan. Sa candidature a été retenue et il est venu avec son épouse Gillian Hull. Elle avait obtenu une bourse postdoctorale et je lui ai confié la caractérisation du promoteur des gènes Em. Patrick a commencé à créer une collection d’Arabidopsis transgéniques résistantes à la kanamycine, dans lesquelles avait été introduite une construction « piège à promoteur ». Ce piège consistait en un gène bactérien, UidA, dépourvu de promoteur et placé de telle façon que si la construction s’insérait dans le génome de la plante entre un promoteur et son gène, le promoteur contrôlerait l’expression du gène UidA. Cette expression était détectable par une réaction colorée bleue. L’idée sous-jacente était de repérer ainsi des promoteurs qui fonctionnaient au cours de l’embryogenèse. L’idée s’est révélée fructueuse et plusieurs gènes s’exprimant pendant cette phase de développement ont été repérés. L’un d’eux, détectable uniquement dans le suspenseur de l’embryon, un petit organe de sept à neuf cellules issues de la première division de la cellule œuf, nous a donné beaucoup de fil à retordre. Ce projet nous a aussi permis de recruter Martine Devic comme postdoc. Je l’avais rencontrée au cours de génie génétique chez Georgio Bernardi, puis lors d’une visite à Norwich, où elle travaillait avec David Baulcombe. Elle sera recrutée deux ans plus tard au CNRS et deviendra responsable d’une équipe dans notre laboratoire. Elle sera à l’origine de toute une série de travaux sur des gènes indispensables à l’embryogenèse.


          Les autres sous-projets de ce premier programme BRIDGE n’ont pas été moins riches en découvertes : entre autres, la réalisation d’une carte génétique, avec plus d’un millier de marqueurs, des cartes physiques autour du gène FCA (Flowering time Control A), régulateur de la précocité de floraison, autour du gène CONSTANS, qui contrôle la réponse de la floraison à la photopériode, et du gène APETALA2 qui est l’un des régulateurs clés de la morphogenèse florale. Les deux mutants fca et co sont deux mutants à floraison tardive et les deux gènes répriment le gène majeur de régulation de la floraison FLC (FLowering time C), qui a été découvert ultérieurement. Ces travaux conduiront rapidement à l’isolement de ces gènes.


          En parallèle au programme BRIDGE, de nombreux groupes aux États-Unis, en Europe, au Japon et en Australie commençaient à utiliser Arabidopsis comme plante modèle, et apportaient des résultats importants sur la morphogenèse florale, sa régulation et celle de la mise à fleur, décrivant de nouveaux gènes. Les domaines de la régulation de la croissance et du développement par l’auxine et les gibbérellines, celui de l’embryogenèse étaient en pleine explosion, ainsi que ceux de la réponse à la sécheresse ou à des pathogènes. La stratégie d’isolement de gènes à partir d’une collection de mutants d’insertion ADN-T d’Agrobacterium avait fait ses preuves entre les mains des chercheurs de la firme Dupont de Nemours.


        


        
            
            Un groupement de recherche sur les mutants d’insertion Arabidopsis

            L’un des moyens de soutenir des initiatives nouvelles était d’obtenir de nos tutelles la création de groupements de recherche (GDR). Cela avait déjà été utilisé pour promouvoir le clonage de gènes et nous allons y avoir recours à nouveau. Le groupe de Georges Pelletier, à Versailles, avait mis au point une méthode originale de transformation d’Arabidopsis, avec la bactérie Agrobacterium tumefaciens, et avait généré plusieurs dizaines de milliers de lignées transgéniques dans lesquelles un ou plusieurs ADN-T avaient été insérés au hasard dans le génome de la plante, provoquant ainsi autant de mutations dont certaines avaient un phénotype. À la différence des méthodes concurrentes, la production de ces PGM était directe, sans passer par une étape de culture de tissus, et consistait à infiltrer des inflorescences, sous vide, avec la solution de bactéries. Les tissus sexués étaient ainsi transformés, les graines de première génération pouvaient être récoltées quelques semaines après transformation, mises en culture, puis leur phénotype pouvait être analysé rapidement à la génération suivante. La construction utilisée était du type piège à promoteur et comportait dans l’ADN-T deux gènes de résistance, à la kanamycine et au basta, un antibiotique et un herbicide voisin du glyphosate, permettant de sélectionner les plantes transformées.

            Quelques centaines de lignées avaient été obtenues dans le cadre de BRIDGE par Patrick Gallois, Martine Devic, et leurs étudiants. D’autres collègues développaient la même approche, à Amiens et à Orsay. Aussi en 1996, avec Georges Pelletier, nous avons obtenu de l’INRA et du CNRS la création d’un nouveau GDR « Création et exploitation d’une collection de mutants d’insertion d’Arabidopsis » pour fédérer les efforts. Ce GDR a fonctionné jusqu’en 1999. Pendant cette période une vingtaine de laboratoires ont travaillé ensemble pour isoler des mutants intéressants sur la base de leur phénotype, et obtenir de nouvelles lignées. Notre laboratoire s’est intéressé essentiellement à des mutants affectés dans l’embryogenèse et dans les réponses au stress oxydatif. Il a mis au point une méthode de séquençage des séquences flanquant les insertions d’ADN-T qui a été testée avec succès sur un millier de lignées.

            Le programme BRIDGE a permis de constituer une communauté scientifique internationale autour du modèle Arabidopsis et a été un puissant catalyseur. C’est dans les coulisses de ces réunions que les premières discussions pour séquencer le génome d’Arabidopsis ont eu lieu de façon informelle, un peu comme un rêve fou et inaccessible. Ce fut le début d’une plongée fantastique dans l’univers encore pratiquement vierge du déchiffrage des génomes et de la découverte systématique des gènes de plantes.

          


      


    


  



  

    

    


    CHAPITRE 3


    Le séquençage du génome d’Arabidopsis


    

      


    


    

      

        Le séquençage systématique de l’ADN complémentaire


        

          Naissance du programme au CNRS


          Dès son arrivée à la direction des sciences de la vie en 1988, Claude Paoletti a souhaité se rapprocher de ses chercheurs et il a instauré les « séminaires du jeudi ». Chaque jeudi, en fin d’après-midi, deux chercheurs lui présentaient leurs travaux, en présence de ses collaborateurs, du président de la commission et de quelques invités. Il les soumettait à un feu roulant de questions et il se tenait ainsi au courant de l’actualité scientifique dans un peu tous les domaines des sciences de la vie. C’était une grande nouveauté dans la gestion de la recherche, très appréciée, car elle nous offrait un contact direct avec notre directeur. Il était biochimiste et dirigeait le laboratoire de pharmacologie de l’Institut Gustave-Roussy à Villejuif, où j’avais effectué un court séjour. Il ne connaissait pratiquement pas le monde végétal, si ce n’est par les quelques contacts qu’il avait avec nous lors de ses visites à la commission du CNRS. Il connaissait mon implication dans la rédaction du rapport sur les biotechnologies végétales que son prédécesseur, Jacques Demaille, nous avait demandé.


          Fin mars 1991, je suis convié au siège du CNRS pour lui présenter nos travaux. Cette invitation était l’occasion de le convaincre de nous aider, mais, en fait, elle se doublait d’un entretien budgétaire, dont dépendaient les futurs crédits du laboratoire. Lorsque je mentionne que nous commençons à travailler avec Arabidopsis et que la communauté internationale s’active sur l’opportunité de séquencer ce génome, il me demande qui, en France, travaille sur cette plante et je cite Jérôme Giraudat, qu’il invitera quelques semaines plus tard, et quelques autres.


          Lors de son séminaire, ce dernier saura se montrer convaincant en défendant les avantages du modèle Arabidopsis, puisqu’au début de l’année suivante Claude Paoletti nous réunit un soir, avec quelques collègues, au siège du CNRS pour nous proposer son aide. Il y a là Michel Caboche, de l’INRA de Versailles, Claude Gigot de l’IBMP de Strasbourg, Régis Mache de Grenoble, Martin Kreis d’Orsay, Jérôme et moi, ainsi que Francis Galibert, le directeur scientifique adjoint, en charge de la biologie végétale. Ce dernier était convaincu de l’intérêt de séquencer des génomes : après un postdoc chez Fred Sanger, il avait séquencé l’ADN du virus de l’hépatite B et, plus tard, il jouera un rôle important dans le séquençage de celui de la bactérie fixatrice d’azote, symbiote des légumineuses, Rhizobium meliloti et coordonnera le projet international de séquençage du génome du chien. Nous nous attendions à une aide significative, mais Claude Paoletti nous dit qu’il est convaincu qu’il faut faire quelque chose, qu’il nous aidera et… qu’il va mettre à notre disposition un ingénieur que nous devrons nous partager ! Nous ressortons de l’entretien complètement abasourdis, nous demandant s’il ne se moquait pas de nous. Les semaines passent, jusqu’au jour où, début juillet, il croise Jérôme Giraudat dans un couloir de l’ISV à Gif-sur-Yvette, lui dit qu’il pense toujours à nous, et qu’il va nous équiper en machines à séquencer, mais qu’il lui faut un projet avec un coordinateur, et des devis. Après concertation, notre petit groupe a convaincu Bernard Lescure, professeur à Toulouse, de prendre la tête du projet. Il avait fait sa thèse à l’Institut Pasteur, sur les virus SV40 et polyome, et s’était réorienté en biologie végétale. Il avait caractérisé une famille de quatre gènes codant pour le facteur d’élongation de la traduction EF1-α, et était certainement, avec Jérôme, l’un des plus avancés d’entre nous sur la caractérisation des gènes d’Arabidopsis.


          La question du coût et de l’objectif de déterminer la séquence complète d’un génome eucaryote, et en particulier du génome humain, faisait l’objet de débats intenses dans la communauté scientifique au début des années 1990. Nous savions que plusieurs projets d’envergure étaient déjà lancés : le génome d’Escherichia coli aux États-Unis et au Japon, celui de la levure, en Europe, à l’initiative d’André Goffeau et de Piotr Slonimski, celui du nématode Caenorhabditis elegans avec Sidney Brenner et John Sulston, et surtout le génome humain, sur lequel Jim Watson voulait que portent tous les efforts plutôt que sur les génomes modèles tels que la levure ou Caenorhabditis elegans. L’idée de mettre celui d’Arabidopsis sur les rangs progressait en Europe et aux États-Unis. Outre la question de savoir sur quel(s) génome(s) concentrer les efforts, une autre question agitait les esprits. Puisque seule une faible fraction des génomes eucaryotes code pour des protéines, et que l’ordre dans lequel se trouvent les gènes le long des chromosomes ne paraissait pas essentiel, était-il bien nécessaire de vouloir obtenir une séquence complète et ne serait-il pas plus économique de ne séquencer que cette fraction réellement intéressante ? Dès 1989, Craig Venter, chercheur américain particulièrement original et créatif, qui travaillait alors au NIH (National Institutes of Health) à Bethesda et allait devenir un acteur phare de la génomique, avait proposé de dresser des catalogues de gènes en séquençant de façon partielle et aveugle des collections de clones d’ADNc, qui sont en fait des copies représentatives des gènes exprimés. C’est la stratégie des EST (expressed sequence tags). Chaque séquence ainsi obtenue est une étiquette qui identifie un gène exprimé. On peut ensuite s’en servir pour isoler le gène complet correspondant et l’étudier.


          L’été a été mis à profit pour rédiger un projet et, début septembre, il était envoyé à la direction des sciences de la vie. Il proposait de séquencer systématiquement des EST d’Arabidopsis et de dresser un catalogue des gènes exprimés dans cette espèce au cours de son développement. Nous pensions qu’il nous faudrait attendre encore de nombreux mois avant de le mettre en œuvre, car il devait d’abord être évalué par la commission du comité national du CNRS. Ensuite, le dossier devait être transmis à l’administration qui mettrait en place les fonds qui nous seraient alloués si le projet était accepté. À notre grande surprise, les choses se sont déroulées autrement. Claude Paoletti était un directeur particulièrement efficace et motivé, car quelques jours après que le projet lui eut été soumis, chacun des laboratoires CNRS du consortium recevait une notification de crédits, lui permettant d’acheter des séquenceurs automatiques. C’était inespéré ! Les séquenceurs ont été installés avant la fin de 1991. Cette décision aussi rapide est entièrement due à la clairvoyance stratégique de Claude Paoletti. C’était le début d’une grande aventure collective.


        


        

          Le projet scientifique


          Le projet était directement inspiré de la stratégie proposée par Craig Venter et c’était un changement de paradigme. Plutôt que de continuer à isoler laborieusement les gènes, un à un, après un tri des banques de clones d’ADNc, puis des banques génomiques, comme nous le faisions jusqu’alors, nous proposions de prendre ces clones d’ADNc au hasard, les uns après les autres, de les séquencer systématiquement à chacune de leurs extrémités et de comparer ces séquences aux bases de données de séquences qui se mettaient en place, en espérant que des homologies significatives seraient détectées pour permettre d’assigner une fonction probable à chacun des clones séquencés. Le bien-fondé de cette approche sera établi par un article de Craig Venter, paru en février 1992 dans Nature, où il rapportait la séquence de 2 375 ADNc de cerveau humain, identifiant presque autant de gènes. J’avais aussi entendu, au printemps précédent, lors du meeting de la Fondation Rockefeller, un collègue japonais, Hirofumi Uchimiya, rapporter la séquence de près de 700 ADNc de riz.


          Un nouveau GDR a été créé, regroupant huit laboratoires français, CNRS ou INRA, à Gif-sur-Yvette, Orsay, Versailles, Strasbourg, Toulouse, Grenoble et Perpignan. Chacun devait construire une banque d’ADNc correspondant à un tissu ou à un stade de développement défini, et séquencer systématiquement le plus grand nombre de clones. Le huitième laboratoire était un laboratoire INRA de bio-informatique à Toulouse. Des banques d’ADNc ont été préparées à partir de jeunes plantules étiolées, de boutons floraux, de siliques (fruits) à différents stades de développement, de suspensions cellulaires et de fragments foliaires en culture in vitro. Nous avons travaillé sur la banque de siliques réalisée par Jérôme Giraudat et sur celle de graines sèches que nous avions déjà réalisée. Ainsi, nous restions dans notre thématique scientifique, l’analyse de la formation de la graine et de sa germination. Les séquences produites, de l’ordre de 350 pb, ont été presque immédiatement publiques, dès leur dépôt dans la base de données du NCBI (National Center for Biotechnology Information) aux États-Unis.


          Le GDR a permis d’acheter les séquenceurs, mais ne prévoyait pas de crédits de fonctionnement. Nos crédits propres étaient insuffisants. Heureusement, le ministère de la Recherche, dirigé alors par Hubert Curien, disposait de fonds dont la gestion était relativement opaque, affectés principalement au domaine médical. Ils ont été utilisés pour mettre en place, en 1993, juste avant son départ, une structure relativement souple et transparente, le GREG (Groupement de recherche et d’étude des génomes), dont la présidence a été confiée à Piotr Slonimski, mon ancien professeur de génétique. Le GREG disposait d’un conseil scientifique qui évaluait, et éventuellement finançait, les projets qui lui étaient soumis, et organisait des réunions de réflexion prospective et de formation. Il a financé le programme d’EST d’Arabidopsis, puis la cartographie physique du génome et a abondé les deux premiers programmes européens. Nous n’avons donc eu, à cette période, aucun souci financier pour démarrer cette recherche, très compétitive. Le GREG a joué un rôle considérable dans le démarrage de la génomique et de la bio-informatique en France en finançant environ 30 % des projets qui lui ont été proposés et il est à l’origine du Centre national de séquençage Genoscope, à Évry, créé en 1997. Cette structure, appréciée des chercheurs, fonctionnait sans doute trop bien, mis à part qu’elle échappait en partie au contrôle du ministère ! En 1996, ses moyens ont été réduits, ceux affectés à la bio-informatique naissante étant rognés de 60 %, et le GREG a été dissous l’année suivante. Cette attaque s’ajoutait à la stagnation du budget du CNRS, imposée dès son arrivée au ministère par François Fillon, puis son successeur, François Bayrou. Il est vrai que le GREG ne plaisait pas à tout le monde : en particulier, nombre de médecins n’admettaient pas que tout l’investissement n’aille pas au génome humain et à ses applications cliniques ; les responsables des organismes de recherche, déjà bien asphyxiés, qui voyaient cette manne leur échapper, n’étaient pas non plus en reste. Enfin, d’autres considéraient que le séquençage était du gaspillage et défendaient l’idée qu’il valait mieux laisser les Américains faire ce travail, qui de toute façon serait rendu public, et se concentrer sur les problèmes de biologie en exploitant leurs données. Tous n’avaient pas la clairvoyance de Claude Paoletti !


        


        

          L’impact du programme d’EST


          Au moment du lancement du programme, moins de 500 gènes de plantes étaient connus (ADNc et séquences génomiques confondues), dont moins de la moitié chez Arabidopsis. Il avait fallu près de dix ans d’efforts de l’ensemble de la communauté scientifique mondiale pour arriver à ce résultat. En quelques mois de travail du consortium, plus d’un millier avaient été identifiés et, quatre ans plus tard, environ 20 000. Après lecture, les séquences étaient expédiées le soir sur le serveur du NCBI et nous trouvions les résultats le lendemain matin en arrivant, découvrant bien souvent de nouveaux gènes jusque-là inconnus chez les plantes.


          Ce programme a été très formateur : nous avons tous dû nous familiariser avec l’automatisation du travail, assimiler le fonctionnement des machines à séquencer et l’optimiser, apprendre à utiliser les logiciels d’analyse, nous interroger sur la qualité des séquences produites, apprendre à utiliser le réseau Internet, encore rudimentaire à l’époque, pour communiquer avec les bases de données… Cette façon de générer en masse des données et de les analyser était aussi une révolution dans les approches de la biologie, jusque-là essentiellement expérimentales et guidées par des hypothèses.


          On imagine aisément l’excitation dans laquelle nous vivions ces découvertes et les nombreux échanges entre les membres du GDR. Parmi les gènes ainsi nouvellement identifiés figuraient de nombreux gènes codant pour des protéines impliquées dans la traduction des ARNm ou des enzymes impliquées dans des voies métaboliques connues chez d’autres organismes. D’autres étaient beaucoup plus inattendus pour les naïfs que nous étions alors, tels que ceux de protéines du cytosquelette, d’un homologue du récepteur humain de la lamine (une protéine fibreuse ancrée dans l’enveloppe nucléaire), de plusieurs homologues d’annexines (protéines impliquées dans le trafic des vésicules intracellulaires), de protéines impliquées dans la dégradation des protéines par la voie dépendant de l’ubiquitine, d’un homologue du récepteur des benzodiazépines (substance anxiolytique) ou encore d’un gène de drosophile dont la mutation provoquait une anomalie du développement des ailes. Ces résultats confirmaient largement ce que la communauté scientifique subodorait depuis plusieurs années : la majorité des gènes sont largement conservés entre tous les êtres vivants. Chacune de ces découvertes ouvrait un champ nouveau d’investigation en biologie végétale et l’une des difficultés a été de ne pas céder à cette curiosité, de continuer à accumuler des séquences plutôt que d’essayer de comprendre tout de suite quel était le rôle biologique de chaque nouveauté. Ce programme allait aussi fournir les outils à un grand nombre de collègues pour aller chercher les gènes correspondants et les caractériser complètement, en étudier la biologie et la contribution aux mécanismes physiologiques de développement, de réponse aux stimuli hormonaux ou encore de réponse aux variations environnementales. Lorsque nous savions qu’un clone pouvait intéresser un collègue, il lui était envoyé. Plusieurs clones ont été repris au sein même de notre laboratoire, comme ceux identifiés par des EST de thiorédoxines et de glutarédoxines qui ont alimenté les travaux de l’équipe d’Yves Meyer sur le contrôle du stress oxydatif.


          Outre l’identification de nouveaux gènes, il est rapidement apparu que beaucoup d’entre eux appartenaient à des petites familles multigéniques. Initialement, lorsque deux EST ne différaient que par quelques nucléotides, nous pensions à des erreurs de séquençage, mais au fur et à mesure que les données s’accumulaient, la plupart de ces différences se révélaient reproductibles. C’est ainsi qu’il est rapidement apparu qu’il y avait trois gènes pour les cruciférines, cinq pour les napines, cinq pour les oléosines, des protéines associées aux globules lipidiques des graines, plusieurs pour les thiorédoxines, pour ne citer que quelques exemples. Il y avait donc manifestement une redondance d’un certain nombre de gènes, ce qui soulevait deux questions : deux protéines très semblables ont-elles des rôles distincts ou sont-elles interchangeables ? Par quel mécanisme évolutif cette redondance est-elle apparue ? Ces deux questions sous-tendront de nombreux travaux ultérieurs.


          À séquencer ainsi au hasard, les EST identiques étaient de plus en plus fréquentes et manifestement certains clones étaient plus abondants que d’autres, reflétant vraisemblablement une différence d’abondance des ARNm. Ce qui était au début un avantage qui avait permis d’établir la présence de familles multigéniques devenait un inconvénient, car le nombre de gènes nouveaux découverts diminuait à chaque nouvelle série de clones séquencés. Les clones les plus abondants ont alors été éliminés, de façon à avoir accès à ceux qui étaient moins fréquents.


          Deux autres consortiums étrangers développaient la même approche. Nos collègues japonais avaient lancé, sous la direction de Takuji Sasaki, un ambitieux programme sur le riz, et un consortium américain, organisé autour de Chris Somerville et quelques collègues de l’Université du Michigan, était aussi à l’œuvre sur Arabidopsis. Pour une fois, nous avions devancé nos collègues américains d’environ six mois dans le démarrage du programme et avions publié les premiers résultats avant eux, ce qui ne leur a pas plu du tout ! À la suite de la conférence de Vienne sur Arabidopsis, la NSF (National Science Foundation), à l’instigation de Chris Somerville et d’Elliot Meyerowitz, avait mis en place un comité international de coordination chargé de piloter les recherches sur Arabidopsis, auquel notre pays a été invité. À partir de 1993, un colloque annuel, « Plant Genome », a eu lieu en janvier à San Diego, et le comité profitait de cette occasion pour se réunir. Le premier colloque avait rassemblé un peu plus d’une centaine de chercheurs, et la participation n’a fait que croître d’année en année. En 2019, ce colloque, devenu entre-temps « Plant and Animal Genome », a accueilli plus de trois mille participants ; c’est dire l’essor de la discipline en vingt-cinq ans ! J’ai participé au deuxième congrès, puis aux suivants pendant douze ans. J’ai représenté la France en 1994 et 1995 au comité et je m’y suis fait rudement interpeller par Chris Somerville qui ne digérait pas que nous l’ayons coiffé au poteau ! Cela ne l’a pas empêché de me faire inviter l’année suivante à présenter les résultats du consortium français en conférence plénière devant les six cents participants du congrès, et d’entretenir par la suite d’excellentes relations avec nous.


          La démonstration qu’il était possible d’accéder à l’identification d’un grand nombre de gènes par séquençage systématique d’étiquettes ADNc a stimulé ce type de projets chez d’autres espèces. En 1995, il y avait quelques dizaines de milliers d’EST de plantes dans les bases de données, uniquement chez Arabidopsis et chez le riz, dix ans plus tard il y en avait un peu plus de 300 000 chez ces deux espèces, mais elles avaient été rattrapées par le soja, le blé, et le maïs. En 2012, maïs, blé, riz, soja et Arabidopsis dépassaient le million d’EST et une cinquantaine d’autres espèces en avait plus de 100 000. Depuis, ces chiffres n’ont guère changé. C’est donc une source considérable d’information sur les gènes qui a ainsi été créée en relativement peu de temps et mise gracieusement à disposition de l’ensemble de la communauté scientifique. Cette ressource s’est révélée particulièrement utile lorsqu’on a commencé à séquencer les génomes et, sans elle, leur annotation (délimitation des gènes et prédiction de leur fonction) n’aurait pas été possible.


          Bien que les EST soient des séquences partielles, elles sont souvent chevauchantes, ce qui permet de reconstituer des séquences d’ADNc complètes, comme nous l’avons illustré dans le cas des ADNc de protéines ribosomiques. L’ensemble des EST chevauchantes appartenant à un même gène constitue un « contig » et les étiquettes uniques constituent autant de « singletons » En additionnant le nombre de contigs et de singletons, on obtient une estimation du nombre total de gènes exprimés chez une espèce donnée. Ainsi, pour Arabidopsis, on a estimé qu’il y avait au moins 21 500 gènes exprimés.


          Une dernière retombée majeure de notre programme a été qu’il nous a mis au contact de nos collègues japonais et américains, dont nous suivions la progression, soit simplement en consultant les dépôts dans les bases de données, soit au travers des colloques et des contacts directs. Il y avait de bonnes relations entre nos trois groupes, et souvent une saine émulation. Ces contacts ont été un atout politique majeur pour participer aux programmes de séquençage génomique qui ont suivi, d’abord sur Arabidopsis, puis sur le riz.


        


      


      
      La préparation du séquençage du génome complet d’Arabidopsis

      Pendant que nous étions occupés à séquencer les EST, plusieurs projets voyaient le jour dans d’autres laboratoires, qui allaient se révéler décisifs pour entreprendre le séquençage complet du génome.

      
        La cartographie génétique du génome

        La première carte génétique d’Arabidopsis a été réalisée par Maarten Koornneef en utilisant des mutants. La construction de cartes génétiques résulte directement de l’application des lois découvertes à la fin du XIXe siècle par Gregor Mendel sur le petit pois. En pratique, la descendance d’un croisement entre deux lignées distinctes constitue la génération F1 dans laquelle les plantes sont identiques et possèdent la moitié des gènes de chaque parent. Certains gènes peuvent exister sous une forme légèrement différente, ou allèle, chez l’un des parents, leur conférant leur caractère distinctif. Lorsque ces plantes sont recroisées entre elles, les gènes des parents, et en particulier les allèles, se redistribuent dans la descendance, la génération F2, et l’on dit qu’ils « ségrègent ». Leur distribution est prédite par les lois de Mendel. Ces lois prédisent la ségrégation de deux caractères génétiques dans la descendance d’un croisement si les gènes sont portés par des chromosomes différents ou sont suffisamment éloignés sur un même chromosome. Dans le cas où deux gènes sont proches sur un même chromosome, les proportions de chaque allèle dans la descendance s’écartent de la valeur prédite et permettent de calculer un pourcentage de recombinaison qui est en fait une mesure de la distance génétique entre les deux gènes. Celle-ci est exprimée en centimorgans. Rapidement, des logiciels ont permis d’automatiser ces calculs lorsque nombre de gènes sont analysés deux à deux, notamment lorsqu’ils sont repérés par des marqueurs moléculaires et, ainsi, de construire des cartes génétiques saturées en marqueurs.

        Ainsi, au début des années 1990, les laboratoires d’Elliot Meyerowitz et de Howard Goodman, aux États-Unis, de Caroline Dean à Norwich et de Maarten Koornneef à Wageningen avaient construit de telles cartes, en croisant des écotypes qui différaient par plusieurs centaines de marqueurs, principalement RFLP. Il était également possible de déterminer la distance génétique entre un marqueur morphologique ou physiologique ou un mutant et un marqueur RFLP, et ainsi de les positionner par rapport à des marqueurs moléculaires. Ces premières cartes avaient l’inconvénient d’être établies sur des populations F2, à durée de vie limitée, et qui ne permettaient d’extraire qu’une faible quantité d’ADN de chaque plante. L’immortalisation de ces populations sous la forme de populations de lignées recombinantes pures (recombinant inbred lines ou RIL), dans lesquelles chaque individu de la F2 a été fixé par autofécondations successives pendant sept ou huit générations, a marqué un progrès important. Cela a permis de les distribuer et de disposer d’une quantité de matériel beaucoup plus importante pour chaque échantillon.

      

      
        La construction de cartes physiques du génome

        Les cartes génétiques reflètent les pourcentages de recombinaison entre marqueurs le long des chromosomes, or ceux-ci se révèlent variables selon les régions des chromosomes. En conséquence, elles ne rendent pas compte de la distance physique réelle, exprimée en nombre de nucléotides, le long de la molécule d’ADN. Il est donc nécessaire de disposer de cartes physiques de l’ADN, que l’on puisse aligner avec la carte génétique. Le découpage de l’ADN, de façon reproductible, avec les enzymes de restriction, et la possibilité de cloner les fragments d’ADN ont permis l’établissement de cartes physiques. Les premiers vecteurs utilisés pour le clonage d’ADNc ou de gènes ont une capacité d’insertion limitée à quelques centaines ou milliers de paires de bases, et il fallait des millions de clones partiellement chevauchants pour couvrir un génome complet comme celui d’Arabidopsis. Le saut technologique nécessaire a été réalisé avec la mise au point de nouveaux vecteurs permettant d’isoler à l’état de clones des fragments d’ADN de très grande taille. Principalement trois types de vecteurs ont été utilisés, les cosmides, les YAC et les BAC.

        Les cosmides sont des hybrides entre plasmides et bactériophages lambda, qui peuvent accepter des insertions de 20-40 kpb (milliers de paires de bases). Les BAC (bacterial artificial chromosomes) sont des dérivés de plasmides particuliers d’E. coli, qui s’intègrent dans le chromosome de la bactérie. Ils acceptent des fragments de 90-150 kpb. Cosmides et BAC se comportent comme des plasmides circulaires, et sont propagés dans des bactéries. Ils peuvent être séparés relativement facilement du chromosome de la bactérie. Les YAC (yeast artificial chromosomes) sont des molécules linéaires, comprenant une origine de réplication, un centromère, deux extrémités chromosomiques, provenant de chromosomes de levure, et un site d’insertion associé à des marqueurs de sélection. Leur intérêt est qu’ils peuvent accepter plusieurs centaines de milliers de paires de bases (kpb), jusqu’à une mégapaire de bases (Mpb, million de paires de bases). Ils sont propagés dans des levures. La carte physique indique l’ordre dans lequel ces clones recouvrent un chromosome. Plusieurs stratégies permettent de construire la carte physique d’un génome, mais, dans tous les cas, il faut disposer d’une collection de clones chevauchants dans l’un de ces vecteurs. Un ensemble de clones chevauchants constitue un « contig ».

        Le séquençage du génome de la levure Saccharomyces cerevisiae (12 Mpb), premier eucaryote séquencé en 1996, a été réalisé essentiellement en utilisant des plasmides et des phages lambda comme vecteurs, mais celui du ver nématode Caenorhabditis elegans, dont le génome est de ~ 100 Mpb, a été réalisé deux ans plus tard à l’aide de cosmides. Une première tentative de cartographie physique du génome d’Arabidopsis a été réalisée à l’aide de cosmides dans le laboratoire de Howard Goodman à Boston, mais les véritables progrès n’ont été réalisés qu’avec les banques YAC, puis les banques BAC. Les banques de clones YAC ont été développées dans le cadre du projet international de détermination du génome humain. Une banque YAC de grands fragments d’ADN d’Arabidopsis a été préparée au Centre d’étude du polymorphisme humain à la Fondation Jean-Dausset en collaboration avec Daniel Cohen. Cette banque regroupait ~ 1 150 clones. Le laboratoire de biologie cellulaire de l’INRA de Versailles a pris la responsabilité d’organiser cette banque, avec quelques collègues français ou étrangers, coordonnés par David Bouchez. Les Français ont pris en charge l’organisation de la carte du chromosome 3, alors que le laboratoire de Caroline Dean, à Norwich, a pris en charge celle des chromosomes 4 et 5. Nous avons participé à la cartographie du chromosome 3. Les 148 clones YAC correspondant à ce chromosome ont été assemblés en 9 contigs couvrant 21 Mpb sur les 25 estimés pour ce chromosome. Une centaine de marqueurs a permis de l’ancrer sur la carte génétique. Ce résultat indiquait que la banque YAC utilisée était incomplète, ce qui justifiait la création d’autres banques. Toutefois, l’utilisation des clones YAC allait se révéler inopérante pour le séquençage proprement dit, car les insertions étaient délicates à préparer, le plus souvent contaminées avec de l’ADN de levure, et devaient encore être sous-clonées dans des plasmides.

        Les progrès ont été beaucoup plus rapides lorsque sont apparues les banques de clones BAC. Deux banques de plusieurs milliers de clones chacune ont été réalisées par Thomas Altmann à Berlin et par Rod Wing à College Station au Texas, et mises à disposition de la communauté. Environ 20 000 clones BAC, représentant environ dix-sept fois le génome d’Arabidopsis ont été cartographiés et organisés dans le cadre d’une collaboration internationale en une vingtaine de contigs. Bien que publiés en juillet 1999, la communauté avait connaissance de ces travaux et le moment était donc propice pour qu’une initiative soit prise au niveau européen.

      

      
        Les premiers projets de séquençage génomique

        Au cours de l’année 1992, les participants du projet BRIDGE soumettent un nouveau projet à la CEE : « Arabidopsis gene isolation », coordonné à nouveau par Mike Bevan, qui est rapidement accepté. Notre laboratoire s’était proposé pour intensifier la détermination des EST et séquencer un clone dans un phage lambda contenant le gène Em. L’idée était de déterminer si les gènes voisins de Em correspondaient à des gènes de fonction similaire ou totalement distincte. Nos collègues de Norwich devaient améliorer la carte physique du chromosome 4 sur lequel se trouvait le gène FCA et progresser vers le clonage de ce gène. Plusieurs autres laboratoires européens et quatre laboratoires français membres du GDR CNRS-INRA participaient à ce projet et avaient proposé de séquencer des régions du génome autour de leur locus préféré. Rapidement, plusieurs centaines de kpb ont été séquencées, de façon dispersée dans le génome, révélant des gènes importants, comme FCA, APETALA2, ou encore CONSTANS. Dans pratiquement tous les laboratoires, le travail de séquençage restait artisanal et nécessitait de réaliser une carte de restriction détaillée de l’insertion dans le vecteur lambda ou cosmide et de sous-cloner, dans des vecteurs plasmidiques, des fragments chevauchants de taille compatible avec la capacité de lecture des séquenceurs. Ce travail préliminaire, indispensable, prenait en fait beaucoup plus de temps que le séquençage proprement dit.

        Le séquençage du clone génomique contenant Em a révélé un gène, situé dans son voisinage immédiat, codant une chlorophylle-synthétase. Une fois déterminées, les séquences devaient être envoyées au Max Planck Institut für Biochemie, à Martinsried, à côté de Munich, pour leur analyse bio-informatique. Ce laboratoire, spécialisé dans l’analyse des séquences des protéines, contribuait au projet de séquençage du génome de levure et était l’un des plus expérimentés en Europe en matière d’analyse automatique des séquences génomiques. Quelques jours après l’envoi d’une séquence de près de 4 000 pb, la réponse est revenue, sans appel : il n’y a aucun gène dans la séquence envoyée ! Heureusement, ma collègue Françoise Grellet avait examiné la séquence avec les quelques logiciels dont nous disposions. Elle avait trouvé plusieurs EST et phases de lecture dont la traduction présentait une bonne similarité avec des peptides de la chlorophylle-synthétase de la bactérie photosynthétique Rhodobacter capsulatus. Cette observation avait été suffisante pour nous convaincre d’isoler un ADNc correspondant à l’ADN génomique. Il codait une protéine de 387 aminoacides. Nous étions donc sûrs qu’il y avait bien un gène dans la région. La similarité de la protéine d’Arabidopsis avec la protéine de Rhodobacter était de 61 %, ce qui était tout à fait significatif. La comparaison de l’ADNc avec l’ADN génomique a révélé que le gène était en fait organisé en 14 exons séparés par 13 introns. L’exon le plus court mesurait 45 pb et le plus long 207 pb. Forts de ces résultats, nous avons recontacté nos collègues de Martinsried et nous avons compris pourquoi ils n’avaient rien trouvé dans notre séquence : leur logiciel ne détectait que les peptides supérieurs à 100 acides aminés, paramètre qu’ils utilisaient pour l’analyse du génome de levure, largement dépourvu d’introns. Avec des exons de taille inférieure à 210 pb, soit 70 acides aminés, nous étions en dessous du seuil de détection ! Quelques années plus tard, un collègue allemand, à qui nous avions envoyé le clone ADNc, montrerait que la protéine recombinante était capable de transformer, in vitro, le précurseur de la chlorophylle en chlorophylle a, démontrant ainsi définitivement que le gène caractérisé codait bien une chlorophylle-synthétase. Cet épisode a été un avertissement précoce du fait que l’analyse automatique des séquences génomiques d’Arabidopsis serait sans doute plus complexe que prévu, et qu’il faudrait considérablement adapter et améliorer les logiciels existants. De nombreux collègues, un peu partout dans le monde, se sont assez vite consacrés à cette tâche et ont produit des logiciels de prédiction de gènes de plus en plus performants.

        Pendant ce temps, nos collègues de Norwich avaient, eux aussi, bien progressé. Ils avaient organisé la carte physique du chromosome 4 et assemblé une série de cosmides chevauchants, couvrant 1,9 Mpb, autour du gène FCA. Cependant, séquencer une telle longueur d’ADN dépassait encore les capacités d’un seul laboratoire, car là aussi, après avoir défini et identifié le nombre minimal de cosmides à séquencer, il fallait en dresser la carte de restriction et sous-cloner des fragments de taille compatible avec le séquençage dans des plasmides.

        Mike Bevan a alors soumis un nouveau projet européen, ESSA 1 (European Scientists Sequencing Arabidopsis) qui a été accepté fin 1993. Ce projet était présenté comme un projet pilote pour examiner la faisabilité de séquencer le génome d’Arabidopsis. Il consistait à distribuer la tâche de séquençage entre dix-sept laboratoires européens partenaires et à séquencer les 1,9 Mpb autour de FCA. Le laboratoire de Mike distribuait les clones, et les séquences étaient analysées à Martinsried comme dans le premier projet. Afin de minimiser le travail, les cosmides à séquencer avaient été organisés selon un chevauchement minimal, et deux laboratoires différents recevaient des clones se chevauchant sur quelques centaines de paires de bases. Il était donc facile de s’assurer de la qualité des séquences, en plus des critères habituels, en exigeant que les séquences dans les régions chevauchantes soient identiques entre les deux laboratoires. Les laboratoires ne touchaient le financement qu’une fois le séquençage alloué terminé, à la condition que les séquences des parties chevauchantes soient identiques. Ce fut un stimulant puissant pour produire des séquences pratiquement dépourvues d’erreurs. Dans ce nouveau programme, il n’y avait plus que deux partenaires français, les autres ayant renoncé à aller au-delà du séquençage des EST et préférant poursuivre leurs propres projets. Nous avons ainsi séquencé deux cosmides du chromosome 4, découvrant une dizaine de gènes, dont aucun n’a eu d’intérêt évident pour notre équipe, mais nous avions participé à un projet collectif, et c’était important. En cours de projet, il est apparu qu’établir des cartes de restrictions détaillées n’était pas indispensable. Une nouvelle stratégie, nommée shot gun, à nouveau inspirée par les travaux de Craig Venter, consistait à réaliser des banques de fragments de taille définie (d’environ 700-1 000 pb), à partir des insertions dans les cosmides ou les premiers BAC disponibles, dans des plasmides, et à séquencer un grand nombre de clones pris au hasard à partir de chaque extrémité. La séquence complète du cosmide ou du BAC pouvait alors être reconstituée à l’aide de logiciels d’alignement de séquences. On séquençait certes un peu plus de clones que nécessaire, mais on gagnait un temps considérable en économisant l’effort de cartographie et de tri des clones. De plus, la préparation des échantillons avait été automatisée. En même temps, les longueurs de lecture s’étaient améliorées et, avec la machine dont nous disposions, nous lisions couramment 550-600 pb.

        Ce programme ESSA 1 a été un vrai succès : c’était la première fois qu’une telle longueur d’ADN d’origine végétale était séquencée d’un seul tenant. Le séquençage a permis d’identifier près de 400 gènes, réels ou prédits, distribués sur les deux brins de l’ADN, avec environ un gène tous les 4 800 pb. Seuls dix-neuf d’entre eux avaient précédemment été séquencés. Près de 85 % des gènes prédits ou confirmés expérimentalement présentaient de 1 à 29 introns ; 56 % présentaient une homologie > 95 % avec des séquences d’EST d’Arabidopsis. Une fonction possible a pu être proposée pour 54 % des gènes prédits à partir des similarités de séquences protéiques déduites avec des séquences de protéines enregistrées dans les bases de données. Les 46 % restants ne présentaient aucune homologie avec quoi que ce soit, ou bien présentaient des homologies avec des gènes d’autres organismes dont la fonction était encore inconnue. Près de 20 % des gènes décrits appartenaient à des familles multigéniques, dont les membres sont le plus souvent organisés en tandem. Une série de huit gènes, très similaires au gène RPP5 de résistance au champignon Peronospora, qui avait été précédemment isolé à partir d’un autre écotype, était située dans une région de 90 kpb. Toutefois l’écotype Col 0 ne présente pas de résistance à Peronospora : six des huit gènes présentent en fait des mutations qui les rendent non fonctionnels. Les deux autres pouvaient correspondre à des gènes de résistance à un autre champignon. Trois autres gènes aux similarités avec d’autres gènes de résistance connus, comme Cf2.2 de tomate (résistance à Cladosporium), N de tabac (résistance au virus TMV) ou encore RPS2 (résistance d’Arabidopsis à Pseudomonas syringae) ont été également découverts. De nombreux autres gènes potentiellement impliqués dans le métabolisme secondaire comme ceux de deux enzymes responsables de la synthèse de composés cyanogènes toxiques pour les herbivores, et plusieurs terpène-cyclases, ont été observés. Un grand nombre de gènes potentiellement impliqués dans le métabolisme primaire, la transduction des signaux, la machinerie de réplication de l’ADN, la synthèse protéique ou la synthèse et la maturation des ARN ont pu être identifiés par comparaison avec des séquences de gènes ou de protéines de bactéries, de levure, de drosophile, du nématode Caenorhabditis elegans ou d’autres organismes. Ce séquençage a révélé la présence de quelques rétrotransposons et la présence inattendue de fragments d’ADN chloroplastique intégrés à l’ADN chromosomique.

        Surtout, le principal impact de ce programme européen a été de démontrer que le séquençage du génome complet de cette plante modèle était désormais de l’ordre du possible si la communauté internationale rassemblait ses efforts sur cet objectif.

      

    


      

        L’obtention du génome complet d’Arabidopsis thaliana


        Devant le succès du programme ESSA1, le comité de la NSF a encouragé la mise en place d’un projet coordonné au niveau mondial, dès l’été 1996. Lors d’une réunion à Washington, un consortium, l’Arabidopsis Genome Initiative (AGI), s’est constitué pour organiser et répartir le travail de séquençage. L’objectif annoncé était de réaliser le séquençage complet des parties non répétées (~ 120 Mpb) de ce génome pour la fin 2003. AGI rassemblait plusieurs consortiums, américains, européens et japonais. Trois consortiums étaient américains : l’un autour des centres de séquençage de Cold Spring Harbor et de l’Université Washington à Saint-Louis, un autre autour de l’Université de Stanford, du Plant Gene Expression Centre de Berkeley-Albany et de l’Université de Pennsylvanie, et enfin un dernier autour de l’Université du Michigan, avec Chris Somerville, et de la société TIGR (The Institute for Genome Research) fondée par Craig Venter. En Europe, les deux acteurs principaux seront les programmes européens coordonnés par Mike Bevan et par Francis Quétier. Finalement, le dernier partenaire était le Kazuza DNA Research Institute (KI) à Chiba, dans la banlieue de Tokyo. Chaque consortium reçoit une mission précise et travaille à partir de deux banques BAC ordonnées, et dont les extrémités des insertions ont été séquencées. Les clones BAC sont fragmentés mécaniquement et distribués par le coordinateur sous la forme de sous-clones dans des plasmides avec des insertions de ~ 1 kpb. Ces clones sont séquencés sans tri préalable et assemblés en contigs. Une phase de finition consiste à sélectionner les clones correspondant aux fragments manquants et à les séquencer, permettant de faire la jonction entre deux contigs. Lorsque la séquence d’un BAC est représentée par un contig unique, la séquence est considérée comme achevée et publiée dans la base de données, accessible par un site Web. Un peu plus de 3 000 clones BAC seront séquencés.


        La décision de mettre à disposition les séquences des BAC au fur et à mesure de leur achèvement, quelques fois même avant, avec une annotation rapide et sommaire, et d’annoncer quels étaient les clones en cours de séquençage, a été particulièrement stratégique. Cela a permis au reste de la communauté scientifique d’avoir accès à la séquence sans délai et de commencer à l’exploiter. Outre la coordination, la fonction principale des responsables d’AGI a été de faire du lobbying auprès des institutions nationales et internationales pour sécuriser les fonds nécessaires à la réalisation du projet.


        Trois projets ont été financés par l’UE : ESSA 2 en 1996 puis, en 1998, ESSA 3 coordonné par Mike Bevan et Arabidopsis Sequencing Chromosome 3, coordonné par Francis Quétier au Genoscope (CNS) à Évry. L’existence de deux programmes de l’Union européenne en 1998 résulte d’une tentative d’exclusion des groupes français et du CNS du programme ESSA 3, et illustre le fait que, malgré une bonne collaboration d’ensemble, il y a quand même eu des tensions révélatrices des enjeux et des ego des chercheurs. Les méthodes de séquençage s’étaient améliorées et nous disposions de deux nouveaux séquenceurs à capillaires ainsi que d’un robot préparateur. Les échantillons à analyser étaient chargés automatiquement. Il n’y avait plus à préparer les gels, car ils étaient fournis avec les capillaires. Ceux-ci étaient réutilisables après un cycle d’autonettoyage, et permettaient des lectures d’environ 700 pb par échantillon. La durée des électrophorèses était également nettement plus courte avec ces nouvelles machines. Celles-ci étaient pratiquement alimentées en continu par le robot. Nous avions aussi pris l’habitude de faire une première annotation de la séquence et de rechercher les séquences identiques à des EST avant de soumettre les séquences au coordinateur et à la banque de données.


        Au total, la petite équipe de séquençage de notre laboratoire, constituée de Richard Cooke et de deux techniciennes, Michèle Laudier et Christel Llauro, a séquencé un peu plus de 600 kpb d’ADN génomique sur les chromosomes 3 et 4, et plusieurs milliers d’EST. L’histoire du séquençage d’un clone BAC autour du gène Em1 sur le chromosome 3 illustre la façon dont le séquençage a été valorisé et a ouvert de multiples collaborations. Quatorze gènes ont été identifiés dans cette région, tous nouveaux, sauf Em1 et le gène de la chlorophylle-synthase. Les gènes nouveaux codaient respectivement une protéine homologue de SAC1 de levure (suppresseur de mutation dans les gènes d’ACtine et dans le gène Sec14), dont l’étude a été poursuivie au laboratoire, une enzyme du métabolisme énergétique dont l’étude a été reprise par un collègue allemand, une nouvelle protéine-kinase calcium-dépendante, une protéine de la membrane vacuolaire, une protéine chromatinienne de type HMG et un transporteur de sulfate. Un dernier gène, homologue d’un gène de l’opéron cytochrome de Bradyrhizobium, s’est révélé coder une protéine du complexe respiratoire mitochondrial et son étude a été prise en charge par une collègue de l’Institut de biologie moléculaire des plantes de Strasbourg (IBMP). D’autres membres du laboratoire ont œuvré en marge du programme de séquençage proprement dit pour isoler et caractériser les ADNc correspondant à ces gènes. Des EST identiques ont été trouvées pour neuf de ces quatorze gènes. Le séquençage systématique des ADNc correspondants a permis de décrire la structure exacte exon-intron et de la comparer avec celle proposée par les logiciels de prédiction. Malgré d’importantes améliorations, la prédiction automatique de la structure exacte d’un gène restait difficile en l’absence des ADNc correspondants. Le séquençage de plusieurs ADNc par gène a révélé, dans deux cas sur neuf, des événements d’épissage alternatif dont la signification biologique n’est pas claire. Enfin, nous avons caractérisé pour la première fois chez les plantes un cas de jonction exon-intron atypique, non prédit par les logiciels, celui de l’intron 7 du gène homologue de SAC1. Ce gène SAC1, ainsi que les trois autres membres de la famille isolés par Martine Devic et son étudiante, a fait l’objet d’études plus poussées dans le laboratoire, car son phénotype chez la levure laissait penser qu’il pouvait jouer un rôle dans la polarité des cellules, phénomène important au tout début de l’embryogenèse. L’ADNc complet complémente le mutant sac1 de levure. La protéine recombinante ainsi que des anticorps spécifiques ont été obtenus. L’expression de ce gène a été analysée au cours de l’embryogenèse et de la germination. Les autres gènes de la famille complémentent également la levure. Cependant, aucun rôle dans le déterminisme de la polarité n’a pu être établi, et le travail sur cette famille de gènes a alors été arrêté après la soutenance des thèses. Plus tard, ces gènes seront impliqués dans les voies de signalisation par des sucres complexes, les inositols phosphates.


        L’histoire du séquençage de cette région illustre assez bien comment ce programme initié au départ autour d’un gène qui nous intéressait, Em1, a permis de répondre à l’une des questions que nous nous posions, à savoir, y avait-il, à son voisinage, des gènes ayant des fonctions voisines ? La réponse, dans ce cas, est clairement non. Elle illustre également comment des collaborations ont pu s’établir au sein du laboratoire, en France ou à l’étranger, avec des groupes qui ne participaient pas au séquençage, mais qui avaient un intérêt pour la biologie ou la biochimie associée à tel ou tel gène. Elle montre comment, au-delà du séquençage pur et brutal, la curiosité nous a conduits à découvrir des exemples d’épissage alternatif et des jonctions intron-exon atypiques.


        Alors que l’objectif annoncé était de terminer le séquençage en 2003, la séquence des chromosomes 2 et 4 a été publiée dès 1999 et celle des trois autres chromosomes l’a été au mois de décembre 2000 dans Nature, avec l’analyse globale des 120 Mpb du génome, soit avec trois ans d’avance sur les prévisions ! La publication arrivait quelques mois à peine après celle du génome de la drosophile, de taille similaire, et nettement avant celle du génome humain. Il faut souligner la très grande qualité de la séquence, estimée à moins d’une erreur pour 40 kpb. Cette qualité résulte du fait que chacun des deux brins d’ADN a été séquencé indépendamment de huit à dix fois et du fait que les régions chevauchantes de deux clones séquencés devaient être parfaitement identiques. Cette précision, qualifiée de « gold standard », ne doit cependant pas faire illusion : elle signifie, compte tenu qu’il y a en moyenne un gène toutes les 4 000 pb, qu’il y a une erreur tous les dix gènes et que, lorsqu’on veut travailler sur un gène donné, il est prudent de vérifier sa séquence. Ce remarquable succès doit être attribué aux nombreux progrès techniques, à l’organisation quasi industrielle des grands centres de séquençage, et à l’enthousiasme des participants au projet, conscients d’accomplir un pas majeur dans l’histoire de la biologie végétale.


      


      

        Les premiers enseignements du séquençage d’Arabidopsis


        

          L’annotation des gènes et le développement de la bio-informatique


          La première tâche à effectuer, après avoir obtenu une séquence quasi complète, est d’y identifier les gènes et d’en comprendre la fonction. C’est l’annotation. On distingue classiquement l’annotation physique, qui consiste à définir les limites de chaque gène ainsi que la présence d’introns éventuels, de l’annotation fonctionnelle, qui, elle, consiste à attribuer une fonction, biochimique ou biologique, à chaque gène.


          L’annotation physique est essentiellement réalisée automatiquement par des logiciels, initialement mis au point pour les génomes de bactéries ou de levure, mais entraînés et améliorés sur les premiers gènes séquencés d’Arabidopsis. Ces programmes repèrent les séquences codantes dans toutes les phases de lecture et les traduisent en protéines, reconnaissent les particularités de composition nucléotidique des introns, habituellement plus riches en paires de bases A-T que les exons, et reconnaissent les séquences des jonctions exon-intron. Les logiciels de prédiction de gènes disponibles étaient loin d’être parfaits au début du projet, et un gros travail d’amélioration a été nécessaire, sans lequel une annotation quasi automatique du génome n’aurait pas été possible. Souvent, l’annotation automatique a dû être corrigée manuellement, lorsque des informations supplémentaires ont été disponibles. En effet, les logiciels ne prédisent que ce pour quoi ils ont été programmés, et ne tiennent pas compte de ce qui n’a pas encore été découvert !


          Deux exemples de ce type, sur lesquels notre laboratoire a travaillé, sont l’existence d’introns relativement rares, dont les jonctions ne sont pas classiques, et la découverte que des petits ARN non codants, comme les snoRNA (small nucleolar RNA) ou les miRNA (micro-ARN), sont déterminés eux aussi par des gènes. Un autre exemple est constitué par le repérage systématique des éléments transposables. Il est donc nécessaire de continuer à explorer expérimentalement le génome, d’améliorer constamment les logiciels de prédiction, ou d’en créer de nouveaux, et surtout de disposer des moyens de valider les prédictions. Ce travail, loin d’être trivial, a mobilisé de nombreuses équipes d’informaticiens et d’expérimentateurs dans le monde. Cela a conduit les biologistes à acquérir des compétences en bio-informatique auxquelles leur formation ne les avait généralement pas préparés.


          Assez vite, la communauté travaillant sur Arabidopsis, soutenue au démarrage par la NSF, a créé TAIR (The Arabidopsis Information Resource, https://www.arabidopsis.org/), base de données à laquelle chacun peut contribuer, dans laquelle sont archivées les différentes versions de l’annotation du génome, les listes de gènes, leur structure, leur fonction lorsqu’elle est connue, les ressources disponibles (clones d’ADN, des graines de mutants ou d’écotypes), les articles publiés sur Arabidopsis, les coordonnées des laboratoires et chercheurs impliqués. Avec l’accumulation des séquences de toutes sortes, il est rapidement apparu que des structures plus importantes étaient nécessaires pour réaliser ce travail d’annotation et celui de comparaison entre génomes : ainsi, plusieurs infrastructures bio-informatiques déjà existantes ont pris un essor considérable au niveau international, comme Genbank au NCBI américain (National Center for Biotechnology Information) ou l’EBI (European Bioinformatics Institute) à Heidelberg, puis à Cambridge. La communauté travaillant sur Arabidopsis en a largement bénéficié.


          Une aide puissante à l’annotation physique est la connaissance de la séquence en acides aminés des protéines ainsi que celle des séquences d’ARNm sous la forme d’EST ou d’ADNc complets : l’alignement de ces séquences avec la séquence génomique révèle le début et la fin des gènes, ainsi que la position des introns. Lorsque cet intérêt des EST a été compris, le séquençage d’autres EST, un moment interrompu et en débat au sein du programme ESSA 2, a repris, non seulement sur Arabidopsis, mais aussi sur des dizaines d’autres espèces, dont les génomes seront séquencés plus tard. Cet outil, maintenant intégré dans les plateformes d’annotation, a permis de corriger d’autres erreurs des logiciels, comme la confusion d’une région intergénique avec un intron, résultant en la prédiction d’un seul gène au lieu de deux, ou l’inverse, un intron étant pris pour une région intergénique par le logiciel, qui prédit alors deux gènes au lieu d’un seul.


          L’annotation fonctionnelle, l’autre enjeu du décryptage du génome, est beaucoup plus difficile que l’annotation physique et, en fait, elle n’est jamais achevée.


          La première source d’information réside dans la comparaison des séquences déterminées avec les séquences de gènes et de protéines connues chez d’autres organismes. Dans les cas favorables, une fonction a déjà été attribuée au gène homologue d’E. coli, de levure, de drosophile, ou de n’importe quel autre être vivant. On peut donc présumer que le gène correspondant d’Arabidopsis aura une fonction similaire, et le vérifier expérimentalement, par exemple en produisant la protéine recombinante et en montrant qu’elle a bien l’activité enzymatique prédite. La connaissance d’une fonction biochimique est souvent insuffisante pour décrire la fonction biologique de la protéine : quel rôle la protéine joue-t-elle dans la vie de la plante, à quel moment est-elle synthétisée, comment est-elle régulée, quels sont ses substrats, ses partenaires protéiques… ? La situation se complique lorsque la comparaison des séquences ne révèle aucun indice de la fonction : deux cas de figure sont rencontrés, tout aussi frustrants l’un que l’autre. Le gène identifié n’a aucune homologie de séquence avec quoi que ce soit dans les bases de données, ou bien encore, il a une homologie avec un gène ou une protéine d’un autre organisme, mais dont la fonction est également inconnue. Il faut alors trouver d’autres moyens pour élucider la fonction.


          Une difficulté récurrente de la génomique fonctionnelle est d’utiliser un langage commun pour identifier et comparer les fonctions partagées par différents organismes. C’est la raison qui a conduit à la mise en place, à l’initiative du National Human Genome Research Institute, du Consortium Gene Ontology (GO) qui a recensé dans la littérature plusieurs centaines de milliers d’expériences permettant de classer les gènes par grandes fonctions. Il met à disposition sur son site (www.geneontology.org) toute une série d’outils bio-informatiques qui permettent de classer les gènes en différentes catégories fonctionnelles et de comparer la fréquence de chaque type de gène d’une espèce à l’autre. Trois grandes rubriques sont couvertes : les fonctions moléculaires, la compartimentation cellulaire et les processus biologiques. Par exemple, les fonctions classées dans les processus biologiques concernent le métabolisme primaire, la transcription, la croissance cellulaire, la division, la synthèse de l’ADN, les mécanismes de défense, la transduction du signal, le transport intracellulaire, l’énergie… Une autre plateforme largement utilisée est la KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, www.genome.jp/kegg/) qui permet d’assigner un gène donné à une voie métabolique, et de représenter le niveau d’expression, déterminé expérimentalement, de chacun des gènes de la voie. L’avantage de ces deux outils est qu’ils permettent de comparer des génomes de différentes espèces et d’observer graphiquement les variations relatives entre les nombres de gènes de chaque classe d’une espèce à l’autre.


        


        
        Des mutants pour l’identification fonctionnelle des gènes

        Lorsque les comparaisons de séquences ne permettent pas l’identification de la fonction d’un gène, plusieurs stratégies sont possibles. L’une des plus efficaces consiste à identifier un mutant affecté dans le gène dont on cherche la fonction. Cela a conduit à constituer des collections de mutants. Le mutant présente un phénotype, par exemple une taille réduite, un retard à la floraison, une stérilité : on en déduit que le gène muté joue normalement un rôle dans la croissance de la plante, dans la régulation de la date de floraison, dans la formation des gamètes. Deux approches sont en théorie possibles lorsqu’on dispose d’une collection de mutants : la génétique directe, qui consiste à repérer le gène porteur de la mutation à l’aide de marqueurs moléculaires dans la descendance d’un croisement, et à l’isoler par clonage positionnel, ou la génétique inverse qui consiste, à partir de la séquence d’un gène connu, à rechercher une mutation affectant ce gène et à en examiner le phénotype. Deux classes de mutants sont généralement distinguées : ceux obtenus par mutagenèse chimique ou physique et ceux résultant d’une insertion.

        Les mutants obtenus par mutagenèse chimique, avec l’azide de sodium ou l’EMS (ethyl methanesulfonate), produisent des mutations ponctuelles, alors que les rayons, X ou gamma, produisent des petites délétions ou des cassures dans les chromosomes. Après traitement d’une population de graines, celles-ci sont mises à germer et produisent la génération M1, dont les descendances obtenues par autofécondation sont recueillies pour chaque plante, constituant ainsi des familles de graines, dites M2 ; on recherchera les mutants dans leur descendance. Il y a toujours un nombre important de mutants différents par famille, et plusieurs par plante. Une fois une mutation d’intérêt repérée, il faut encore la purifier en croisant la plante porteuse de la mutation plusieurs fois avec une plante sauvage, de façon à éliminer les autres mutations indésirables. Ce type de mutagenèse permet de générer un grand nombre de mutants qui, le plus souvent, sont viables, avec un dysfonctionnement du gène muté. Parfois la mutation peut être létale. Lorsque plusieurs mutants distincts sont observés pour un même gène, on dispose d’une série allélique, ce qui est souvent intéressant pour disséquer les différents domaines de la protéine correspondante. Une fois la mutation bien définie et unique, elle doit être cartographiée le plus finement possible, en croisant le mutant avec une plante sauvage. La descendance F2 est analysée, et l’on recherche les deux marqueurs du génotype sauvage les plus proches encadrant la mutation : ils définissent un segment de génome dans lequel se sont produites deux recombinaisons encadrant la mutation. Ces marqueurs sont utilisés pour isoler, sous la forme d’une série de clones, la région concernée. Il faut alors trouver dans cette région, généralement de l’ordre de quelques centaines de milliers de paires de bases, de nouveaux marqueurs qui vont permettre de restreindre encore l’intervalle dans lequel se trouve le gène recherché. Lorsque cet intervalle est réduit à quelques dizaines de milliers de paires de bases, la région du génotype sauvage est séquencée et, après annotation, on peut souvent déduire quel est le gène recherché. On le confirme en isolant la même région à partir du génotype mutant, en la séquençant et en trouvant la mutation qui différencie le sauvage du mutant. Il reste alors à complémenter la mutation avec le gène de type sauvage (ou l’ADNc correspondant). Il est clair que disposer de la séquence de référence du génome facilite grandement le clonage positionnel, mais il reste laborieux.

        La deuxième stratégie, la génétique inverse, va de la séquence du gène à l’isolement de la mutation. Des collections de plantes transgéniques ont été construites avec un ADN-T dérivé d’Agrobacterium tumefaciens. Pour chaque plante transformée, les séquences des régions de l’ADN génomique flanquant l’insertion ont été déterminées et répertoriées dans une base de données. Par simple interrogation de cette base, on peut alors identifier une lignée présentant une insertion dans le gène étudié, ou à proximité, et l’obtenir auprès du centre de ressources TAIR. Si le mutant a un phénotype, on peut espérer proposer une fonction au gène. Il est également possible de faire de la génétique directe avec ces collections, en recherchant un type de mutant donné et en remontant aux gènes correspondants. Plusieurs collections de mutants d’insertion T-DNA ont été créées chez Arabidopsis, d’abord aux États-Unis par la société Dupont de Nemours, puis en France, à l’INRA de Versailles, au Max Planck Institute à Cologne et au Salk Institute à La Jolla, pour les plus importantes. Elles représentent plusieurs centaines de milliers d’insertions indépendantes. Le nombre de lignées obtenues est tel qu’il y a une probabilité très élevée que chaque gène soit interrompu par au moins une insertion.

        Ces stratégies souffrent cependant de plusieurs inconvénients. Le principal est que la lignée mutée peut ne pas avoir de phénotype évident : c’est souvent le cas, lorsque le gène étudié appartient à une famille multigénique dont les autres membres compensent l’effet de la mutation. Une autre difficulté est que le phénotype observé peut ne pas correspondre à l’insertion dans le gène étudié, mais à une mutation ailleurs dans le génome. Un autre inconvénient de la mutagenèse d’insertion est de provoquer une rupture du gène, et donc sa mise en silence complet, et de ne fournir qu’un nombre limité d’insertions par gène. Une variante de cette stratégie est d’utiliser une insertion avec un promoteur fort qui va activer le gène voisin de l’insertion, et éventuellement conduire à un phénotype informatif.

        Lorsque aucun phénotype n’est associé à la mutation, il faut recourir à d’autres méthodes. On peut analyser l’expression du gène et rechercher quels sont les gènes qui sont exprimés dans les mêmes tissus et en même temps que le gène de fonction inconnue : si ces derniers sont dans une voie métabolique connue, on peut en inférer que le gène étudié fonctionne dans cette même voie. On peut alors émettre des hypothèses et réaliser les expériences qui vont, ou non, les valider. Un autre moyen est d’analyser les interactions entre protéines. Cela peut se faire in vitro, par des méthodes biochimiques en purifiant des complexes protéiques à l’aide d’anticorps spécifiques d’une protéine recombinante, et analyser les différentes protéines constitutives du complexe. Si certaines sont déjà connues et permettent d’identifier le complexe, on pourra inférer que le gène inconnu code une protéine qui participe à ce complexe. Alternativement, on peut visualiser in vivo, à l’aide de constructions appropriées, une interaction entre deux protéines dont les gènes, couplés à un marqueur, ont été introduits dans une levure ou une cellule végétale. L’ensemble des interactions entre protéines constitue l’« interactome ».

        Enfin, l’annotation fonctionnelle fait aussi appel à des spécialistes de telle ou telle famille de gènes, parce qu’ils ont l’expertise les concernant.

        Ainsi l’annotation fonctionnelle est-elle un travail collectif qui n’est jamais terminé. Près de vingt ans après la publication du génome, TAIR a mis en ligne sa quatorzième version en avril 2018. Alors que la publication initiale rapportait environ 25 500 gènes, cette version en contient maintenant plus de 34 000, dont 27 600 codent des protéines et 6 600 autres déterminent des ARN (ARNr, ARNt, petits ARN nucléaires et nucléolaires, micro-ARN, longs ARN non codants). On estime que, aujourd’hui, seulement 60-70 % des gènes codant pour une protéine ont une fonction biochimique ou biologique connue. C’est dire que ce n’est pas parce que l’on dispose d’une séquence d’un génome que son déchiffrage est terminé. Au contraire, le travail véritable ne fait que commencer !

      


        

          Les principaux résultats d’une première analyse du génome


          Une caractéristique d’Arabidopsis, et des génomes de plantes en général, est de compter plus de gènes que les organismes animaux (un peu plus de 19 000 gènes chez Caenorhabditis elegans et seulement 13 600 chez la drosophile, pour les génomes connus à l’époque). La répartition de ces gènes en familles fonctionnelles s’est faite en s’efforçant de respecter le vocabulaire GO défini par la communauté internationale. Les 25 500 gènes initialement prédits se répartissent en ~ 11 600 familles de protéines, confirmant l’existence de familles multigéniques. Un tiers d’entre elles semble spécifique du génome des plantes car elles n’ont pas été observées dans les autres génomes séquencés à cette époque. Les catégories fonctionnelles représentant le métabolisme, la transcription, la division cellulaire ou les réactions de défense contre les pathogènes sont particulièrement bien représentées, mais près de 35 % des protéines déduites de la structure des gènes ne tombent dans aucune des classes définies par GO et sont donc de fonction totalement inconnue. La part consacrée aux protéines membranaires (24 %) et chloroplastiques (13 %) est très importante. Les activités métaboliques et de transport représentent, lorsqu’on les cumule, 15 % des protéines.


          La comparaison avec les autres génomes connus à l’époque (levure, E. coli, Synechocystis, drosophile, Caenorhabditis elegans) révèle que les distributions entre les différentes catégories fonctionnelles sont distinctes d’un organisme à l’autre : ainsi de 8 à 23 % des protéines d’Arabidopsis impliquées dans la transcription ont un homologue dans l’un des organismes de référence. Celles impliquées dans la synthèse protéique sont beaucoup mieux conservées, avec 48 à 60 % d’entre elles ayant un homologue chez l’un des eucaryotes analysés. Ces comparaisons montrent que chez les eucaryotes pluricellulaires la proportion de gènes consacrée aux facteurs de transcription ou aux voies de signalisation est nettement plus élevée que chez les procaryotes ou les unicellulaires. La catégorie des protéines d’Arabidopsis qui ne peuvent être affectées à une catégorie fonctionnelle est très peu représentée chez les autres organismes (moins de 3 %) et ces protéines sont donc vraisemblablement spécifiques des végétaux. Ces comparaisons interorganismes révèlent aussi des types de protéines surreprésentés chez Arabidopsis qui ont sans doute été sélectionnés au cours de l’évolution, comme, par exemple, les protéines récepteur-kinases, souvent associées à la résistance aux pathogènes et certaines familles de facteurs de transcription, représentées par plus d’une centaine de gènes.


          De très nombreuses fonctions et de très nombreux domaines sont conservés dans des proportions similaires entre les génomes de levure, d’Arabidopsis, de drosophile et de Caenorhabditis, illustrant le fait que de nombreuses voies métaboliques et de signalisation sont également représentées chez tous les organismes. Ce patrimoine commun à de nombreux organismes facilite considérablement l’identification des gènes correspondants, permettant souvent la validation fonctionnelle d’un gène d’Arabidopsis par transformation d’un mutant de levure ou d’un autre organisme.


          L’une des surprises de cette analyse a été le constat que, sur 290 gènes humains connus pour être impliqués dans des maladies, 234 ont un homologue identifiable chez Arabidopsis : parmi eux B-ERCC3 et F-XPF, impliqués dans le Xeroderma pigmentosum ou ATP6B1, responsable de l’acidose rénale. Les deux premiers gènes contrôlent la réparation de l’ADN, et le dernier code une pompe à protons.


          Enfin, le séquençage a permis de décrire les séquences répétées. Elles sont de plusieurs types et relativement peu abondantes, ne représentant qu’environ 20 % du génome comme cela avait été estimé par des expériences de cinétique de dénaturation/renaturation au milieu des années 1980. Les séquences répétées en tandem sont représentées par les gènes ribosomiques, les ADN satellites, les séquences télomériques et les microsatellites ; les séquences répétées dispersées sont surtout représentées par les éléments transposables. Chacun des deux grands types de séquences répétées représente grossièrement 10 % du génome.


          Les gènes d’ARNr constituent les deux organisateurs nucléolaires (NOR), sur les bras courts des chromosomes 2 et 4, avec 300 à 400 gènes chacun, de l’ordre de 10 kpb. Il en va de même pour les gènes des ARNr 5S, au nombre de quelques centaines, localisés dans les régions centromériques des chromosomes 3, 4 et 5. Ces deux types de régions n’ont pas été séquencés, car la technique ne le permettait pas. Les ARNt sont dispersés dans le génome et déterminés par ~ 590 gènes pour les ARNt cytoplasmiques. Ils se répartissent en 46 familles comprenant 10 à 41 isoformes, 27 gènes pour les ARNt adressés aux chloroplastes et mitochondries et 13 pseudogènes, c’est-à-dire des gènes clairement non fonctionnels. Chaque acide aminé peut être pris en charge par l’un des membres d’une famille. Outre les gènes de ces ARNt, le séquençage a révélé l’existence de gènes déterminant des petits ARN et ne codant pas des protéines, dont quelques-uns seulement étaient déjà connus.


          Des petits ARN nucléaires (U1, U2, U4 et U6) participent à la constitution du spliceosome, la particule nucléoprotéique en charge de l’épissage des ARNm. Il y a de dix à seize copies pour chacun, souvent dispersées dans le génome. Le séquençage a révélé des jonctions intron/exon non consensuelles, ce qui a conduit à rechercher et trouver les petits ARN correspondants.


          La modification des précurseurs d’ARNr par méthylation, lors de leur maturation, est guidée par des petits ARN nucléolaires, les snoARN (small nucleolar RNA), découverts au début du programme, et en partie inventoriés dans notre laboratoire par Manuel Echeverria. Une partie de leur séquence est complémentaire de la séquence du pré-ARNr qu’ils doivent modifier. Seul le snoARN U3 était initialement connu. L’amélioration des programmes de prédiction de la structure de ces gènes, initialement non recherchés ni annotés, a permis d’en découvrir plusieurs centaines et de révéler une organisation génomique particulière. Certains sont isolés, d’autres groupés en tandem et transcrits en un précurseur unique qui est ensuite découpé en snoARN individuels. D’autres, enfin, sont localisés dans l’intron d’un gène (un gène dans le gène !) et le snoARN correspondant résulte alors de l’élimination de l’intron et de sa maturation.


          Une dernière classe de petits ARN a été décrite pendant le séquençage : c’est celle des micro-ARN (miARN) constitués par des séquences simple-brin de 21 nucléotides. Ce sont des régulateurs de la concentration en ARNm et de leur traduction en protéines. Leurs gènes sont transcrits en un ARN précurseur présentant une structure partiellement double-brin. Ce précurseur est maturé par une protéine capable de couper l’ARN double-brin, appelée DCL1 chez Arabidopsis. Le miARN est complémentaire d’une courte séquence d’un ARNm spécifique dont il va réguler l’expression. Si la complémentarité est parfaite, l’ARNm est coupé en deux par la protéine ARGONAUTE1 (AGO1) qui reconnaît le complexe ARNm/miARN, et les deux morceaux sont ensuite dégradés. Si la complémentarité est imparfaite, l’ARNm n’est pas dégradé, mais sa traduction en protéine est réprimée. Les gènes des miARN constituent des petites familles multigéniques dispersées dans le génome, dont certaines sont conservées entre espèces et d’autres spécifiques. Leur mode d’action présente de nombreux points communs avec celui d’autres petits ARN, les siARN (silencing interfering RNA) longs de 20-25 nucléotides, qui sont produits à partir d’ARN indésirables (virus, transgènes…) et ciblent leur dégradation ou qui dérivent de séquences qui doivent rester silencieuses. L’analyse du génome a révélé l’existence de quatre gènes DCL et de dix gènes AGO dont les fonctions sont en partie spécialisées dans différentes voies de régulation et en partie redondantes. Ces petits ARN ont la capacité de circuler de cellule à cellule, de la racine vers la tige, ou l’inverse, grâce au xylème et au phloème, et même de la plante vers un de ses pathogènes. Ils étaient pratiquement inconnus au début du projet de séquençage.


          Deux types d’ADN satellite, de tailles respectives 178 et 160 bp, sont localisés principalement dans les régions centromériques. Ces deux séquences répétées y sont souvent intercalées entre elles, avec les gènes ribosomiques 5S, des éléments transposables et quelques gènes fonctionnels. Les régions centromériques présentent des caractéristiques structurales et fonctionnelles. Cytologiquement, elles se présentent comme une constriction du chromosome. Elles font l’objet de modifications épigénétiques tant sur l’ADN que sur les histones qui lui sont associées et la recombinaison y est fortement réprimée. Ces régions sont essentielles pour le mouvement des chromosomes lors de la division cellulaire. Les autres séquences répétées en tandem notables sont les répétitions télomériques et les microsatellites. Les répétitions télomériques couvrent 2 à 3 kbp à chaque extrémité de chromosome et sont constituées du motif CCCTAAA. Elles sont parfois précédées d’un bloc d’ADN satellite. La séquence d’un télomère a été décrite pour la première fois chez Arabidopsis, et elle est amplifiée par une enzyme, la télomérase, associée à un petit ARN. Les microsatellites sont constitués de séquences de un à quatre nucléotides, répétées en tandem jusqu’à quelques dizaines de fois et dispersées dans tout le génome. Elles avaient été repérées dans le génome dès le séquençage des EST, où l’on trouve un nombre non négligeable de répétitions de trinucléotides. Ils sont très polymorphes et très utilisés comme marqueurs génétiques sous le nom de SSR (single sequence repeat). On ne leur connaît pas de fonction.


          Les éléments transposables constituent le dernier groupe de séquences répétées. À la différence des séquences répétées en tandem, ils sont dispersés au milieu d’autres séquences. Ils appartiennent à deux grandes familles : la classe I dont la transposition se fait par l’intermédiaire d’un ARN est représentée par les rétrotransposons, et la classe II qui correspond à des fragments d’ADN qui s’excisent et s’intègrent directement. Environ 2 000 éléments de chaque type, plus ou moins complets, ont été détectés chez Arabidopsis. Dans la classe I on retrouve des éléments appartenant aux deux grands types connus de rétrotransposons à LTR (long terminal repeat), copia et gypsy. Ils sont préférentiellement présents au niveau des régions centromériques et péricentromériques. D’autres éléments de classe I, les TRIM, les LINE et les SINE sont dispersés dans tout le génome. Les transposons de classe II sont aussi représentés par différentes familles. Leur distribution dans le génome est également caractéristique : certaines familles sont localisées dans les centromères et les zones d’hétérochromatine, alors que d’autres sont davantage distribuées dans les régions géniques. La majorité de ces éléments transposables sont en fait des éléments incomplets, affectés par des délétions plus ou moins importantes, incapables de transposer de façon autonome. Le génome d’Arabidopsis contient proportionnellement beaucoup moins d’éléments de classe I que les génomes qui seront séquencés ultérieurement. Plus tard, il sera démontré que seuls quelques-uns de ces éléments sont encore actifs.


        


        

          Les duplications de segments chromosomiques


          Dès le séquençage des EST, il est apparu que nombre de gènes appartenaient à des petites familles multigéniques. Très vite, la question s’est posée de savoir comment les membres de ces familles multigéniques étaient répartis dans le génome et quels étaient les mécanismes qui généraient ces familles. Nous avons abordé cette question en nous intéressant à la distribution des gènes des protéines ribosomiques, faciles à repérer car très conservés dans le monde vivant. Cela allait nous conduire à mettre en évidence un phénomène tout à fait inattendu : l’existence de duplications de différents fragments chromosomiques. Nous repérions ces gènes dans les séquences des clones BAC à mesure que le consortium AGI les rendait publiques. L’histoire a débuté avec l’observation d’un mes doctorants que deux copies du gène de la protéine ribosomique RS25 étaient localisées respectivement sur un clone BAC du chromosome 2 et sur un associé au chromosome 4. Une partie des gènes adjacents à RS25 sur l’un des BAC avait une copie très similaire à la même position sur l’autre BAC. Intrigués, nous avons regardé si la même situation était observée lorsque les BAC adjacents, sur chacun des deux chromosomes, étaient comparés : c’était effectivement le cas sur une région de plus de 800 kpb ! Environ 30 % des gènes étaient conservés sensiblement à la même position sur chacun des deux chromosomes. Cela suggérait que ces deux régions résultaient d’une ancienne duplication. Les gènes paraissant uniques pouvaient correspondre à des gènes dont l’une des copies avait été perdue au cours de l’évolution, ou encore à des gènes qui avaient été insérés postérieurement à la duplication. Quelques jours plus tard, nous découvrions une situation analogue : deux autres gènes de protéines ribosomiques étaient localisés sur un BAC du chromosome 2 et leurs deux homologues, étaient situés cette fois-ci sur un BAC du chromosome 1 avec des gènes adjacents conservés sur les deux chromosomes. Cette analyse a alors été étendue à l’ensemble du génome, à mesure que les séquences étaient rendues publiques. Nous avons réalisé que le génome d’Arabidopsis était en fait un patchwork de segments chromosomiques dupliqués.
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              Figure 5. Schéma de l’organisation en patchwork de blocs répétés des chromosomes d’Arabidopsis. Les blocs dupliqués sont symbolisés par un motif identique et sont reliés les uns aux autres par une flèche. Les régions centromériques sont représentées par un ovale noir et les deux organisateurs nucléolaires sont indiqués par les blocs de rDNA sur les chromosomes 2 et 4 (d’après The Plant Cell, 2000, 12, p. 1093-1101).


            

          

          Une première conclusion s’imposait : la quasi-totalité des régions chromosomiques avaient été dupliquées au moins une fois. Cette découverte, publiée quelques mois avant la publication du génome complet, a été confirmée par le consortium international. Elle est à l’origine d’une plongée dans le domaine de l’évolution des génomes des plantes qui allait profondément changer nos conceptions. Mais d’ores et déjà plusieurs questions clés étaient posées. Quelle était l’étendue de ces duplications et combien de gènes étaient touchés ? À quand remontaient ces duplications ? Quels mécanismes avaient permis une telle organisation ?


          La quasi-totalité du génome est concernée, c’est pourquoi on parle de duplication génomique globale (WGD, whole genome duplication). Des analyses plus poussées ont suggéré qu’il y avait eu en fait deux WGD successives, l’une datée vers 25-27 millions d’années, l’autre plus ancienne, beaucoup plus difficile à dater, a sans doute eu lieu entre 90 et 170 millions d’années. Finalement, nous ne pouvions que formuler des hypothèses concernant les mécanismes sous-jacents à ce phénomène : hybridation de deux génomes voisins ancestraux, suivie de remaniements importants, ou bien réelle duplication d’un seul génome ancestral également suivie de remaniements considérables par recombinaison.


        


      


    


  



  

    

    


    CHAPITRE 4


    L’après-génome d’Arabidopsis


    

      


    


    

      Le séquençage du génome de plusieurs autres organismes modèles, dont Arabidopsis, et bientôt de celui de l’homme, changeait complètement les perspectives de la biologie et créait une situation nouvelle, avec de multiples choix possibles : rester focalisé et exploiter les informations collectées sur l’organisme modèle, ici Arabidopsis, créer de nouveaux outils, comprendre comment fonctionnent les différents gènes et comment ils gouvernent les grandes fonctions physiologiques ou bien entreprendre le séquençage de nouveaux génomes. Ces réflexions devaient tenir compte de l’intérêt scientifique et novateur des projets, de la concurrence internationale, de la situation de la recherche en France et dans le monde, des possibilités de financement qui garantiraient la pérennité du laboratoire et des emplois associés. Le choix était incertain.


      Ce chapitre illustre d’abord la façon dont la communauté scientifique, en particulier française, a fait face à cette situation en lançant des programmes novateurs. Il détaille ensuite quelques-uns des résultats marquants acquis grâce à ces programmes.


      
      Des programmes fédérateurs et structurants d’un type nouveau

      
        Incertitudes politiques et économiques

        Notre intérêt immédiat était de progresser sur les aspects fonctionnels des gènes d’Arabidopsis et, en particulier, de ceux auxquels nous nous intéressions avant le programme de séquençage, à savoir ceux impliqués dans la formation et la germination des graines. Les duplications du génome avaient aussi éveillé notre curiosité et interpellaient sur l’évolution du génome. L’un des arguments majeurs pour séquencer le génome d’Arabidopsis avait été que cela apporterait un ensemble de connaissances qui pourraient être utiles à l’amélioration des espèces cultivées : il convenait donc de le démontrer et de justifier les investissements réalisés. Il fallait aussi tenir compte de ce que nos collaborateurs avaient envie de faire. Dans ses choix scientifiques et stratégiques, le directeur d’unité, même bien informé, a toutes les chances de se tromper, d’engager son laboratoire sur une voie de garage et ainsi de le mettre en danger et de compromettre la carrière et l’avenir de ses collaborateurs : c’est une responsabilité particulièrement angoissante surtout lorsque la survie dépend de financements limités et compétitifs. La part de la chance joue alors un rôle clé dans sa réussite.

        En France, la période était aux vaches maigres, et les crédits réguliers étaient en stagnation depuis plusieurs années. La tendance était à encourager des grands projets, novateurs et fédérateurs, à impact économique potentiel, plutôt que de soutenir une recherche fondamentale désintéressée et libre de ses choix. L’arrivée de Claude Allègre, en 1997, au ministère de l’Éducation nationale, de la Recherche et de la Technologie suscite un espoir, vite déçu par sa volonté de placer les organismes de recherche, jusque-là largement indépendants, sous la tutelle universitaire. Le budget des universités augmentait, ce qui était absolument nécessaire, mais malheureusement ne profitait qu’à la marge à la recherche. L’association quasi forcée entre universités et équipes des organismes de recherche provoquait de nombreuses turbulences locales.

        Dans le même temps, à Bruxelles, la DG XII, qui avait soutenu les projets de séquençage, modifiait sa stratégie et regroupait dans une même enveloppe budgétaire les projets à finalité médicale et ceux à finalité agronomique. La conséquence directe en a été une diminution des financements du secteur végétal. Le nombre des projets soumis était très déséquilibré en faveur du secteur médical, souvent plus avancé scientifiquement et déjà mieux financé. L’obligation de s’associer avec des sociétés privées devenait de plus en plus pressante et nous éloignait de nos objectifs de recherche fondamentale. Avant même ce changement de politique, il était apparu qu’il serait de plus en plus difficile d’émarger aux grands projets de séquençage, qui dépassaient l’Europe et devenaient l’apanage des grands centres qui se créaient aux États-Unis et en Chine, à l’image du Genoscope en France et du Sanger Center à Cambridge.

        C’est ce contexte qui a conduit plusieurs d’entre nous à développer, d’une part, la génomique comparative et soumettre un programme européen en 1997, EuDicotMap et, d’autre part, à être parmi les acteurs de deux programmes qui se sont mis en place sous la houlette de Claude Allègre fin 1999, Genoplante, et les Genopoles. Finalement, en 2005, le ministère s’est doté d’une nouvelle structure, l’Agence nationale pour la recherche ou ANR, entérinant le financement de la recherche sur programmes.

        Ces programmes ont assuré la survie des laboratoires français dans le domaine de la génomique végétale et permis à notre pays de participer activement à la découverte des gènes des plantes, au séquençage du génome du riz, puis à celui de plusieurs autres espèces.

      

      
        Genoplante :

          un programme de génomique des plantes

        Le programme Genoplante a été lancé à l’initiative de l’INRA, du groupe semencier Limagrain et de Rhône-Poulenc-Agrochimie (RPA) dans le courant de 1999. Ces trois groupes ont convaincu Claude Allègre de la nécessité d’un projet ambitieux pour tenter de rattraper le retard que prenait notre pays dans le domaine de la génomique végétale et exploiter au mieux les retombées du séquençage du génome d’Arabidopsis. Avec quelques collègues, nous avons convaincu le directeur du département des sciences de la vie du CNRS, Jacques Samarut, d’engager notre organisme dans le consortium qui était en train de se constituer. Cet engagement sera confirmé par Jacqueline Godet, qui lui succédera quelques mois plus tard et signera la convention de Groupement d’intérêt scientifique (GIS) fin 1999. Ce GIS associait les quatre principaux organismes de recherche, INRA, CNRS, Cirad et IRD avec des partenaires privés, dont les deux plus importants étaient RPA et Limagrain. Le consortium était financé à la fois par des fonds incitatifs des ministères de la Recherche et de l’Industrie (FNS, Fonds national pour la science, et FRT, Fonds pour la recherche et la technologie) et des fonds provenant des entreprises privées. Les fonds incitatifs permettaient aux ministères d’orienter les recherches, indépendamment des programmes définis par les organismes de recherche, mais ne pouvaient financer des opérations pérennes. Le GIS était supervisé par un conseil d’administration et doté d’un conseil scientifique international, mais la gestion réelle en était assurée par un directoire opérationnel, dont j’ai fait partie de 2000 à 2005. Il était coprésidé par Michel Caboche au titre du secteur public et par Michel Boucly au titre du secteur privé. Ce dernier, ingénieur agronome, dirigeait la branche semences du groupe Euralis, lié au groupe Limagrain. À la différence des grandes multinationales agrochimiques, Limagrain était une coopérative d’agriculteurs de Limagne, qui avait progressivement grossi et regroupé sous son ombrelle nombre de semenciers tels Rustica, Clausse, Tessier ou Vilmorin. Ce directoire comptait, outre ses deux présidents, un représentant de l’INRA (Georges Pelletier), du CNRS (moi-même), du Cirad (Michel Dron), de Limagrain (Michel Debrand) et de Rhône-Poulenc-Agrochimie (Georges Freyssinet). Le directoire se réunissait chaque mois, dans des locaux loués à Évry à proximité immédiate du Genoscope. Il était assisté d’une assistante de direction, Dominique Laborde, ingénieure agronome, détachée du ministère de l’agriculture, d’une assistante juridique INRA, d’une secrétaire et d’un chargé de mission à la valorisation.

        Les objectifs du secteur public étaient d’accroître la connaissance des gènes des plantes et de leur fonctionnement, et de commencer à transposer ces connaissances aux espèces cultivées. Pour le secteur privé, il s’agissait de se doter des outils qui se développaient rapidement à la suite du programme de séquençage d’Arabidopsis, de les maîtriser et de s’en servir pour continuer à améliorer les plantes cultivées et maintenir sa compétitivité. La structure de valorisation, Genoplante Valor, avait pour but de protéger les résultats les plus intéressants et de créer une propriété intellectuelle partagée. Elle formalisait les échanges de matériels et prenait des brevets sur d’éventuelles applications, et non pas, comme cela a pu être dit de façon partisane, sur des gènes ou sur le vivant. RPA et le groupe Limagrain avaient déjà leurs propres structures de recherche, principalement à Lyon et à Clermont-Ferrand, et venaient de créer un laboratoire commun à Évry, à côté du Genoscope et de l’URGV, l’unité de recherche en génomique végétale INRA, créée et dirigée par Michel Caboche. Cette complémentarité d’objectifs, le fait que le programme soit bien doté au démarrage, que les partenaires privés participent au financement des laboratoires publics, et que les membres du directoire se connaissaient déjà bien, tout cela a fait que le programme a connu un vif succès et a eu des résultats scientifiques que nos concurrents américains et européens n’ont pas tardé à nous envier.

        Le programme couvrait huit thématiques : analyse fonctionnelle d’Arabidopsis, nouveaux outils, bio-informatique, riz, maïs, blé, colza, et autres espèces (pois, tournesol, vigne). Les projets étaient discutés au sein des comités thématiques et étaient ensuite formalisés par un porteur de projet, expertisés et soumis à l’approbation du directoire. Ces comités assuraient le suivi scientifique des projets et permettaient une grande flexibilité. Les partenaires privés avaient un droit de regard prioritaire sur les résultats qui, s’ils pouvaient faire l’objet d’une valorisation, étaient soumis à un embargo maximum de six mois. Il n’y a donc pas eu de frein réel à la publication, ni à la publicité des résultats.

        Genoplante a servi d’outil d’insertion dans la communauté internationale, et chaque fois que l’un d’entre nous était invité dans un congrès, c’était le plus souvent en tant que représentant de Genoplante : nous avons ainsi bénéficié de trois invitations comme conférenciers pléniers au congrès annuel « Plant Genome » à San Diego, ainsi que de nombreuses autres invitations. Genoplante a suscité des émules à l’étranger, par exemple, en Allemagne. En plus de son succès scientifique, l’initiative Genoplante a eu le grand mérite de permettre la collaboration de chercheurs du secteur public et du secteur privé, qui bien souvent s’ignoraient.

        Outre ma position de membre du directoire, j’ai assuré l’animation du groupe riz, d’abord avec Éric Huttner, puis avec Pascual Perez, tous deux chercheurs chez Biogemma, la filiale recherche de Limagrain. Éric était ingénieur agronome, formé à la recherche à l’Institut Pasteur et à Versailles. Il avait été recruté chez Limagrain en 1990 et il y supervisait alors la génomique naissante. Pascual était rentré dans le groupe lors de la création de la société Biocem, l’ancêtre de Biogemma, au sortir de son DEA. Il y réalisait les travaux de transgenèse. Bien que ni Limagrain ni RPA n’aient travaillé sur le riz, la création d’un comité riz avait été décidée, car nous étions tous convaincus que la génomique du riz serait la porte d’entrée vers la génomique des autres céréales.

      

      
        Le programme des Genopoles

        Courant 1997 le GREG est dissous et la décision de créer le Centre national de séquençage (CNS), Génoscope, à Évry, avec Jean Weissenbach à sa tête, est prise, mais beaucoup pensaient qu’il n’était pas raisonnable de concentrer toutes les activités de génomique sur Évry. Plusieurs responsables, à l’origine de la génomique en France, ont joué un rôle essentiel dans cette initiative impulsée également par Claude Allègre. Les plus importants furent Piotr Slonimski, l’ancien président du GREG, Jacques Demaille, ancien directeur du département Biologie-Santé du ministère, puis des sciences de la vie au CNRS, Pierre Chambon, directeur de l’IGBMC (Institut de génétique, biologie moléculaire et cellulaire) de Strasbourg, Jacques Haiech, directeur du département Biologie-Santé du ministère et Pierre Tambourin, ancien directeur de l’Institut Curie et directeur des sciences de la vie, au CNRS de 1993 à 1997. Francis Galibert, alors DSA au CNRS pour la biologie moléculaire et cellulaire et la biologie végétale, a aussi joué un rôle important, militant pour des implantations en province. De nombreux autres collègues ont œuvré pour le succès de ce programme, en particulier les responsables des futures Genopoles.

        Fin 1999, Jacques Demaille nous convie, Joël Bockaert, Jean-Christophe Glaszmann et moi dans son bureau à l’IGH à Montpellier. Jean-Christophe, qui dirige la biologie moléculaire végétale au Cirad, est un spécialiste de la biodiversité du riz. Joël est directeur du centre de pharmacologie-endocrinologie de Montpellier, voisin de l’IGH. C’est un neurobiologiste reconnu pour ses travaux sur une classe de récepteurs, impliqués dans la neurotransmission et dans les phénomènes d’addiction. Il est alors directeur de recherche au CNRS. Jacques Demaille nous informe qu’un projet de création de Genopoles dans plusieurs villes de province va être lancé par le ministère et qu’il convient de s’y préparer. Il nous explique qu’au vu des fonctions qu’il a occupées précédemment, il ne peut pas être le porteur du projet montpelliérain, mais que Joël et moi pourrions très bien nous en occuper et ainsi contribuer au rayonnement de Montpellier. Le financement va être important et il ne faut pas rater cette occasion pour développer la génomique à Montpellier, qui, avec ses spécialisations dans l’agronomie et la médecine, est particulièrement bien placée sur la scène nationale et internationale. De plus, le laboratoire de Jacques Demaille et le mien sont parmi les rares laboratoires provinciaux français à avoir participé significativement à des projets internationaux de séquençage génomique, celui du génome de la drosophile et celui d’Arabidopsis.

        Nous soumettons un vaste projet, assez hétérogène, reprenant l’ensemble des projets régionaux en matière de génomique. Après réception des projets, une première réunion est organisée au ministère. Là, c’est la douche froide, car nous y apprenons que les projets que nous avions tous soumis sont certes très intéressants, mais ne correspondent pas à ce que veut développer le ministère. Il préfère créer des plateformes technologiques, plutôt que de soutenir une multitude de petits projets. Il ne souhaite pas, non plus, financer du fonctionnement, sauf éventuellement au démarrage, mais plutôt de l’appareillage. Après une discussion assez vive, nous avons compris que nous n’avions pas vraiment le choix. Nous avons considérablement remanié le projet, non sans nous faire vertement critiquer par les collègues que nous avions sollicités : ils avaient l’impression, assez justifiée, d’avoir travaillé pour rien ! Le nouveau projet proposait de créer plusieurs plateformes, ouvertes à tous selon un règlement à élaborer, sur les différents sites montpelliérains et perpignanais.

        Cette nouvelle proposition a été acceptée et, courant 2000, est officiellement créée une Genopole Montpellier Languedoc-Roussillon (LR), dont Joël Bockaert est le directeur et dont je suis le directeur adjoint. Plusieurs autres se sont également créées à Strasbourg, Lille, Lyon, Marseille-Nice, Rennes, Bordeaux et Toulouse, en plus de la Genopole d’Évry et de l’Institut Pasteur. Seules celles de Montpellier, Rennes, Toulouse et Évry traiteront de gènes et de génomes de plantes.

        La structure créée comprenait une plateforme de séquençage et de génotypage, distribuée entre l’IGH, notre laboratoire et le Cirad, une plateforme de bio-informatique, une plateforme de protéomique installée partie à l’institut de pharmacologie-endocrinologie et partie sur le campus INRA, une plateforme de robotique installée au Cirad, une plateforme de transcriptomique installée elle aussi à l’Institut de pharmacologie-endocrinologie et une plateforme de transgenèse végétale partagée entre le Cirad et l’IRD. Une plateforme d’imagerie a été créée sans que nous l’ayons demandée… Chacune de ces plateformes était justifiée par un ensemble de projets scientifiques. Un conseil scientifique local est mis en place pour valider les projets et définir les conditions d’accès.

        Nous avons aussitôt cherché du soutien auprès des politiques locaux, mais sans véritable succès : la région était alors dirigée par Jacques Blanc, politiquement marqué à droite, et ses financements étaient distribués par un conseil scientifique auprès duquel nous avons fait des demandes à titre individuel. Jacques Blanc nous a invités à quelques réceptions dont une au château de Castries pour ses vœux. Quant au maire de Montpellier, le socialiste Georges Frèche, adversaire historique de Jacques Blanc, il nous a invités à déjeuner, avec quelques personnalités scientifiques de la région. Nous avons eu droit à un Georges Frèche visionnaire, nous expliquant, avec sa gouaille habituelle sa vision du Montpellier 2025, avec un nouveau campus universitaire, des lignes nouvelles de tramway… Il nous a assuré qu’il soutiendrait notre projet, mais seulement après les élections municipales ! Il les a gagnées, mais par la suite nous n’avons rien vu venir.

        Des crédits ont été rapidement disponibles et, au cours des deux premières années, l’essentiel du matériel lourd a été acheté, installé sur les différents sites et mis à disposition de nos collègues, au moindre coût et dans la plus grande transparence. Entre autres, un spectromètre de masse sera implanté au Centre de pharmacologie-endocrinologie, deux gros séquenceurs d’ADN seront installés à l’IGH, et deux autres, de capacité moindre, à Perpignan. Les projets ont ainsi pu démarrer rapidement et la Genopole allait rendre de grands services à la communauté régionale.

        Quelques-unes des tribulations de ce projet méritent d’être rapportées car elles sont significatives du contexte d’improvisation dans lequel les projets se sont déroulés. Le ministère n’avait pas prévu de postes d’ingénieurs ou de techniciens pour faire fonctionner les plateformes. Lorsque nous avons abordé cette question, il nous a été répondu de nous adresser à nos tutelles respectives, qui n’avaient pas été véritablement informées de cette opération ! Inutile de dire que, dans le contexte de réduction systématique des postes, nous n’avons pas obtenu grand-chose et avons dû nous débrouiller en redistribuant du personnel au sein de nos unités.

         

        Après le lancement des Genopoles, il nous a été expliqué qu’elles devaient aussi servir à stimuler l’activité économique locale, en permettant la création de start-up. L’idée se profilait aussi, qu’à terme, les fonds publics ne suffiraient plus à alimenter la recherche, et qu’il fallait favoriser les investissements privés. La création de Genoplante procédait aussi de cette philosophie. Le ministère demanda alors à chaque Genopole de mettre en place une fondation de droit privé. Ce fut une levée de boucliers, car c’était dévier de notre objectif, purement scientifique. Nous n’avions ni les compétences juridiques, ni les moyens financiers, ni le personnel, pour nous lancer dans une telle aventure. Cette injonction a été rejetée par la majorité des Genopoles, car inadaptée à la situation. Celle de Lyon, qui s’est appuyée sur la Fondation Mérieux, déjà existante, et celle de Lille, adossée à l’Institut Pasteur local ont joué le jeu. La seule véritable réussite, sur ce plan, a été la Genopole d’Évry, pilotée par Pierre Tambourin qui, avec beaucoup d’énergie et une solide équipe de dizaines de collaborateurs, a su mobiliser des partenaires privés (dont l’AFM, l’Association française contre les myopathies), les conseils régional et départemental, la ville d’Évry… Il a pu ainsi attirer une quarantaine d’entreprises de biotechnologie.

        Le ministère a ensuite réduit les financements et il a fallu faire des choix, puis, pour maintenir la pression, il a imaginé de faire évaluer les Genopoles par le cabinet d’audit Ernst et Young. Un jour, avec Joël Bockaert, nous avons reçu une charmante et élégante jeune femme, venue de Paris pour nous évaluer. À sa première question : « Combien avez-vous créé d’emplois ? », nous avons répondu : « Aucun », et lui avons expliqué que ce n’était pas là notre objectif, et que ce qui nous importait était avant tout de faire de la recherche. La suite, les applications éventuelles, les entreprises, les emplois viendraient d’eux-mêmes, si la science était bonne et le contexte favorable. Le reste de la discussion, très cordiale, a été de la même tonalité, à sens unique, et l’évaluation a été désastreuse. Ce fut aussi le cas pour la plupart des Genopoles, à quelques exceptions près. Aussi, les directeurs ont-ils exigé qu’une autre évaluation soit réalisée, cette fois-ci sur des bases scientifiques. Le ministère a été contraint d’accepter et a missionné des membres de l’EMBO pour faire une visite dans chaque Genopole. Cette évaluation a été beaucoup plus favorable, soutenue par des résultats originaux et publiés.

        La situation, relativement positive sous un régime socialiste, avait évolué avec le retour de gouvernements de droite et, au bout de cinq ans, le ministère a trouvé la bonne façon de se débarrasser des Genopoles : il a coupé les crédits et créé un nouveau GIS, beaucoup plus centralisé et dépassant la génomique, IBiSA (Infrastructures en biologie santé agronomie). Deux de nos plateformes ont obtenu le label IBiSA et les financements associés, d’autres ont été créées, notamment une plateforme de biologie structurale. La Genopole Montpellier-LR s’est dissoute en 2006, avec un bilan scientifique positif, et après avoir préparé le terrain pour d’autres restructurations de plus en plus complexes et élitistes comme les Labex ou les Idex. Les plateformes initiales non pérennisées ont disparu ou ont été intégrées à leurs laboratoires d’accueil.

      

      
        Les grandes manœuvres en Languedoc-Roussillon

        Ces deux programmes se sont accompagnés de turbulences locales. Dans le même temps, Claude Allègre, promouvant la suprématie des universités sur les organismes de recherche en matière de recherche, imposait qu’il ne devait plus y avoir d’équipes dans les organismes de recherche qui ne soient associées à une structure universitaire. Cette décision a forcé universités et organismes de recherche à dialoguer et à trouver un terrain d’entente, dont le but était clairement d’éliminer les équipes les moins performantes.

        Sans détailler les péripéties, la situation locale initiale se résumait à l’existence de deux unités mixtes de recherche (UMR) en biologie moléculaire végétale, une à SupAgro et une à Perpignan, et à la présence de toute une série de laboratoires propres des instituts de recherche (INRA, Cirad, IRD, CNRS), rassemblant plusieurs centaines de chercheurs et de techniciens qu’il était impossible d’associer à nos deux unités. Cette situation a causé pendant plusieurs mois un énorme remue-ménage et bien des palabres. Elle a eu des répercussions sur l’organisation locale des programmes de génomiques. Nos collègues les plus proches, à l’IRD, au Cirad et à l’INRA, ont demandé que nous les intégrions dans nos UMR respectives, mais c’était totalement irréaliste. Finalement, les chercheurs de l’IRD travaillant sur le riz, ont été intégrés à l’unité perpignanaise, tout en restant à Montpellier. Cette association, plus réaliste malgré ses contraintes, a été entérinée par le CNRS et l’université. Il a aussi été convenu avec la direction de l’IRD que la petite équipe de Valérie Verdier, qu’elle voulait rapatrier du CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical), à Cali en Colombie, où elle travaillait sur la bactériose du manioc, et qu’elle voulait reconvertir au riz, serait accueillie à Perpignan. En fait l’IRD n’avait pas de locaux disponibles à Montpellier pour l’accueillir ! Sa venue à Perpignan a été particulièrement bénéfique et a facilité les contacts avec le CIAT, dont nous verrons plus loin qu’il a joué un rôle clé dans le succès du programme riz de Genoplante. Cette équipe est restée deux ans et demi à Perpignan, puis a rejoint Montpellier.

        Cette association avec l’IRD a été remise en cause à la suite de la promulgation, en 2007, de la loi sur l’autonomie des universités, qui rendait quasiment impossible les associations entre différentes universités : un long travail d’intégration d’une communauté scientifique était ainsi anéanti par une décision technocratique, avant que quelques années plus tard, le balancier ne s’inverse à nouveau, avec des encouragements à regrouper les universités et à mutualiser une partie de leurs ressources dans une ComUE (Communauté d’universités et d’établissements) qui vient de se dissoudre !

        Ces péripéties n’ont pas empêché les collaborations scientifiques de continuer, mais ce fut, à nouveau, une perte de temps et d’énergie, en discussions interminables, pendant lesquelles nous aurions pu faire de la recherche : ainsi va le système universitaire français, au gré des changements de ministres…

      

      
        La création de l’Agence nationale pour la recherche

        Claude Allègre avait été ministre de la Recherche pendant près de trois ans jusqu’en août 2000 et avait mis en place les programmes et réformes que nous venons de décrire. Au cours des cinq années qui vont suivre, nous connaîtrons quatre ministres et trois secrétaires d’État à la Recherche, qui vont s’attacher à progressivement tout détricoter. À la fin 2005, Genoplante a perdu son autonomie de gestion, et le ministère a repris la main sur l’évaluation des projets. Les Genopoles sont largement paralysées faute de financement stable et faute de recrutement de personnel technique. L’investissement fait sur ces deux programmes ne nous a pas permis d’être présents à Bruxelles auprès de la CEE autant que nous l’aurions souhaité, et il y avait peu d’espoir de bénéficier de crédits européens. Pourtant les besoins étaient bien là et les laboratoires de biologie et de génomique végétales manquaient cruellement de moyens, comme d’ailleurs la plupart des laboratoires français, victimes de la stagnation des budgets des organismes de recherche depuis plus de dix ans.

        C’est le moment que choisit le gouvernement pour créer l’ANR, l’Agence nationale pour la recherche, dont le principe était en gestation de longue date. C’est le résultat d’une longue lutte entre les organismes de recherche et les gouvernements successifs qui veulent pouvoir orienter la recherche à leur gré, en fonction d’objectifs économiques et sociétaux, et disposer d’une agence de moyens. L’idée générale est de séparer la gestion des personnels de recherche et des ressources immobilières du financement des programmes de recherche proprement dits et repose plus sur une idéologie politique que sur une réelle analyse de ce qui fait la force de la recherche française. Nos politiques ont peur du milieu universitaire et de la recherche, souvent considéré comme un repaire de dangereux contestataires ! L’idée est séduisante : elle permet de financer les meilleurs laboratoires sur des projets, tout en asphyxiant les moins bons ou les médiocres ; cette création constitue une belle publicité pour la volonté affichée du gouvernement de soutenir la recherche et, surtout, pour les chercheurs, c’est l’espoir d’un ballon d’oxygène sans précédent. Mais, à long terme, à quoi bon recruter des chercheurs si leurs organismes de tutelles n’ont pas les moyens de financer leur fonctionnement ? L’ANR est créée de toutes pièces, à l’économie, sans locaux, pratiquement sans personnel permanent, en s’appuyant principalement sur la structure administrative et financière du CNRS, avec Gilles Bloch comme président. Gilles Bloch est biophysicien, médecin spécialiste du métabolisme musculaire et cérébral. Il a fait sa carrière au CEA, dont il deviendra directeur adjoint des sciences du vivant en 2001, puis rejoindra le ministère de la Recherche, comme conseiller de Claudie Haigneré, puis comme adjoint au chef de cabinet de son successeur, François d’Aubert, qui le nommera président de l’ANR. L’action de l’agence est organisée autour de deux groupes de programmes qui fonctionnent par appels d’offres : des programmes finalisés et des programmes dits « blancs » sur lesquels n’importe quel projet de recherche novateur est éligible. Les deux programmes se partagent à peu près à égalité le budget annoncé de 710 millions d’euros. Le programme blanc est structuré en une douzaine de comités thématiques, dont l’un couvre l’agronomie et l’écologie. Gilles Bloch me demandera de le présider, avec Yvon Le Maho, écophysiologiste renommé, comme vice-président.

        Malgré mes réticences, liées à l’organisation même de l’ANR, très peu démocratique, au fait que j’avais conscience que la mise en place de cette agence de moyens avait pour objectif de déposséder le CNRS et les autres organismes d’une partie de leurs prérogatives, et que j’anticipais une grosse surcharge de travail, j’ai accepté cette proposition et présidé le comité pendant trois ans. Il me semblait positif de contribuer à cette expérience car c’était le seul moyen de continuer à apporter des moyens financiers aux laboratoires de notre discipline. Ce fut une expérience passionnante, car tout était à faire. Je découvrais de nombreux projets en dehors de ma spécialité, notamment en écologie. Les projets étaient expertisés de façon transparente par des collègues français ou étrangers, puis discutés et classés par le comité. Une fois acceptés, ils étaient suivis régulièrement par un chargé de mission du CNRS. Le comité que je présidais avait été composé de scientifiques de premier plan et était relativement bien équilibré entre les différentes disciplines, mais pas du tout au niveau de la parité hommes-femmes. Un site Web pour la soumission des projets avait été mis en place provisoirement par le CNRS. Le succès a été immédiat : plus de 5 000 projets ont été déposés, dont plus de 3 000 aux programmes blancs, en réponse aux premiers appels d’offres. Il a fallu trouver en quelques semaines plus de 10 000 experts pour évaluer les projets. Notre comité a reçu, en moyenne, 200 à 250 projets chaque année et a pu en financer 20 à 25 % à hauteur d’une somme globale de 10 à 12 millions d’euros par an. Quelques-uns de ces projets portaient sur la génomique, mais la plupart s’adressaient à des questions de biologie ou de physiologie qui avaient peu de chance d’être financées par ailleurs. Au fil des ans, les financements ont diminué, la part des programmes blancs s’est réduite et le taux de succès est tombé en dessous de 15 %, ce qui est insuffisant pour soutenir la recherche publique de notre pays. À la différence des commissions du CNRS et de l’INRA, l’ANR affiche pour seule politique l’excellence des projets, ce qui équivaut à une absence de politique. Les commissions des organismes, en partie élues et en place pour quatre ans, vont sur le terrain et gèrent non seulement l’activité individuelle des chercheurs, mais aussi évaluent l’activité des laboratoires et des équipes et le contexte local. Leur statut permet aussi de garder la mémoire des actions antérieures. Rien de tout cela n’existait à l’ANR. La défiance du gouvernement vis-à-vis des organismes de recherche s’est aussi traduite rapidement par la mise en place d’une structure d’évaluation indépendante, entièrement nommée, sans moyens financiers, l’Aéres (l’Agence d’évaluation de la recherche et de l’enseignement supérieur) devenue Hcéres (Haut Conseil d’évaluation de la recherche et de l’enseignement supérieur) qui fait largement double emploi avec les comités nationaux des organismes de recherche et des universités.

        Cette description des péripéties de l’organisation de la recherche scientifique dans notre discipline, sous la tutelle de Claude Allègre et de ses successeurs, permet de situer le contexte dans lequel évoluent les chercheurs et s’effectuent, malgré tout, des découvertes importantes. Notons aussi, pour conclure cette partie consacrée aux financements, que plusieurs des projets que nous avons réalisés avec succès de notre propre initiative n’auraient pas été retenus dans le cadre des appels à projets censés soutenir la recherche, illustrant ainsi le besoin de crédits réguliers pour permettre au chercheur d’exercer sa liberté et sa créativité.

      

    


      
      Quelques retombées scientifiques des programmes français

      Le séquençage du génome d’Arabidopsis a eu de multiples retombées scientifiques qu’il n’est pas possible d’énumérer. Au-delà de disposer d’un catalogue de gènes, le principal impact de ce programme a été de stimuler et de faciliter la découverte de gènes nouveaux et de leurs fonctions, et de déterminer leur rôle dans la vie de la plante, non seulement chez Arabidopsis, mais aussi chez les espèces cultivées. Nous décrirons quelques-uns des résultats obtenus, principalement dans le cadre de Genoplante et des Genopoles.

      
        Les collections de mutants d’insertion d’Arabidopsis

        Un premier projet phare de Genoplante a été l’exploitation de la collection de mutants d’insertion ADN-T réalisée à Versailles. Ce projet faisait suite au GDR créé quatre ans plus tôt. Environ 55 000 lignées avaient été obtenues et près de 60 % d’entre elles présentaient une insertion unique. La probabilité que chacun des quelque 25 500 gènes d’Arabidopsis soit interrompu dans l’une des lignées était grande. En disposant de la séquence génomique, il devenait possible de repérer un gène présentant une mutation due à l’insertion de l’ADN-T, à condition de disposer d’un catalogue des séquences flanquant les insertions (FST, pour Flanking Sequence Tag). Ce fut l’objet du projet piloté par Loïc Lepiniec d’obtenir, grâce à la collaboration de Genoscope, l’ensemble des séquences FST et de les organiser en une base de données, Flagdb++, dotée d’une interface graphique qui pouvait être interrogée via un site Web : environ 46 000 FST ont ainsi été obtenues et rendues publiques. Parallèlement, le laboratoire de Versailles s’est organisé pour amplifier chaque lignée, de façon à pouvoir en distribuer les graines si nécessaire. Cette distribution se faisait moyennant la signature d’un MTA (material transfer agreement) établi par Genoplante Valor, qui reconnaissait la propriété intellectuelle du programme Genoplante et assurait la traçabilité de l’ensemble des lignées distribuées. Pendant la durée du programme, environ un millier de lignées ont été distribuées chaque année dans le monde entier.

        Assez rapidement, nos concurrents américains, allemands et japonais ont également constitué des collections de mutants d’insertion d’Arabidopsis, avec des constructions différentes et un processus de distribution similaire. Outre les collections réalisées avec des insertions d’ADN-T, plusieurs groupes ont réalisé des collections dans lesquelles un transposon jouait le rôle d’agent mutagène. Aujourd’hui, la communauté internationale dispose de plus de 500 000 lignées, étiquetées par une FST, toutes regroupées dans le centre de ressources TAIR, ce qui permet de commander, depuis son ordinateur, toute lignée potentiellement intéressante pour une recherche donnée. De nombreux gènes ont pu être caractérisés plus avant grâce à ces ressources.

      

      
        La transcriptomique et les puces à ADN

        Disposant de collections d’EST et de la séquence du génome, il devenait possible de préparer un outil, la puce à ADN (DNA chip), permettant d’étudier l’expression de l’ensemble des gènes par des techniques d’hybridation. L’analyse globale de l’expression des gènes, au niveau de l’ARN, est la « transcriptomique ».

        Une puce à ADN consiste en une lame de verre pour microscope sur laquelle quelques nanogrammes d’ADN dénaturé, spécifique de chaque gène, ont été immobilisés, de façon régulière. La puce est placée en présence d’une solution d’ARN, marquée avec un nucléotide fluorescent, dans des conditions qui favorisent l’hybridation des séquences homologues. Après hybridation, la lame est lavée et l’intensité des spots fluorescents est enregistrée par un scanner associé à un logiciel d’analyse d’images. L’intensité de fluorescence est fonction de la quantité d’ARN hybridé et donc du niveau d’expression du gène correspondant. Deux grands types de puces ont été commercialisés : les puces de la firme Affymetrix dans lesquelles chaque gène est représenté par plusieurs oligonucléotides de 25 résidus, et les puces de la firme Agilent, où chaque gène est représenté par un seul oligonucléotide de 60 résidus. Plusieurs laboratoires publics, dont Genoplante, ont produit et distribué leurs propres puces, indépendamment de toute préoccupation commerciale, jusqu’à ce que les puces commerciales s’imposent. Le choix de Genoplante a été de préparer, par PCR à partir de chaque gène, des séquences de longueur variable (150-500 pb) qui ont été fixées sur lames de verre. Ces puces, appelées CATMA (Complete Arabidopsis transcriptome micro array), comprenaient environ 25 000 séquences permettant ainsi l’étude simultanée de l’expression de tous ces gènes.

        La préparation et la distribution des puces CATMA ont été centralisées à l’URGV d’Évry. Chaque utilisateur s’engageait à retourner ses résultats de façon à alimenter une base de données d’expression et permettre ainsi à d’autres équipes d’exploiter les résultats de façon plus large que dans un seul projet. Ces puces ont été largement utilisées, non seulement dans les programmes de Genoplante, mais aussi par d’autres laboratoires en Europe.

        La technologie des puces est aujourd’hui supplantée par les nouvelles méthodes de séquençage appliquées aux ARN, plus précises.

      

      
        Le projet EuGene

        Ce projet, piloté essentiellement par Thomas Schieix, à l’INRA de Toulouse et d’autres bio-informaticiens, a consisté à construire, à partir de logiciels existants et des différentes bases de données internationales, une plateforme complète, avec interface graphique, permettant d’annoter de façon conviviale le génome d’Arabidopsis. On peut ainsi faire défiler à l’écran chaque chromosome avec la position des gènes prédits par les différents logiciels sur chacun des deux brins de l’ADN, avec leur structure en exons et introns, avec les EST ou les ADNc disponibles, les informations sur les protéines quand elles existaient, la présence d’éléments transposables, de séquences répétées… Cette plateforme utilise des techniques d’intelligence artificielle, et il fallait l’entraîner à reconnaître les séquences et leurs particularités, de façon à en extraire toutes les informations nécessaires à l’annotation du génome. Plusieurs laboratoires, dont le nôtre, ont contribué au projet en fournissant des informations expertisées sur un certain nombre de gènes qu’ils avaient analysés, sur leurs ADNc, les protéines correspondantes, ou sur les gènes des petits ARN. Ils ont aussi testé les différentes versions de la plateforme, comparant ses résultats avec ceux rendus publics par les annotateurs officiels du consortium de séquençage. Tout ce travail a permis d’obtenir une plateforme performante, qui a été mise dans le domaine public et qui, par la suite, a été utilisée pour de nombreux autres génomes tant végétaux qu’animaux.

      

      
        L’analyse fonctionnelle de quelques familles de gènes

        Cet objectif constituait l’une des priorités du programme Genoplante, et de nombreux projets ont visé à progresser dans cette direction.

        Les premières librairies d’ADNc contenaient rarement des ADNc complets. L’amélioration des techniques de construction des banques avait permis à nos collègues japonais du Riken de réaliser une première collection d’ADNc complets et séquencés. Une nouvelle collection a été réalisée à l’URGV. Cette ressource était indispensable pour connaître la longueur des protéines codées par les ARNm, pour déterminer les séquences d’éventuels peptides signaux, éliminés au cours de la maturation des protéines naissantes après adressage à une membrane ou un organite cellulaire, pour déterminer le site d’initiation de la transcription, puis celui de la traduction, et enfin pour produire des protéines recombinantes dont on pourrait par la suite tester les activités ou qui permettraient de préparer des anticorps. La création de cette ressource, tout comme celle des Japonais, a grandement facilité les recherches ultérieures sur des gènes spécifiques.

        Plusieurs projets se sont adressés à des familles de gènes et de protéines, spécifiques d’un métabolisme ou d’un processus de développement particulier, comme le métabolisme lipidique, la formation de la graine, la photomorphogenèse, la formation de la paroi cellulaire, ou la nutrition azotée. Deux grandes familles ont été analysées par des laboratoires strasbourgeois. La première, de près de 700 membres, est constituée par des protéines caractérisées par un domaine conservé d’environ 50 acides aminés, la boîte F, et impliquées dans la dégradation des protéines dépendantes de l’ubiquitine. L’ubiquitine est une petite protéine, omniprésente, qui est ajoutée, comme une étiquette, sur les protéines destinées à être dégradées. Ces protéines à boîte F constituent une partie de la machinerie de reconnaissance des protéines à dégrader et comprennent plusieurs récepteurs à des hormones telles que l’auxine. La seconde, celle des cytochromes P450, comprend 244 membres qui ont tous une molécule d’hème comme cofacteur. Elles sont impliquées dans des processus d’oxydoréduction, de détoxification et de biosynthèse de métabolites secondaires.

        Un autre projet, réalisé en partie dans notre laboratoire sous la direction d’Yves Meyer, a consisté à dresser l’inventaire des gènes d’enzymes qui régulent l’oxydoréduction des protéines, les rédoxines. Ces protéines permettent la formation ou la rupture d’une liaison entre deux atomes de soufre appartenant à des cystéines et elles contrôlent ainsi la structure des protéines en fonction du potentiel d’oxydoréduction des cellules. Pour en comprendre les fonctions biologiques des mutants ont été isolés, des plantes transgéniques ont été obtenues et des méthodes ont été développées pour identifier les protéines qu’elles régulaient. Le rôle de ces petites protéines dans la réponse aux modifications environnementales est de plus en plus évident.

        Avant le décodage du génome d’Arabidopsis, trois ARN-polymérases étaient connues, impliquées respectivement dans la synthèse des ARNr, ARNm, ARNt et autres petits ARN. Ce sont des enzymes complexes, conservées chez tous les eucaryotes, dont le rôle est essentiel. L’analyse du génome va révéler l’existence de gènes additionnels qui laissaient à penser qu’il existait deux autres ARN-polymérases, les ARN-polymérases IV et V. La découverte des gènes de ces deux enzymes de façon quasi simultanée par David Baulcombe à Cambridge, Craig Pikaard à Saint-Louis, Steve Jacobsen à Los Angeles et Thierry Lagrange dans notre laboratoire, allait ouvrir la voie à la compréhension des mécanismes de régulation épigénétiques qui font actuellement l’objet de recherches très actives. Ces deux nouvelles ARN-polymérases sont impliquées dans la transcription de petits ARN interférents (siARN) de 20-25 nucléotides, qui vont permettre de réprimer l’expression de séquences indésirables et contrôler l’état de la chromatine.

        Plusieurs progrès dans la compréhension du développement de la graine ont été réalisés en collaboration avec des collègues de Versailles, Gif-sur-Yvette et Orsay. Les gènes des protéines LEA de fin de maturation de la graine ont fait l’objet d’un inventaire exhaustif. Près d’une soixantaine de gènes ont été identifiés et leur régulation par l’acide abscissique et les cinq gènes régulateurs majeurs de cette phase de développement (ABI3 [Acid Abscisic Insensitive], FUS3 [Fusca], ABI5, LEC1 [Leafy Cotyledon1] et LEC2) a été analysée. Ces gènes régulateurs avaient été clonés et caractérisés à partir de mutants. Seul ABI5 était en cours de clonage aux États-Unis, et nous l’avons isolé indépendamment.

        L’histoire de la caractérisation d’ABI5 révèle l’âpreté de la compétition internationale pour identifier les différents gènes. L’une de nos étudiantes, avec l’aide de Maarten Koornneef, avait mis en évidence, après mutagenèse, un régulateur positif du gène Em. Une autre doctorante l’avait isolé par clonage positionnel et séquencé, avait caractérisé son ADNc et identifié la mutation dans le gène muté. Il codait un facteur de transcription de type bZIP (caractérisé par la répétition régulière d’un résidu leucine) appartenant à une famille de 75 membres. Sa thèse était pratiquement terminée et un article était sur le point d’être rédigé quand Jérôme Giraudat m’apprend qu’il est lecteur d’un article de ma collègue Ruth Finkelstein, de Santa Barbara, soumis à Plant Cell, qui rapporte l’isolement et la caractérisation du gène ABI5. Il s’agit d’un facteur de transcription de même type et il suggère que nous fassions des tests d’allélisme pour déterminer si nous ne travaillions pas, sans le savoir, sur le même gène. L’article est de qualité, et il recommandera sa publication après quelques corrections. Nous nous procurons rapidement le mutant abi5 et découvrons que nous travaillions effectivement sur le même gène ! C’était une très mauvaise nouvelle et il n’était plus possible de publier les résultats tels quels. Il fallait apporter des résultats supplémentaires pour soumettre notre article à une bonne revue, ce qui imposait de prolonger la thèse. Heureusement, j’avais un peu d’argent pour rémunérer la doctorante six mois de plus, au-delà de son allocation. Elle produira la protéine recombinante et montrera qu’elle reconnaît une courte séquence dans le promoteur du gène Em. C’est là un résultat original, qui lui a permis de publier son article dans une bonne revue, mais après celui de notre concurrente. Quasi simultanément à la parution de l’article de Ruth, un article très similaire est publié par le journal de la société japonaise de physiologie végétale. Il est signé de Nam-Hai Chua et d’un de ses postdocs. Cet article ne contient rien de plus que le clonage du gène ABI5. Autre surprise, leur article a été soumis quelques semaines après celui de Plant Cell, et il a été accepté dans les trois jours qui ont suivi sa soumission, ce qui est tout à fait inhabituel pour un article de ce niveau ! À l’époque, l’éditeur japonais est un ancien postdoc de Nam-Hai Chua, ceci expliquant peut-être cela… J’ai toujours soupçonné Nam d’avoir été le second lecteur de l’article de Ruth, et d’avoir usé de son entregent pour publier les mêmes résultats quasi simultanément, et sauver ainsi le travail de son postdoc.

        Un autre projet a permis de caractériser un gène codant pour un potentiel récepteur-kinase, RLK7 (RLK, receptor like kinase), dont nous avions repéré une étiquette dans les EST de graines sèches. Plusieurs lignées d’insertion ADN-T, mutantes pour ce gène, ont été obtenues et ont permis de montrer qu’il est nécessaire pour une bonne germination et pour conférer aux jeunes plantules une bonne tolérance au stress oxydatif. RLK7 fait partie de la centaine de gènes de ce type présents dans le génome d’Arabidopsis. Seuls six autres gènes RLK avaient une fonction identifiée à cette époque, et il n’y en a guère plus du double aujourd’hui.

      

      
        Les gènes indispensables à l’embryogenèse

        Les gènes indispensables à l’embryogenèse ont focalisé l’attention, pour deux raisons essentielles : comment se détermine le plan d’organisation de la future plante, présente en miniature dans la graine, et comment peut-on manipuler la formation de la graine, contrôler sa germination, la rendre plus digeste, voire l’éliminer pour obtenir des fruits sans pépins ? La mutation d’un de ces gènes empêche la formation de l’embryon et la mutation est dite embryon-létale. Leur étude a été entreprise dans notre laboratoire d’abord dans le cadre du projet européen BRIDGE, puis de Genoplante, par Martine Devic. L’espoir était de découvrir des gènes essentiels à la formation des différents territoires et organes de l’embryon, tels que les gènes homéotiques qui régulent l’embryogenèse de la drosophile. Les gènes homéotiques sont des gènes dont la mutation transforme un organe dans un autre, par exemple une antenne en patte.

        Un peu plus de 16 000 lignées de la collection de mutants d’insertion de Versailles ont été criblées. Les mutants embryons-létaux sont faciles à repérer : les siliques contiennent un quart de graines avortées, translucides car vides, et trois quarts de graines viables, remplies et colorées. Une fois l’association du phénotype muté et de l’insertion ADN-T vérifiée, il est relativement facile d’isoler et de caractériser le gène dans lequel s’est produite l’insertion grâce à la détermination des séquences flanquant l’insertion. Environ 500 gènes sont indispensables au bon déroulement de l’embryogenèse, aussi les études se sont-elles concentrées sur les stades les plus précoces. Une douzaine de mutants issus de ce crible, appelés zeus, cyclops, quatre-quarts, domino, emb 506 ou atr3 ont été finalement sélectionnés et étudiés, tant aux niveaux génétique que cytologique et moléculaire. Les gènes correspondants ont été caractérisés. Deux codent des enzymes de la biosynthèse de l’ADN (ZEUS1 et CYCLOPS2), un détermine une enzyme qui hydrolyse les sucres aminés de glycoprotéines (CYCLOPS1) sans que l’on connaisse son rôle biologique, un autre code une enzyme du type cytochrome P450 (ATR3). Tous les autres codent des protéines homologues à des protéines déjà identifiées mais dont les fonctions biochimiques ou biologiques ne sont pas connues. L’expression de ces gènes au cours du développement a été analysée, mais sans fournir de clé pour en comprendre la fonction.

        Bien que toute une série de gènes indispensables à l’embryogenèse ait été isolée, l’hypothèse d’un rôle de gènes homéotiques dans l’embryogenèse des plantes, n’a pas été vérifiée : tous les gènes caractérisés contrôlent des processus biochimiques très variés, mais ne permettent pas de bâtir une théorie cohérente de l’embryogenèse du même type que celle qui concerne le développement de la drosophile. Nos concurrents, et en particulier David Meinke, de l’Université d’Oklahoma, sont arrivés à la même conclusion. Des gènes homéotiques ont bien été découverts chez les plantes, mais ils interviennent dans la morphogenèse florale. Les mêmes motifs structuraux, présents dans des protéines animales et végétales ont donc été utilisés à des fins différentes dans les deux règnes.

      

      
        Deux autres gènes associés à la formation de la graine

        Deux autres gènes impliqués également dans le développement de la graine, étudiés en marge des programmes soumis, illustrent les difficultés à comprendre les fonctions des gènes, même lorsque leur séquence est connue.

        Le premier a été détecté lors de l’analyse de lignées transgéniques porteuses d’une construction « piège à promoteur » par une étudiante de Patrick Gallois. Cette lignée révélait un promoteur spécifique des 7-9 cellules du suspenseur de l’embryon, mais la séquence au voisinage de l’insertion ne révélait aucun gène évident. Avec d’énormes difficultés, car le gène n’était exprimé que dans quelques cellules, un ADNc a été isolé, codant un peptide de 25 acides aminés, qui a été appelé KISS OF DEATH (KOD). À deux ou trois exceptions près, des gènes codant pour des peptides n’avaient pas, à l’époque, été décrits chez les plantes. Nous avons fait synthétiser le peptide, et en collaboration avec des collègues phytopathologistes de Toulouse, il a été montré qu’il avait une activité antimicrobienne, vis-à-vis de bactéries phytopathogènes. Toutefois cela ne signifiait pas que c’était là sa fonction réelle. L’obtention de mutants d’insertion ADN-T et la construction de lignées surexprimant KOD ont permis de démontrer que KOD était en fait un gène activateur de la mort cellulaire programmée, ou apoptose, processus qui aboutit à la disparition du suspenseur, lorsque l’embryon est développé. KOD est le premier gène régulateur de la mort cellulaire programmée décrit chez les plantes. Il aura fallu beaucoup d’obstination, onze ans et « user » quelques étudiants et postdocs, pour y arriver ! Depuis, d’autres gènes codant des peptides régulateurs de divers processus morphogénétiques ou physiologiques ont été mis en évidence et ce domaine est en pleine expansion.

        Le second gène étudié affecte le tégument de la graine. Un mutant présentant une couleur anormale du tégument avait été repéré dans la collection de mutants. Martine Devic l’avait, dans un premier temps, dénommé Banyuls, car la couleur du tégument de la graine mutée évoquait la robe d’un breuvage apprécié en Roussillon, le vin doux naturel de Banyuls ! Le taux de germination des graines mutantes était réduit. Une fois le gène isolé et caractérisé par son étudiante, sa séquence indiquait qu’il codait une oxydoréductase à NADPH, mais sans que le substrat puisse être déduit. Son expression s’est révélée spécifique d’une couche cellulaire unique du tégument. Une collaboration avec les collègues de Versailles a montré que ce mutant n’accumulait plus les catéchines, molécules précurseurs des tanins, mais des flavones. Finalement, c’est un collègue de la Noble Foundation, dans l’Oklahoma, à qui la lignée mutante avait été envoyée, qui a établi, par des approches de biochimie, que ce gène codait une anthocyanidine-réductase. En tout, il aura fallu près de sept ans pour aboutir à cette conclusion au travers de collaborations en France et aux États-Unis ! Depuis, la plupart des gènes d’Arabidopsis impliqués dans la biosynthèse des tanins et composés flavonoïdes ont été identifiés et caractérisés par différents groupes, dont celui de Versailles. Ces composés sont particulièrement importants, car ils modulent la capacité germinative des graines et leur digestibilité par les animaux. Ce sont aussi des antioxydants, particulièrement utiles en santé humaine et animale.

        Ces deux exemples montrent combien il est difficile d’identifier avec certitude, à la fois la fonction biochimique et la fonction biologique d’une protéine.

      

      
        L’exploration de la machinerie de synthèse du ribosome

        Mes premières recherches avaient porté sur la biosynthèse des ARNr et la maturation de leur précurseur. Le séquençage du génome d’Arabidopsis a permis des progrès spectaculaires dans l’identification des gènes des différentes protéines et petits ARN impliqués dans les processus de formation du ribosome de la cellule végétale.

        Chez toutes les plantes, il y a quatre ARNr distincts dans chaque ribosome cytoplasmique. Trois d’entre eux, les ARNr 18S, 5,8S et 25S, sont synthétisés par l’ARN-polymérase I à partir d’un précurseur nucléaire 45S qui est ensuite clivé et modifié en ARNr matures (figure 3). L’ARNr 5S est synthétisé indépendamment par l’ARN-polymérase III. Ces ARNr sont assemblés dans le nucléole, au sein du noyau, avec les 80 protéines ribosomiques pour constituer les sous-unités ribosomiques. Ces protéines ribosomiques sont synthétisées dans le cytoplasme à partir d’ARNm transcrits par l’ARN-polymérase II et importées dans le nucléole. L’assemblage des ARNr et des protéines ribosomiques requiert plus de 200 facteurs d’assemblage, et les sous-unités ribosomiques matures sont exportées dans le cytoplasme, où elles traduisent les ARNm en protéines en présence d’ARNt et de facteurs nécessaires à la traduction. Ces protéines sont synthétisées à partir d’ARNm transcrits par l’ARN-polymérase II. Les snoARN, qui contribuent à la maturation des ARNr sont également synthétisés par l’ARN-polymérase II. Trois ARN-polymérases distinctes contribuent donc à la synthèse des composants du ribosome (figure 6). La formation du ribosome et les régulations dont il est le siège ont constitué un thème majeur de nos recherches.
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            Figure 6. Schéma de la formation du ribosome.

          
        
        La composition des ribosomes chloroplastiques et mitochondriaux est similaire à celle des ribosomes cytoplasmiques, mais leurs ARNr sont déterminés par l’ADN des organites, et leurs protéines synthétisées soit à partir de gènes nucléaires, soit à partir de gènes des organites. Elles étaient sans doute initialement codées par les génomes des organites, mais pour un certain nombre d’entre elles, leurs gènes ont été progressivement transférés et intégrés au génome nucléaire au cours de l’évolution.

        La transcription de l’ARN précurseur 45S est initiée dans la région intergénique séparant deux unités consécutives que nous avions séquencées chez le radis, le chou-fleur et le riz. La suite logique consistait à analyser les mécanismes de maturation du précurseur 45S, sachant que les mécanismes d’initiation de la transcription étaient par ailleurs étudiés dans le laboratoire de Craig Pikaard, à Saint-Louis, avec lequel nous ne voulions pas entrer en concurrence.

        L’approche retenue, développée par Manuel Echeverria, puis Julio Saez-Vasquez, a d’abord été une approche biochimique qui a consisté à isoler et caractériser des complexes ribonucléoprotéiques formés sur l’ADN, au niveau du premier site de maturation du précurseur. Pour des raisons de facilité et d’abondance du matériel, ces travaux ont été effectués sur des inflorescences de chou-fleur. L’isolement et la purification de ce complexe, aussi appelé « processome » chez la levure, a permis d’établir que la maturation de l’ARNr précurseur était couplée à sa transcription et à l’assemblage d’une pré-sous-unité 40S. Ce complexe, formé sur le premier site de maturation du précurseur contient, outre l’ARNr 45S, un petit ARN nucléolaire, U3, et toute une série de protéines. Les protéines présentes dans ce complexe ont été caractérisées par microséquençage de peptides, ce qui a permis d’identifier la majorité d’entre elles, car elles présentaient des homologies fortes avec les protéines caractérisées dans le processome de levure. Deux des protéines majeures ont retenu notre attention : la nucléoline et de la fibrillarine. La disponibilité du génome d’Arabidopsis a permis de caractériser les gènes pour chacune d’entre elles. De façon inattendue, chacune d’elles est codée par deux gènes, à la différence de la levure et des cellules animales qui n’en ont qu’un.

        L’analyse comparée des deux gènes de fibrillarine a révélé, fait inhabituel, une séquence conservée dans l’un des introns qui correspondait en fait à un petit ARN nucléolaire, similaire à ceux qui venaient d’être découverts chez la levure, les snoARN (small nucleolar RNA). Les caractéristiques des snoARN de levure et de cellules animales ont permis à nos collègues informaticiens de Toulouse de développer un logiciel de prédiction des gènes de snoARN, qui a rapidement été appliqué au génome d’Arabidopsis. Plus de 60 gènes de snoARN ont ainsi été prédits, et leur existence a été vérifiée expérimentalement. La fonction de ces petits ARN, appelés aussi ARN guides, est de positionner correctement l’enzyme en charge de la modification d’un nucléotide de l’ARNr. La principale modification est l’ajout d’un groupe méthyl sur le ribose, et la méthylase impliquée n’est autre que la fibrillarine. Plus récemment, Julio Saez-Vasquez a réalisé un inventaire plus complet de ces gènes de snoARN et a pu montrer que la séquence des ARNr était bien méthylée aux positions prédites. Il s’est également aperçu que selon le stade de développement, ou les conditions environnementales, des sites différents pouvaient être méthylés. Il existe aussi un autre type de modification des ARNr qui est, elle aussi, guidée par une famille de snoARN et est assurée par une autre protéine, la dyskérine.

        Aucun des mutants d’insertion dans l’un des gènes de fibrillarine n’est viable, ce qui indique que les deux gènes sont essentiels et ont sans doute des fonctions distinctes.

        La deuxième protéine majeure isolée à partir du complexe de maturation est la nucléoline. Classiquement, la nucléoline est une protéine chaperonne impliquée à la fois dans la transcription et dans la maturation des ARNr. Le gène est présent en deux exemplaires, NUC1 et NUC2, chez pratiquement toutes les plantes où il a été recherché. Des mutants d’insertion dans chacun des deux gènes ont été obtenus et se sont révélés viables. Le mutant nuc1 est nain et très affecté dans son développement, mais produit des graines viables, alors que le mutant nuc2 a un phénotype presque normal, mis à part un retard à la floraison. Les fonctions de ces deux protéines voisines ont été analysées et ont révélé une régulation particulièrement complexe. Ces deux protéines agissent de façon antagoniste pour activer ou réprimer, selon les conditions développementales et environnementales, les différentes unités ribosomiques présentes dans chacun des organisateurs nucléolaires.

        Un troisième type de protéine, détecté dans le complexe de maturation a également fait l’objet d’études plus approfondies. Il s’agit de la RNAse III. Cette enzyme est impliquée dans le clivage du précurseur 45S. Elle appartient à une petite famille multigénique dont les différents membres sont en cours de caractérisation et à laquelle appartiennent aussi les protéines DCL impliquées dans la production des miARN et des siARN. La RNAse III est régulée par le potentiel redox et est sensible au stress oxydatif.

        À côté de ces travaux sur les gènes de fibrillarine, de snoARN, de nucléoline, ou de RNAse III, nous avons entrepris, à mesure que la séquence du génome devenait disponible, de faire l’inventaire des gènes des protéines ribosomiques cytoplasmiques, ce qui nous a conduits à découvrir les duplications du génome. Au cours de discussions avec Julia Bailey-Serres, lors d’un colloque à l’Université de Californie à Riverside, je me suis aperçu que nous faisions exactement la même chose ! Nous avons alors décidé de collaborer, avons échangé nos résultats et les avons publiés ensemble. Au total, nous avons identifié 250 gènes codant pour 80 types de protéines ribosomiques cytoplasmiques. Il y a donc entre deux et six gènes par type de protéines. Depuis, il a été établi que ces différents types font souvent l’objet de régulations différentielles au cours du développement ou en réponse à différents stress, suggérant que les cellules végétales, selon les conditions physiologiques, peuvent fabriquer plusieurs types de ribosomes, différant légèrement par la nature de leurs protéines et par les modifications de l’ARN (les deux étant peut-être liées), leur permettant sans doute de moduler finement leurs synthèses protéiques, et offrant ainsi une certaine adaptabilité à la cellule.

        Au-delà des protéines ribosomiques, un inventaire des homologues de facteurs impliqués dans la biogenèse des ribosomes, les RBF (ribosome biogenesis factors), a commencé chez Arabidopsis. Plusieurs centaines de facteurs sont connus chez la levure et l’homme, et la plupart ont un homologue chez Arabidopsis. Ces études ont été complétées par des analyses protéomiques réalisées à partir de nucléoles purifiés, et, dans quelques cas à l’aide de mutants.

        Ces quelques exemples illustrent à nouveau la façon dont l’inventaire des gènes, rendu possible par le séquençage du génome, est complété par une analyse fonctionnelle, expérimentale, beaucoup plus laborieuse et qui, peu à peu, permet de rendre compte de la complexité biologique. Mais, on le devine, il reste encore beaucoup à faire, sur ce thème comme sur beaucoup d’autres.

      

    


      

        Les retombées scientifiques au niveau international


        Les retombées que nous avons décrites jusqu’à présent portent surtout sur ce qui a été réalisé dans le cadre de programmes français. Il est temps, à ce stade, d’élargir le panorama à l’aide de quelques exemples, car il n’est pas possible d’être exhaustif. Ils montrent que tous les domaines de la biologie végétale ont été concernés.


        

          Des gènes impliqués dans la morphogenèse florale et la floraison


          Le premier exemple concerne celui de la biologie florale. Les progrès dans ce domaine sont dus tout d’abord à la sélection de plus d’une centaine de mutants altérés dans la morphologie florale et dans la date de floraison. Tous ces mutants ont, dans un premier temps, été cartographiés génétiquement. Certains étaient étiquetés par une insertion d’ADN-T et, en conséquence, il a été relativement facile d’isoler les gènes correspondants. Pour les autres, il a fallu procéder à des clonages positionnels, travail grandement facilité par la connaissance de la séquence du génome. Une fois le gène isolé, il devient possible, par hybridation in situ sur coupes histologiques, de savoir précisément dans quelles cellules ces gènes sont actifs, et à quel moment. On peut aussi préparer protéines recombinantes et anticorps, réaliser des constructions pour créer des plantes transgéniques dans lesquelles l’expression du gène est visualisée à l’aide d’un gène rapporteur ou modifié, chercher les protéines qui interagissent avec celles dont le gène vient d’être isolé et, ainsi, en comprendre progressivement le fonctionnement et le rôle dans la biologie de la plante.


          Les premiers mutants à avoir été caractérisés sont ceux qui sont affectés dans la morphogenèse de la fleur. Ce sont trois mutants indépendants apetala 1, 2, et 3, qui sont dépourvus de pétales et présentent quelques autres différences, le mutant pistillata, dépourvu de pétales et d’étamines, tout comme apetala3, et enfin le mutant agamous chez lequel étamines et pistil sont remplacés par des pétales. Ces mutants, chez lesquels l’identité d’un organe est altérée, sont des mutants homéotiques, et les gènes correspondants, des gènes d’identité ou homéogènes. Les cinq gènes correspondants ont été isolés par clonage positionnel au début du séquençage du génome. Tous codent des facteurs de transcription : quatre, AP1(APETALA), AP3, AG(AGAMOUS), et PI (PISTILLATA), présentent un domaine protéique d’environ 60 acides aminés, l’homéodomaine ou boîte MADS, conservé chez les animaux et définissant la famille. L’homéodomaine reconnaît une séquence spécifique de l’ADN à laquelle il se lie, et régule ainsi toute une série de gènes possédant cette séquence dans leur promoteur et fonctionnant sous le contrôle de ces facteurs. Le dernier gène, AP2, appartient à une autre classe de facteurs de transcription, la classe ERF/AP2, dont beaucoup de membres répondent à l’éthylène.


          Il revient à Elliot Meyerowitz d’avoir compris, avant même que les gènes ne soient isolés, comment ils fonctionnaient, et il a proposé le modèle « ABC ». Il a considéré que le méristème floral comportait quatre couronnes concentriques qui seront respectivement à l’origine de la formation, de l’extérieur vers l’intérieur, des sépales, des pétales, des étamines et du pistil. L’identité de l’organe produit à l’intérieur d’un cercle dépend de la combinaison des gènes qui y sont exprimés. Il a proposé que les cinq gènes se répartissent en trois classes A, B, et C, d’où le nom du modèle. La classe A comprend AP1 et AP2, la classe B, AP3 et PI, et la classe C, AG. La formation des sépales requiert les gènes de classe A, celle des pétales les gènes de la classe A et de la classe B ; la formation des étamines nécessite les gènes de classe B et C et, enfin, la formation du pistil requiert simplement les gènes de la classe C. Ainsi, une mutation de AG produit essentiellement des pétales et des étamines qui remplacent le pistil. Depuis sa parution en 1991, ce modèle a un peu évolué, car en caractérisant des nouveaux mutants, on s’est aperçu que d’autres gènes étaient nécessaires pour déterminer la nature des organes des trois cercles intérieurs, les gènes SEPALATA 1, 2 et 3. D’autre part, le gène SUPERMAN empêche AP3 d’agir dans le quatrième cercle : le résultat de la mutation de SUPERMAN est de produire une profusion d’étamines, à la place du pistil. Les interactions entre ces protéines et avec l’ADN, et souvent leur structure, ont été élucidées.


          De la même façon que les gènes d’identité des organes floraux ont été identifiés, toute une série de gènes contrôlent la transition de la phase végétative vers la phase reproductive. Ces mutants sont altérés dans une variété de réponses, ce qui suggère que plusieurs voies sont possibles pour conduire à la floraison et que ces voies interagissent entre elles : on distingue actuellement une voie régulée par la lumière, une voie régulée par les basses températures ou voie de la vernalisation, une voie hormonale dépendant essentiellement des gibbérellines, et une voie autonome. Dans chacune de ces voies les gènes clés ont été identifiés et caractérisés. Enfin, plusieurs gènes assurent l’intégration de ces différentes voies.


          Les deux gènes majeurs, qui contrôlent la transformation du méristème apical végétatif en méristème d’inflorescence et en méristème floral sont APETALA1 (AP1) et LEAFY (LFY). Le mutant lfy produit des feuilles à la place des fleurs. Tous deux sont des facteurs de transcription, mais LFY est unique aux plantes. LFY et AP1 s’activent l’un l’autre. AP1 réprime la formation des méristèmes végétatifs et joue un rôle dans la détermination des sépales et des pétales, comme gène de classe A. LFY contrôle plusieurs gènes impliqués dans la formation du méristème d’inflorescence et active les gènes des classes A, B et C d’identité des organes floraux. LFY et AP1 sont sous le contrôle des deux gènes intégrateurs FT et SOC1. SOC1 code un facteur de transcription à homéodomaine et FT code pour un inhibiteur de protéine-kinase. Tous deux sont activés par la voie de la lumière et réprimés par la voie de la vernalisation et la voie autonome. SOC1 est également activé par la voie des gibbérellines. La protéine FT est en fait le facteur appelé florigène, soupçonné depuis longtemps par les physiologistes de contrôler la mise à fleur.


          Le gène clé de la voie de régulation par la lumière est le gène CONSTANS (CO), isolé par George Coupland, à Norwich. Le mutant co fleurit plus tardivement que le type sauvage. CO appartient à une autre grande famille de facteurs de transcription. Son ARNm est plus abondant dans les feuilles, de même que la protéine CO, en jours longs qu’en jours courts. Son activité est régulée par des protéines sensibles à la qualité de la lumière, les phytochromes et les cryptochromes, ainsi que par les protéines qui règlent le rythme circadien. CO est plus abondante en fin de journée et induit fortement FT.


          Les voies de la vernalisation et la voie autonome convergent sur le gène FLC (Flowering Locus C), un autre gène à boîte MADS. Ces deux voies inhibent FLC, qui lui-même inhibe FT et SOC1. De nombreux gènes ont été isolés dans ces deux voies, en particulier par Caroline Dean, à Norwich. La vernalisation consiste en une exposition au froid qui induit la floraison ; c’est un phénomène épigénétique. FLC est un inhibiteur majeur de la floraison. Le traitement par le froid diminue la concentration cellulaire de la protéine FLC et déréprime ainsi la floraison. FLC est activé par le gène FRIGIDA. Au moins trois mutants de vernalisation ont été isolés, ainsi que leurs gènes, VRN1, 2 et 3. VRN1 et VRN2 répriment FLC. VRN1 code un facteur de transcription de type MYB, VRN2 et VRN3 codent des protéines qui modifient la structure de la chromatine. Dans la voie autonome, le gène majeur est FCA. Il code une protéine de liaison à l’ARN et réprime FLC. L’implication de la voie des gibbérellines est prouvée par le fait que les mutants déficients (ga1) ou insensibles (gai) aux gibbérellines sont retardés dans leur floraison et qu’un traitement à la gibbérelline induit la floraison. Cette voie est normalement réprimée en absence de gibbérelline par une série de répresseurs nucléaires partiellement redondants. En présence de gibbérelline, ces répresseurs sont dégradés par une protéolyse dépendante de l’ubiquitine. Il va sans dire que la description de ce mécanisme complexe qu’est la mise à fleur est présentée ici de façon très simplifiée et fait encore l’objet de nombreuses recherches, tant chez Arabidopsis que chez les principales plantes cultivées, où ses modalités peuvent différer.


          Cette analyse détaillée de la morphogenèse florale et de la mise à fleur, que l’on a présentée à titre d’illustration, pourrait être reprise pour pratiquement toutes les grandes fonctions physiologiques, qui, grâce au séquençage, ont fait des progrès fulgurants.


        


        

          Des gènes dans toutes les grandes fonctions physiologiques et développementales


          À la suite du séquençage et des travaux de génomique fonctionnelle qui l’ont accompagné, on dispose de gènes d’Arabidopsis identifiés dans toutes les catégories présentées dans le tableau ci-dessous, et encore, celui-ci est loin d’être exhaustif. Pour la plupart de ces gènes, on connaît la fonction de la protéine correspondante (enzyme, protéine de structure, ou protéine de régulation), ainsi que les types cellulaires et la période de la vie de la plante où ces gènes fonctionnent. Les récepteurs des signaux hormonaux ont été identifiés, ainsi que les grandes lignes des voies de transduction de ces signaux. Dans beaucoup de situations, les gènes régulateurs restent à identifier. Comme pour les gènes impliqués dans la biologie florale, la disponibilité d’une séquence précise du génome et l’obtention de nombreux mutants ont considérablement facilité l’élucidation de ces grandes fonctions. Les modèles proposés pour Arabidopsis servent alors de référence pour comprendre ces fonctions chez les autres espèces.


           


          Tableau 1. Liste des grandes fonctions pour lesquelles on dispose maintenant de gènes d’Arabidopsis largement caractérisés


          

            Grandes familles de gènes impliqués dans les principales fonctions physiologiques


            

              Gènes pour la biosynthèse et dégradation de l’amidon, des lipides, des acides aminés et protéines de réserve.


              Gènes impliqués dans la formation et la maturation de la silique et des graines.


              Gènes pour la biosynthèse des lignines, de la cellulose et des pectines, leurs modifications et dégradation.


              Gènes pour la biosynthèse de métabolites secondaires (arômes, pigments, molécules de défense, alcaloïdes, terpènes, vitamines…) et leur dégradation.


              Gènes impliqués dans la biosynthèse, la conjugaison, la perception et la dégradation des hormones végétales (auxine, gibbérellines, ABA, cytokinines, éthylène, acide jasmonique, strigolactones).


              Gènes impliqués dans la croissance et le développement de la plante (embryogenèse, ramification, morphogenèse racinaire, signalisations hormonales, réponses à la lumière, à la durée du jour).


              Gènes impliqués dans la perception de la lumière et le rythme circadien.


              Gènes impliqués dans la photosynthèse et la fixation du carbone.


              Gènes impliqués dans la nutrition minérale (N, K, P, S) : absorption, transport, canaux ioniques.


              Gènes impliqués dans le contrôle de la morphologie foliaire, la formation des trichomes.


              Gènes impliqués dans le contrôle de la floraison (précocité, forme, fertilité, couleur…), de la formation et de la déhiscence du fruit.


              Gènes impliqués dans le contrôle de la réponse aux pathogènes (gènes de défense, gènes de résistance) et le contrôle des interactions symbiotiques.


              Gènes impliqués dans la réponse aux stress abiotiques (sécheresse, chaleur, lumière, blessure…).


              Gènes de contrôle du rendement, de la taille de la plante et de ses graines.


              Gènes impliqués dans la machinerie cellulaire (réplication, transcription, maturation et modification des ARN, traduction et modification des protéines), le vieillissement, la dégradation des protéines, des ARN…


              Gènes impliqués dans la dégradation des protéines.


              Gènes impliqués dans les trafics intracellulaires, les fonctions de sécrétion et d’autophagie.


              Gènes impliqués dans les qualités organoleptiques.


            


          


          Nombre des gènes identifiés sont présents en copies multiples, souvent redondantes, ce qui complique leur analyse fonctionnelle. C’est surtout le cas pour les familles de facteurs de transcription ou de protéines de signalisation, mais pas uniquement. On a ainsi dénombré 106 gènes pour des facteurs de transcription de type à boîte MADS, 144 pour les facteurs de transcription du type AP2, 190 pour ceux du type MYB, plus de 230 pour les récepteur-kinases à motifs riches en leucine, 244 gènes de protéines à cytochrome P450, près de 700 gènes de protéines à boîte F… Au sein de ces familles on distingue différents groupes, et l’analyse phylétique permet souvent de comprendre comment ces familles protéiques ont évolué et se sont progressivement spécialisées.


          Au-delà du catalogue, la séquence du génome offre des voies nouvelles d’accès à la biologie des plantes, qui est en fait l’objectif le plus important. Bien souvent seule une minorité de ces gènes a été caractérisée de façon fonctionnelle : c’est dire l’étendue du travail qui reste encore à accomplir, alors que la séquence du génome est connue depuis déjà vingt ans.


          C’est donc une moisson considérable d’informations, encore incomplètement analysée, qui a été récoltée consécutivement au séquençage du premier génome d’une plante. Elles ont considérablement amélioré notre compréhension des grandes fonctions qui permettent à la plante de se développer et de s’adapter à son environnement, et, à ce titre, elles vont avoir un impact sur notre façon d’améliorer et de cultiver les plantes.


        


      


      

        Vers des projets sur d’autres espèces


        Les projets de génomique menés dans le cadre de Genopole et de Genoplante ont largement dépassé le cadre d’Arabidopsis pour aborder d’autres espèces et génomes, et découvrir d’autres horizons. Il ne saurait être question de les aborder tous, et nous n’illustrerons que quelques exemples dans lesquels notre laboratoire a été impliqué, mais de nombreux laboratoires français ou étrangers ont suivi des démarches similaires.


        

          Des gènes de colza impliqués dans le métabolisme lipidique


          L’un des objectifs en séquençant le génome d’Arabidopsis était de stimuler les recherches sur les plantes cultivées. Nous nous sommes intéressés à des questions concernant le métabolisme lipidique chez le colza, principalement avec l’aide de Tom Roscoe, ingénieur CNRS. Cet intérêt trouve son origine dans la collaboration initiale avec Jean-Claude Kader sur les protéines de transfert de lipides. Il s’est développé, à la suite de contacts avec les collègues de l’INRA de Rennes.


          Les graines des variétés de colza antérieures aux années 1980 sont riches en glucosinolates, des sucres soufrés et azotés responsables de la saveur amère ou piquante des crucifères et agents naturels de défense de ces plantes contre les insectes, et en acide érucique, acide gras mono-insaturé à 22 atomes de carbone. Les sélectionneurs ont cherché à éliminer ces deux substances des variétés récentes, car leur présence n’est pas souhaitable dans l’huile alimentaire. Elles sont goitrigènes et coupent l’appétence du bétail pour les tourteaux. Les travaux de sélection menés, entre autres, à Rennes ont conduit à des variétés « double-zéro », pratiquement dépourvues de ces deux types de composés.


          Un travail sur le déterminisme de la teneur en acide érucique avait été réalisé avec nos collègues rennais. Cette teneur était contrôlée par deux caractères quantitatifs majeurs ou QTL, qu’ils avaient cartographiés sur les chromosomes du colza. Entre-temps, le gène FAE1 (Fatty Acid Elongation) d’une élongase, enzyme qui ajoutait des résidus d’acétyl-CoA aux acides gras en C18 pour les transformer en C20 et C22 avait été isolé, par la société Calgene, à Davis, à partir d’un mutant d’Arabidopsis déficient en acide érucique. Avec la sonde envoyée par nos collègues, deux ADNc distincts de colza ont été isolés et cartographiés sur les chromosomes de colza correspondants. Ils se localisaient dans les deux zones identifiées à Rennes, ce qui en faisait d’excellents marqueurs moléculaires pour suivre ce caractère. La présence de mutations dans les ADNc obtenus à partir d’une variété double-zéro a confirmé que ces deux gènes FAE sont responsables des QTL.


          Par la suite, les promoteurs des deux gènes FAE de colza ont été caractérisés et l’un d’eux a servi d’appât pour isoler des gènes de facteurs de transcription qui les régulaient. Plusieurs homologues de FUS3 ont ainsi été isolés. FUS3 est un facteur de la même famille qu’ABI3, et fait partie du réseau de régulation de la maturation de la graine chez Arabidopsis. Jusque-là, aucun facteur de transcription se liant à un promoteur de gène du métabolisme lipidique n’avait été isolé.


          Un deuxième problème, toujours relatif à l’acide érucique, nous a alors été posé par des industriels. Si l’acide érucique est indésirable dans l’huile de consommation alimentaire, sa présence est, en revanche, recherchée par les industriels, car c’est un excellent lubrifiant pour les moteurs et un agent utilisé en cosmétique et dans l’industrie des plastiques. Chez le colza, l’acide érucique se trouve essentiellement sous la forme de triglycérides stockés dans la graine. Ils sont fabriqués par addition séquentielle de trois acides gras sur un squelette glycérol. Un triglycéride de colza contient une ou deux molécules d’acide érucique, mais jamais trois. Cela pose un problème de purification, avec des conséquences économiques pour l’industriel qui préférerait disposer d’une huile avec trois acides éruciques, la tri-érucine. Cette incapacité à fabriquer de la tri-érucine est attribuée à une enzyme, l’acide lysophophatidique acyltransférase, ou LPAAT, qui, chez le colza, à la différence d’autres espèces, est incapable d’ajouter un acide érucique à un diglycéride.


          Nous avons alors naïvement proposé qu’après avoir inactivé ce gène chez le colza nous pourrions lui substituer un gène de LPAAT provenant de limnanthe, une plante de marécages, qui, elle, est capable d’ajouter un acide érucique à la bonne position. Toutefois, la LPAAT de colza se révélait impossible à purifier, et aucun gène de LPAAT n’était connu, sauf chez E. coli. Un clone d’ADNc a finalement été isolé après complémentation d’un mutant d’E. coli. La protéine correspondante avait bien une activité LPAAT, mais ce n’était pas le gène que nous recherchions : en effet, celui-ci devait fonctionner dans le cytoplasme alors que celui que nous avions isolé codait une protéine chloroplastique. Après comparaison de sa séquence avec le génome d’Arabidopsis, nous avons compris que celui-ci ne comptait pas moins de neuf gènes pouvant être considérés comme codant une LPAAT ! La priorité est alors devenue la compréhension des fonctions de ces différentes LPAAT, leur compartimentation cellulaire et leurs spécificités enzymatiques. On pouvait, de plus, s’attendre à ce que la situation soit pire chez le colza, qui est une espèce polyploïde. Si aucun des gènes d’Arabidopsis ne semblait spécifique de la graine, il est apparu que plusieurs gènes de colza l’étaient. L’un d’eux a été isolé et caractérisé. Des colzas transgéniques surexprimant ce gène ont été obtenus à Rennes. Leurs graines étaient plus grosses, légèrement plus riches en lipides, et avaient une composition en huile modifiée. Malgré l’intérêt que pouvaient avoir des colzas produisant davantage d’huile, ces expériences n’ont pas été poursuivies car la belle idée de créer des colzas fabriquant de la tri-érucine en bloquant leur gène de LPAAT et en lui substituant le gène de limnanthe était devenue irréaliste. En revanche, nous avions découvert la complexité du problème.


        


        

          À la découverte des gènes du manioc


          Le manioc est une source de nourriture essentielle pour plus de 800 millions d’êtres humains en Afrique, en Asie et en Amérique latine. Ses tubercules constituent un aliment riche en féculents, à haute valeur énergétique et relativement riche en vitamine C. Les tubercules doivent être préalablement traités et cuits avant consommation car ils contiennent des composés cyanogènes particulièrement toxiques. Outre la source alimentaire quotidienne de millions d’individus, le manioc est aussi un aliment pour le bétail et fait l’objet de transformations industrielles pour la production du tapioca, de divers types d’amidon et de fibres, et, plus récemment, d’éthanol. Sa production a presque doublé en vingt ans, et est actuellement de l’ordre de 280 millions de tonnes/an, principalement grâce à l’augmentation des surfaces cultivées et à l’amélioration des pratiques culturales.


          Ce projet est né après que j’eus été approché à la fin des années 1990, par Valérie Verdier, chercheuse à l’IRD, alors en poste au CIAT à Cali en Colombie. Elle y travaillait sur le « feu bactérien » dû à Xanthomonas axonopodis pv manihotis. Elle avait suivi le travail sur les EST d’Arabidopsis et souhaitait en produire pour le manioc. Nous recherchions des projets originaux, présentant des applications agronomiques potentielles, plus intéressantes que celles offertes par Arabidopsis. Nous étions déjà sur la piste du riz, mais celle-ci était très concurrentielle. Travailler sur le manioc semblait être une option intéressante, dans un contexte moins compétitif, d’autant que tout était à y faire en matière de génomique : quelques dizaines de gènes (ou ADNc) seulement avaient été caractérisés.


          Un programme de détermination d’EST de manioc a été mis sur pied, soutenu par Joe Tohme, responsable des biotechnologies au CIAT, rencontré à plusieurs reprises lors des meetings de la Fondation Rockefeller. Le rapatriement de Valérie, par l’IRD, sur notre laboratoire, a catalysé ce projet. Ses étudiants et postdocs ont construit les banques d’ADNc et participé à l’analyse des données du séquençage réalisé dans notre équipe, dans le cadre de la Genopole. Pas moins de dix banques ont été construites à partir de variétés qui différaient entre elles par leur teneur en amidon ou par leur susceptibilité à une infection par Xanthomonas. Les banques ont été réalisées à partir de tissus, inoculés ou non, avec la bactérie. Au total, près de 12 000 séquences d’EST ont été déterminées, qui, après assemblage, correspondaient à environ 6 000 gènes. 80 % d’entre eux présentaient une homologie avec des gènes d’Arabidopsis, mais les 20 % restants représentaient des gènes potentiellement nouveaux. La comparaison des EST déterminées à partir des banques réalisées à partir de variétés sensibles ou résistantes à Xanthomonas, a permis d’identifier un certain nombre de gènes impliqués dans la réponse et la tolérance à ce pathogène. Douze classes d’analogues de gènes de résistance connus chez d’autres espèces ont par ailleurs été identifiées, et deux gènes entièrement caractérisés. Dans le cadre de collaborations internationales, ces différents gènes ont été cartographiés sur la carte génétique du manioc, et l’un des gènes séquencés s’est révélé efficace pour conférer une résistance à Xanthomonas dans des plantes transgéniques. La collection d’EST a aussi permis d’identifier toute une série de gènes impliqués dans le métabolisme de l’amidon, qui ont servi de point de départ pour leur analyse fonctionnelle ultérieure par d’autres groupes. Ce programme s’est arrêté à ce stade, car l’IRD a demandé de cesser tout travail sur le manioc, pour se consacrer au riz. Il a toutefois été poursuivi en Colombie par les anciens collègues ou étudiants de Valérie et par des collègues américains et chinois qui ont réalisé le séquençage complet du génome du manioc en 2014. L’abandon de ce projet par l’IRD a été douloureux et regrettable, car il était stratégique et nous aurait sûrement permis d’être associés au séquençage de ce génome et de celui de l’hévéa, qui appartient à la même famille, s’il avait été soutenu. Quoi qu’il en soit, les EST produites dans le cadre de la Genopole ont été très utiles à nos collègues américains et chinois pour l’annotation du génome de cette espèce.


          Deux autres projets importants ont été menés dans le cadre de la Genopole Montpellier-Languedoc-Roussillon. Le premier concerne la réalisation de 4 000 EST d’un champignon ectomycorrhizien, Hebeloma cylindrosporium, en collaboration avec le groupe d’Hervé Sentenac à l’INRA de Montpellier. Le second est le séquençage du génome complet d’une algue verte unicellulaire, Ostreococcus tauri, d’environ 12,6 Mbp, en collaboration avec l’équipe d’Hervé Moreau, au laboratoire Arago à Banyuls, et de Jacques Demaille à l’IGH de Montpellier.


        


        

          La génomique comparative et le projet EuDicot Map


          Pendant que le consortium AGI séquençait le génome d’Arabidopsis, de nombreux collègues s’intéressaient aux espèces cultivées et en avaient réalisé des cartes génétiques, à l’aide de marqueurs moléculaires. L’ordre des gènes, dans ces espèces, était devenu un centre d’intérêt prioritaire : était-il conservé d’une espèce à l’autre, et, si oui, la connaissance du génome d’Arabidopsis pouvait-elle faciliter l’étude du génome d’autres espèces ? Mike Gale et son équipe, à Norwich, avaient montré que des cartes génétiques sommaires de différentes céréales pouvaient être alignées, suggérant que leurs chromosomes étaient synténiques, c’est-à-dire que leurs gènes y sont dans le même ordre. Quelle était l’étendue de cette synténie lorsqu’on s’adressait à d’autres familles de plantes que les graminées ? Pour tenter de répondre à ces questions, deux projets de cartographie comparée ont été soumis à la CEE, respectivement par Mike Gale pour les graminées représentatives des monocotylédones, et par moi-même pour une série de dicotylédones. Après un premier échec, nos projets ont été financés en 1997.


          Le projet EuDicotMap (European Dicotyledonous Plant Genomes Mapping) consistait à utiliser des EST conservées entre Arabidopsis et riz, et donc, a priori, conservées chez la majorité des espèces, comme marqueurs RFLP communs aux différentes espèces pour positionner les gènes correspondants sur les cartes génétiques de plusieurs dicotylédones cultivées et détecter d’éventuelles colinéarités. Les dicotylédones rassemblent les plantes dont l’embryon possède deux cotylédons, ébauches des premières feuilles. L’embryon des monocotylédones n’a qu’un seul cotylédon, et les graminées en sont l’un des principaux groupes. À l’époque, on savait que des régions colinéaires existaient au sein de quelques familles botaniques, par exemple entre les génomes d’Arabidopsis et de Brassica, diploïdes, ou entre ceux de tomate et piment, mais il n’y avait aucune information sur une synténie entre génomes de familles distinctes. Le consortium EuDicotMap rassemblait huit contractants que j’avais tous précédemment rencontrés. Les espèces ciblées étaient la pomme de terre, avec Christiane Gebhardt à Cologne, le pois, avec Noel Ellis à Norwich, la luzerne sauvage Medicago truncatula, avec Gyorgy Kiss à Szeged en Hongrie, le tournesol et la betterave, avec Simon Berry et Steve Barnes qui travaillaient en Belgique, à Tienen, dans la firme Advanta, le pêcher, avec Pere Arùs, à Cabrils, à côté de Barcelone, les Brassica, avec Martin Trick également à Norwich, et notre laboratoire pour Arabidopsis et riz.


          Le projet a eu du mal à démarrer, d’abord en raison de difficultés techniques, qui ont cependant été assez vite surmontées, mais surtout parce que aucune logique ni aucune relation de colinéarité n’était évidente entre le génome d’Arabidopsis et ceux des autres espèces. La situation s’est brusquement clarifiée lorsqu’il est apparu que le génome d’Arabidopsis était en fait organisé en patchwork de segments chromosomiques dupliqués. À partir de ce moment, cette information a été intégrée dans les analyses. Le nombre de marqueurs communs commençait aussi à être suffisant pour réaliser les tests statistiques permettant d’assurer que, lorsque plusieurs marqueurs étaient groupés sur un chromosome, dans le même ordre, il s’agissait bien d’une observation significative et non d’un simple hasard.


          Des cartes génétiques avec un ensemble de marqueurs communs, couvrant tous les chromosomes de façon à peu près homogène, ont ainsi été produites pour cinq espèces, à l’exception des légumineuses. Outre ces résultats importants, le consortium a montré, pour la première fois, qu’un certain nombre de régions étaient colinéaires d’un génome à l’autre, et que chacun d’eux, tout comme Arabidopsis, présentait des blocs de gènes dupliqués. Plusieurs de ces blocs sont conservés d’une espèce à l’autre. Ainsi, 53 blocs de gènes d’Arabidopsis ont un équivalent chez l’une des espèces cibles : 16 blocs identifiés chez Arabidopsis sont présents chez chacune des cinq espèces, et 32 sont partagés par trois espèces. La mauvaise nouvelle était que cette colinéarité, à la différence de celle observée chez les céréales, n’était pas suffisante pour être exploitable facilement dans les programmes d’amélioration des plantes.


          Scientifiquement, ce programme a été enrichissant malgré quelques sérieuses angoisses pendant sa première moitié. Les cartes réalisées ont été complétées par la suite et ont servi de repères pour séquencer les différents génomes. Le plaisir pris dans cette activité a cependant été tempéré par la lourdeur administrative qu’implique la coordination d’un tel projet.


          Les programmes de recherche européens, comme les programmes nationaux, ont eu un impact considérable sur le progrès des connaissances pendant cette période charnière, mais ils ne sont pas exempts de critiques. L’association quasi obligatoire entre laboratoires publics et entreprises n’est pas saine, car celles-ci, enclines au secret, ne participent pas réellement à la recherche ou ont des exigences d’exclusivité. L’évaluation des projets n’est pas non plus satisfaisante : elle se fait à Bruxelles où un comité d’experts est convoqué pour que les dossiers, confidentiels ne quittent pas les locaux de la DG XII. Le temps consacré à chaque dossier est donc limité et, bien qu’ils soient examinés et notés par plusieurs évaluateurs, les critères pris en compte ne sont pas uniquement scientifiques. La composition des comités d’évaluation laisse également à désirer et j’y ai découvert, à côté de collègues renommés, des évaluateurs professionnels qui n’avaient plus guère de contacts avec la science et représentaient en fait les groupes de pression, des ONG ou la société civile.
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        Le génome du riz et l’aventure asiatique
      


    

      


    


    

      Le souci de ne pas limiter nos recherches à Arabidopsis et les contacts établis avec la communauté travaillant sur le riz nous ont conduits à investir dans la génomique de cette espèce et à lancer des programmes « riz » dans le cadre de Genoplante. Il est utile, à ce stade, d’évoquer la façon dont se sont constitués les liens avec les scientifiques asiatiques, avant de décrire le séquençage du génome du riz.


      

        La découverte de l’Asie


        Mes premiers voyages en Asie sont liés à ma participation au réseau des biotechnologies du riz de la Fondation Rockefeller. La fondation a été déterminante pour le démarrage de cette nouvelle aventure, mais deux directeurs scientifiques des sciences de la vie au CNRS y ont également joué un rôle clé : André Berkafoff, qui m’envoya en mission au Japon, puis, un peu plus tard, Claude Paoletti, qui m’envoya à Taïwan.


        
            
            Établissement de relations avec le Japon

            André Berkaloff était professeur de microbiologie à Orsay et avait été directeur des sciences de la vie du CNRS, entre 1975 et 1980. Il avait mis en place des relations bilatérales, franco-japonaises, avec son collègue Hiroshi Harada. Celui-ci avait occupé un poste de directeur de recherche au CNRS, au Phytotron, à Gif-sur-Yvette, avant de rentrer au Japon au début des années 1980. C’était un spécialiste des cultures de cellules végétales et de l’embryogenèse somatique (production d’embryons, in vitro, à partir de cultures de cellules). De retour au Japon, il avait fondé un laboratoire de biotechnologie végétale à la nouvelle université de Tsukuba, au nord de Tokyo, dont il deviendra vice-président jusqu’à sa retraite. Ils avaient organisé une réunion franco-japonaise à Orsay en 1988, destinée à rapprocher scientifiques français et japonais dans le domaine des biotechnologies végétales, et avaient programmé la mission d’un scientifique français au Japon avec l’ambassade de France à Tokyo. Francis Quétier, professeur à Orsay, avait été pressenti pour l’effectuer, mais il n’a pu se libérer. André Berkaloff m’a proposé de le remplacer.

            Je suis ainsi parti pour deux semaines au Japon, au début d’avril 1989, pour une mission exploratoire. Cette visite a été couplée avec une invitation, par le professeur Takashi Akazawa, qui travaillait sur les α-amylases, à présenter mes travaux au meeting annuel de la Japan Society for Plant Physiology (JSPP) à Nagoya. Cette mission a débuté par une visite à l’ambassade, où le conseiller scientifique était une vieille connaissance, Daniel Pardo, avec qui j’avais appris à réaliser des hybridations Southern, à Marseille, une douzaine d’années plus tôt. Dès le lendemain de mon arrivée je partais pour Nagoya, à la conférence de la JSPP qui rassemblait près de sept cents scientifiques, presque tous japonais. Comme en Europe, c’était l’explosion de l’isolement de gènes, le plus souvent à partir de travaux de biochimie et de purification préalable de protéines relativement abondantes sur de multiples espèces. Les activités de transformation à l’aide d’agrobactéries et les premiers essais de caractérisation des transposons étaient également très bien représentés. J’ai ainsi rencontré nombre de collègues japonais que je reverrai plus tard. Plusieurs conférenciers étrangers avaient été invités. Je retrouvais Jacques-Henry Weil de Strasbourg, qui venait de passer six semaines dans le laboratoire de Masahiro Sugiura. Il connaissait tout le monde dans la communauté des biologistes moléculaires des plantes, et m’a présenté aux quatre collègues américains et anglais présents. Sheng-Fa Yang, de l’Université de Californie à Davis, que je connaissais déjà, était également là. Notre isolement relatif au milieu de centaines de Japonais nous a rapprochés. Un dîner chez Takashi Akazawa nous a tous réunis et m’a fait découvrir comment s’étaient tissés, entre eux, des liens que je n’aurais jamais soupçonnés sans cette soirée. Je profitais de ce voyage à Nagoya pour visiter plusieurs laboratoires à l’université, dont bien sûr, celui de Takashi Akazawa. Masahiro Sugiura, chez qui je discutais avec son postdoc américain, continuait l’analyse des génomes de chloroplastes. Un élève de Nam-Hai Chua clonait des gènes induits par la sénescence, et un autre travaillait sur la transformation par les agrobactéries.

            La suite de ma visite m’a conduit à Kyoto, à l’université préfectorale, où je rendis visite à Kunisuke Tanaka, rencontré quelques semaines plus tôt aux États-Unis lors d’un meeting de la Fondation Rockefeller. Il isolait des gènes de superoxydes dismutases, une famille d’enzymes impliquées dans la tolérance aux stress oxydatifs. L’université préfectorale était particulièrement délabrée et vétuste, mais son laboratoire était bien équipé. J’allais ensuite à la faculté d’agriculture de l’université principale visiter le centre de recherche sur les cultures cellulaires et de tissus, où j’ai découvert un travail sur le clonage de gènes dans la voie de biosynthèse de l’hyoscyamine et de la scopolamine, deux alcaloïdes à effet pharmacologique. Dans ce laboratoire, Hiromichi Morikawa, avait mis au point un canon à particules pour réaliser la transformation des cellules végétales par bombardement, bien avant la commercialisation de ce type d’appareil. Je le rencontrerai à plusieurs reprises et, plus tard, il viendra visiter notre laboratoire. Je rencontrerai également un collègue qui réalisait une des premières cartes génétiques du blé, à l’aide de marqueurs RFLP, ainsi qu’un autre qui caractérisait des gènes d’histones de blé.

            Je ne pouvais passer à Kyoto sans visiter quelques-uns des plus célèbres temples que Kunisuke Tanaka m’emmènera voir, en particulier le Ginkaku-ji, le pavillon d’argent au milieu de son lac, et le Ryoan-ji avec son jardin de pierre zen, au silence impressionnant, si propice à la méditation. Le lendemain je visitais le site historique de Nara en compagnie de Steve Kay, rencontré précédemment à l’Université Rockefeller, également en visite à Kyoto.

            Cette première tournée japonaise a continué par la visite à l’Université de Kobé du laboratoire de Mikio Nishimura et de sa femme Ikuko. Tous deux étaient d’anciens élèves de Takashi Akazawa que j’avais rencontrés en France lors de leur visite au milieu des années 1970. Ils travaillaient maintenant sur les gènes des protéines de réserve de citrouille et sur les gènes des enzymes du cycle glyoxylique, un cycle spécifique aux plantes qui permet la conversion des réserves lipidiques en glucides, lors de la germination des graines. De Kobé, je suis revenu sur Tsukuba. J’y ai visité le laboratoire d’Hiroshi Harada, et discuté avec ses collaborateurs, en particulier Hiroshi Kamada et Hirofumi Uchimiya. Ce dernier, financé par la Fondation Rockefeller, avait présenté un projet d’EST de riz qui m’avait beaucoup impressionné. Quelques années plus tard je visiterai son laboratoire à l’Université de Tokyo et il visitera le nôtre, profitant de l’occasion pour faire l’ascension du Canigou. Hiroshi Kamada travaillait sur l’induction de l’embryogenèse somatique de la carotte, et il ne tardera pas à isoler des ADNc qui ressemblaient beaucoup aux gènes connus de protéines LEA. Tsukuba hébergeait aussi de nombreux instituts de recherche, et je visitais l’un des plus importants, le NIAR (National Institute of Agrobiological Resources). Hiroshi Harada m’a également permis de visiter le Plantech Research Institute de Mitsubishi, à Yokohama, où je serais reçu par un de ses anciens élèves et par Ko Shimamoto, le directeur, un élève de Nam Chua. Ils accueilleront plus tard deux de mes doctorantes en séjour postdoctoral. Finalement, ma mission s’est achevée à Sapporo, dans l’île d’Hokkaido, encore enneigée en ce début avril, pour rencontrer un collègue qui avait caractérisé les gènes d’ARNr de fève.

            Au cours de cette première visite j’ai pu mesurer l’importance des activités de biologie moléculaire et de clonage de gènes sur un grand nombre de modèles. J’ai fait, en quelques jours, une révision quasiment complète des grands thèmes de la physiologie végétale. Curieusement, les travaux sur Arabidopsis restaient encore anecdotiques, alors qu’ils étaient déjà bien lancés en Europe et aux États-Unis. J’ai été frappé par la vétusté de certains locaux, mais tous étaient remarquablement équipés, notamment en séquenceurs d’ADN, alors qu’il n’y en avait encore aucun dans nos laboratoires. Nos collègues semblaient avoir des moyens quasi illimités ! J’ai été frappé par la densité des relations avec l’industrie : beaucoup de jeunes chercheurs étaient rémunérés par des grandes firmes industrielles, et ces dernières plaçaient souvent leur personnel dans les laboratoires universitaires. Finalement, la légende des chercheurs japonais travaillant sans relâche s’est démystifiée : ils passaient effectivement des heures au laboratoire, mais beaucoup y dormaient !

            La première conséquence de cette visite est que j’ai pris en charge pour quelques années l’organisation de rencontres franco-japonaises, largement financées par le Monbusho, le ministère japonais de l’Éducation, où Hiroshi Harada avait ses entrées.

            Dès l’année suivante, en novembre, une réunion franco-japonaise était organisée à Tsukuba, sur les biotechnologies des plantes. Une dizaine de collègues français m’accompagnaient. Cette réunion a permis de conforter les liens établis lors de ma première visite et de rencontrer d’autres chercheurs, dont Kazuo Shinozaki, précédemment rencontré, avec sa femme, à l’Université Rockefeller. Il était installé à l’Institut du Riken à Tsukuba, où il développait un programme proche de nos préoccupations sur la tolérance à la sécheresse et les réponses à l’ABA chez Arabidopsis. Cette réunion de deux jours a été complétée par des visites d’entreprises et de deux instituts à Tsukuba. Mon voyage s’est poursuivi en direction de Mishima, au National Institute of Genetics (NIG), au pied du mont Fuji. Cet institut est le centre japonais pour les ressources génétiques du riz. De Mishima, je me suis ensuite rendu à Okazaki, au National Institute for Basic Biology, un institut moderne et suréquipé. J’y ai retrouvé Mikio et Ikuko Nishimura, qui avaient quitté Kobé. J’y ai rencontré Norio Murata, spécialiste des lipides membranaires et du rôle des lipides dans la tolérance au froid, dont Jean-Claude Kader m’avait beaucoup parlé. Il venait d’isoler les ADNc de deux enzymes clés dans la biosynthèse des lipides. J’ai poursuivi ma mission en direction de Nagoya, où je visitais à nouveau le laboratoire de Takashi Akazawa. À la différence de la plupart des laboratoires japonais, celui de Takashi Akazawa accueillait plusieurs étrangers, un postdoc canadien, un postdoc français et un étudiant espagnol, avec qui je resterai en contact. À Nagoya et à Kyoto je reverrai plusieurs collègues rencontrés lors de ma première visite. Leurs progrès étaient impressionnants. Kunisuke Tanaka avait caractérisé plusieurs gènes de superoxyde dismutase d’épinard. Il développait aussi un projet, sur les lipoxygénases et les gènes des enzymes de la voie de biosynthèse des stérols. Les membres de la mission ont visité d’autres sites et établi d’autres contacts. Globalement, cette nouvelle visite confirmait le dynamisme japonais en matière de biologie moléculaire végétale et de clonage de gènes de plantes et le décalage grandissant, malgré nos efforts, avec les laboratoires français. Elle a jeté les bases de contacts relativement réguliers, avec quelques-uns des laboratoires visités, et a commencé à m’introduire auprès de collègues qui seront des acteurs majeurs de la génomique du riz.

            Quelques points saillants de la dizaine de voyages que j’ai effectuée méritent d’être mentionnés.

            Dès l’année suivante, j’ai organisé, à Canet-en-Roussillon une rencontre franco-japonaise, qui a accueilli une demi-douzaine de Japonais, pour l’essentiel des membres du laboratoire d’Hiroshi Harada, et une dizaine d’intervenants français. La même année, j’ai été invité quinze jours par la Japan Society for the Promotion of Science, pour compléter mes visites et consolider les bases de la collaboration. J’y suis en fait resté un mois et j’ai organisé mes visites de telle façon que je remplisse le programme scientifique du mardi au vendredi et que je puisse découvrir les sites touristiques pendant les week-ends, avec ma famille. Notre voyage a débuté à Kyoto, puis nous sommes allés à Hiroshima, où Hiromichi Morikawa venait de s’installer. J’ai visité son laboratoire et le très impressionnant et émouvant mémorial de la bombe atomique. Le retour à Tokyo s’est effectué par une étape au pied du mont Fuji. Sur le plan scientifique, mes contacts avec les collègues précédemment rencontrés ont été renforcés, mais, en plus, j’ai visité deux nouveaux sites à Tsukuba, importants pour l’avenir. D’abord l’Institut Riken, où Kazuo Shinozaki m’a reçu et présenté son travail sur l’adaptation d’Arabidopsis à la sécheresse, avec toute une série de gènes, dont certains étaient identiques à ceux que nous découvrions en isolant les gènes de protéines de fin de maturation de la graine. Il commençait à en étudier la régulation par l’acide abscissique, ce qui allait le conduire à découvrir les gènes régulateurs DREB (Dehydration Responsive Element Binding Factor), codant des facteurs de transcription. Le second site visité a été le STAFF Institute (Society for Techno-innovation of Agriculture, Forestry and Fisheries) qui hébergeait le Rice Genome Project (RGP), lancé en octobre 1991. Le STAFF Institute était une structure semi-privée, financée par le ministère de l’Agriculture, des Forêts et des Pêcheries au travers du NIAR et par la Japan Racing Association, l’équivalent de notre PMU. Takuji Sasaki, le responsable du projet de séquençage du génome du riz, commençait un projet d’EST, similaire au projet que nous lancions en France sur Arabidopsis et développait un programme de cartographie RFLP du riz qui servirait de base au séquençage du génome. Grâce à cette rencontre, nous avons constamment maintenu le contact entre le programme d’EST d’Arabidopsis et celui sur le riz. Takuji m’a invité en 1994 à donner une conférence au STAFF, puis à participer en 1999 à la réunion de lancement du consortium international mis en place pour séquencer le génome du riz, où je représentais la France.

            Plusieurs rencontres franco-japonaises ont été organisées au cours des années suivantes. L’une d’elles l’a été en marge du Congrès international de botanique qui s’est tenu à Yokohama en 1993. Une vingtaine de Français y avaient été invités comme conférenciers. C’est à la suite de ce congrès que j’effectuerai mon premier voyage en Chine. Nous en avons organisé une autre en 1997 avec Hiroshi Kamada à Tsukuba, avec une délégation française de douze personnes, principalement des collègues ayant déjà des relations avec le Japon ou désireux d’en établir. Le conseiller en charge de la biologie à l’ambassade était à nouveau un collègue, que j’avais connu quand il était chercheur à l’INRA à Bordeaux, travaillant sur la germination du tournesol. Il est venu assister à la quasi-totalité de notre réunion, dont il connaissait pratiquement tous les participants. Après cette rencontre, j’ai visité le Kazuza DNA Research Institute (KDRI), situé dans la banlieue de Tokyo, à Chiba. Ce centre était indépendant du RGP, et travaillait sur le génome d’Arabidopsis, comme membre du consortium AGI. Il jouera plus tard un rôle déterminant en séquençant le génome du lotier, petite légumineuse voisine de la luzerne, et plusieurs autres génomes végétaux, dont ceux de la fraise, du cerisier et de la rose. J’ai revisité, à cette occasion, le RGP et le Riken. Le RGP était encore monté en puissance avec une quinzaine de séquenceurs automatiques et plusieurs robots. De plus, un important budget pour commencer à séquencer le génome du riz avait été sécurisé ; la stratégie retenue était la même que pour le génome d’Arabidopsis. Au Riken, j’ai passé un long moment à discuter avec Kazuo Shinozaki, toujours aussi productif. Son groupe comprenait une trentaine de personnes et il déchiffrait les voies de signalisation par les Map-kinases, enzymes de phosphorylation des protéines, impliquées dans la réponse aux stress. J’ai ensuite visité le NAIST (Nara Advanced Institute for Science and Technology) à Nara, ouvert depuis peu, et rencontré plusieurs collaborateurs de Ko Shimamoto, qui était devenu le directeur du département de biologie végétale, après avoir quitté Plantech. L’institut est flambant neuf, très bien équipé, entièrement consacré à la recherche et n’accueille que des étudiants en PhD. Les travaux qui y sont menés sont de toute première qualité.

            L’année suivante, j’ai été convié au meeting annuel du RGP, pour parler des EST d’Arabidopsis et du début du séquençage génomique, et le CNRS a organisé à Tokyo un meeting bilatéral sur le séquençage des génomes, auquel j’ai participé.

            En 2001 le consulat du Japon à Marseille a organisé un workshop sur les biotechnologies : j’y ai retrouvé mon ami Daniel Pardo. La même année, j’ai organisé une nouvelle réunion, à Prades. Cependant la motivation n’était plus vraiment là, mes premiers partenaires japonais restant résolument dans leur petit cercle, échangeant les informations au minimum. Mon intérêt s’était davantage tourné vers les équipes du RGP et du NIAR en charge du séquençage du génome du riz, et en direction du Riken. Plusieurs autres réunions franco-japonaises sont encore organisées, assez régulièrement, par d’autres collègues plus motivés.

            Mon centre d’intérêt principal s’était déplacé vers la génomique : je suis retourné encore deux fois à Tsukuba, en 1999, pour le lancement du consortium international de séquençage du génome du riz, puis en 2007 pour le 5e symposium de génomique fonctionnelle du riz.

            Toutes ces missions ont constitué une fantastique opportunité de rencontrer des nouveaux collègues, très actifs, dont certains ont été des acteurs majeurs de la découverte des gènes et des génomes de plantes. Ce furent aussi des voyages particulièrement intéressants et enrichissants sur le plan culturel.

          


        
            
            Une relation privilégiée avec Taïwan

            La façon dont les liens se sont établis avec les Taïwanais mérite d’être racontée car elle illustre le rôle et la personnalité de Claude Paoletti. Plusieurs des collègues que j’y ai rencontrés ont joué des rôles clés dans la découverte des gènes du riz et des orchidées.

            Mon premier voyage au Japon avait eu lieu à Pâques 1989. Un soir de mai 1991, le téléphone sonne peu après 19 heures, alors que je m’apprête à quitter le laboratoire : à ma grande surprise, c’est Claude Paoletti, le directeur des sciences de la vie, qui m’appelle. S’engage alors une conversation à peine croyable :

            « Allô, Michel, vous êtes bien allé au Japon ?

            – Oui, monsieur le directeur, je vous y ai même rencontré, il y a quelques semaines, à l’ambassade de France.

            – Ah oui, c’est vrai ! Alors vous connaissez bien l’Asie ?

            – Pas vraiment, monsieur le directeur, juste quelques laboratoires au Japon.

            – Cela ne fait rien, j’ai besoin de vous pour aller à Taïwan. Je suis convaincu que Taïwan est la porte d’entrée pour la Chine continentale dans quelques années. Je veux savoir ce qu’il s’y passe, avec qui on peut collaborer et établir un partenariat. La Chine dans vingt ans sera un acteur majeur en sciences et il faut préparer tout cela. Je veux envoyer une délégation à Taïwan et je veux que vous en fassiez partie.

            – Mais, monsieur le directeur, je ne connais personne à Taïwan, et avant d’accepter cette mission, j’aimerais en parler avec mon épouse.

            – Cela ne fait rien, vous vous débrouillerez. De toute façon, vous n’avez pas le choix et votre billet d’avion est déjà réservé ! Vous partez dans trois semaines. »

            Et, sur ces entrefaites, il me souhaite une bonne soirée, me remercie pour mon aide et raccroche avant que j’aie pu élever la moindre protestation !

            Le lendemain je contacte deux collègues américains dont je savais qu’ils avaient des liens avec Taïwan. Je les contacte par fax, car nous n’avions pas encore de liaison Internet. J’avais rencontré David Ho à Strasbourg en 1975, puis à Saint-Louis, et Ray Wu lors des meetings de la Fondation Rockefeller. Je leur ai demandé de m’indiquer les bons laboratoires à visiter à Taïwan. Quelques jours plus tard, chacun d’eux m’envoie une liste, presque identique, d’une douzaine de noms. Dans la semaine qui suit, je soumets à Bertrand Jordan, notre chef de délégation, les noms des collègues que je souhaitais rencontrer. Je connaissais Bertrand, pour avoir fait un stage dans son équipe à Marseille en 1978. Il était polytechnicien, spécialiste de la physique des particules, mais François Gros l’avait « converti » à la biologie moléculaire. Il était déjà très impliqué dans ce qui allait devenir la génomique, et avait entrepris une tournée sabbatique dans les principaux laboratoires mondiaux qui développaient le séquençage. Outre Bertrand, la délégation comprenait quatre autres membres : Christian Auclair, pharmacologue à l’Institut de cancérologie Gustave-Roussy, Bernard Kloareg, algologue à la station biologique de Roscoff, Sylvie Dufour, endocrinologue des poissons au Museum national d’histoire naturelle, et moi-même. À Taipei, nous avons été accueillis par Bertrand Jordan, arrivé quelques jours plus tôt, et les officiels du National Science Council (NSC).

            Le voyage a été très enrichissant. J’ai visité plusieurs groupes à l’Institut de botanique et à l’Institut de biologie moléculaire (IMB) de l’Academia Sinica, à la National Taiwan University (NTU), au DCB (Development Center for Biotechnology) et à la National Chung Hsing University (NCHU) de Taichung ; j’y ai présenté nos travaux. Mon principal interlocuteur était Hsin-Kan Wu. Nous avons convenu d’essayer de développer des collaborations entre nos deux pays dans le domaine de la biologie végétale. À l’Institut de botanique, j’étais particulièrement intéressé par les protéines LEA de soja, avec Caroline Yue-Ie Hsing, et par la cytogénétique du riz, avec Hsin-Kan Wu ; à l’IMB, par les α-amylases de riz, avec Su-May Yu et par la réponse morphogénétique d’une fougère aquatique, Marsilea, à l’ABA avec Bai-Ling Lin. Caroline Hsing deviendra progressivement le leader taïwanais de la collaboration en biologie végétale. Elle venait de s’illustrer par la publication dans Nature d’un article sur la culture in vitro du ginseng et elle s’intéressait à la biologie moléculaire de la graine de soja. Les échanges ont également été riches avec les autres membres de la délégation, car nous venions tous d’horizons différents. Nous nous retrouvions chaque soir ou presque pour échanger et rendre compte de nos visites à Bertrand.

            Depuis cette première visite, je suis revenu à Taïwan pratiquement chaque année pour des visites de durées variées.

            L’année suivante, le CNRS a invité Hsin-Kan Wu à venir en France et lui a fait visiter ses laboratoires parisiens, strasbourgeois et toulousains. J’irai le rencontrer à Toulouse et nous décidons que j’irai passer un mois dans son laboratoire, reproduire avec un ADN satellite de riz que nous avions isolé, des expériences d’hybridation in situ qu’il venait de publier avec Ray Wu. En fait, j’ai travaillé avec sa jeune collaboratrice, que je verrai ensuite régulièrement à presque chaque visite. Pendant ce séjour, nous avons décidé d’organiser en 1994 un atelier franco-taïwanais à l’Academia Sinica. Une douzaine de chercheurs taïwanais y ont participé et, côté français, j’avais entraîné avec moi deux collègues de l’IBMP de Strasbourg, deux collègues de Toulouse ainsi que Jean-Claude Kader, dans l’espoir qu’ils établissent, eux aussi, des collaborations avec les laboratoires taïwanais. Cet espoir ne s’est pas vraiment concrétisé car nos laboratoires étaient sollicités de tous côtés pour des collaborations tous azimuts, et nous devions faire des choix.

            Lors de cette visite, Hsin-Kan Wu nous a emmenés, Jean-Claude Kader et moi, à Tainan. Nous y avons visité le campus de l’Université nationale Cheng Kung (NCKU) et les installations de Taiwan Sugar Corporation, où nous avons été reçus par Wen-Huei Chen. Taiwan Sugar Corporation était la principale entreprise sucrière de Taïwan, propriétaire de nombreuses plantations de canne à sucre. Cette industrie n’étant plus rentable, ses responsables avaient décidé de se lancer dans l’amélioration des orchidées et avaient vendu les terres au district de Tainan, qui allait y construire un nouveau Science Park, après celui de Hsinchu. Wen-Huei Chen était sélectionneur et il nous a entraînés dans la serre où il cultivait les différentes orchidées qui entraient dans son programme de recherche. Ce fut un éblouissement… et le début de mon intérêt pour les orchidées. La serre était pleine d’orchidées diverses et variées, la plupart en fleurs, constituant le matériel sur lequel reposait le travail de sélection. Je reverrai Wen-Huei à de nombreuses reprises. Il est devenu un personnage clé de l’amélioration de la superbe orchidée Phalaenopsis aphrodite à Taïwan, et il est toujours très présent dans toutes les manifestations liées aux orchidées.

            Pendant plusieurs années, la seule collaboration franco-taïwanaise en biologie végétale a été celle que j’ai eue avec Caroline Hsing. Elle a débuté par un financement modeste, dans le cadre d’accords bilatéraux entre le ministère des Affaires étrangères et le NSC, nous offrant à chacun un voyage par an et quelques frais de séjour. Cette collaboration portait essentiellement sur l’étude conjointe des protéines LEA de soja et d’Arabidopsis. Nous avons comparé les séquences, discuté les avancées de la littérature, échangé sondes et anticorps, et progressé sur la régulation de ces protéines par l’ABA. Un de ses étudiants est venu à plusieurs reprises travailler à Perpignan, sur les mutants d’Arabidopsis, et une de mes collaboratrices est allée visiter son laboratoire. Nous avons échangé régulièrement sur les avancées du programme de séquençage du génome d’Arabidopsis et nous voyions poindre à l’horizon le projet de séquençage du génome du riz, que nos collègues japonais avaient initié avec leur programme d’EST. Elle commençait également à avoir des pressions insistantes de sa hiérarchie pour s’intéresser au riz. Nous nous retrouvions aussi dans différents congrès, hors Taïwan.

            La collaboration entre nos deux pays a été confortée également par d’autres échanges. En effet, les accords signés entre le NSC et le CNRS prévoyaient le financement de séjours de courte durée de jeunes chercheurs taïwanais en France ainsi qu’une bourse de thèse chaque année dans les domaines ciblés par notre délégation. Caroline m’a présenté Hui-Ju Wu, une élève de son mari, professeur au département d’agronomie de NTU, qui était volontaire pour faire une thèse en France. Elle a été interviewée, séparément, par Bertrand Jordan et moi-même, a appris un peu de français et, après un processus de sélection stressant (car il y avait plusieurs candidats pour une seule bourse), elle a eu le feu vert pour venir à Perpignan et commencer une thèse financée par le CNRS en septembre 1995. Elle a participé au projet de séquençage du génome d’Arabidopsis, en particulier autour du gène Em sur le chromosome 3. Ce fut l’une de mes meilleures étudiantes, brillante et timide ; elle a soutenu sa thèse rédigée dans un français presque sans faute. Elle devait repartir à Taïwan, après sa thèse, mais, elle a décidé de faire un séjour postdoctoral aux États-Unis, à l’Université Rutgers dans le New Jersey, puis à l’Université Cornell, chez un collègue phytopathologiste. Malheureusement le sujet qui lui a été confié était difficile et n’a pas produit les résultats escomptés. Après deux ans à Cornell, elle a abandonné la recherche, découragée, et a suivi une formation juridique sur les brevets. Elle a rapidement trouvé un poste dans un cabinet d’avocats spécialisé en droit des brevets dans la région de Washington, où elle est toujours.

            En octobre 1999, c’est une collègue de l’Université NCKU de Tainan, Hong-Hwa Chen, qui vient passer quatre mois à Perpignan. Je l’avais précédemment rencontrée lors d’une visite à Tainan, où elle collaborait déjà avec Wen-Huei Chen. La relation avec Hong-Hwa, et plusieurs de ses élèves allait être un des points les plus intéressants de ma collaboration avec Taïwan. Dans notre laboratoire, elle a initié le travail de cartographie physique du chromosome 12 de riz, avec Richard Cooke. Sans sa présence dans notre laboratoire, nous aurions eu beaucoup de difficultés à assurer ce travail. Pendant son séjour, nous avons beaucoup discuté des orchidées. À son retour à Taïwan, elle a été associée au programme de séquençage du chromosome 5 du riz, et a ainsi été en contact avec les principaux acteurs de la génomique du riz, contacts qui allaient lui servir pour développer ses projets sur Phalaenopsis. Plusieurs de ses étudiants viendront se former en bio-informatique à Perpignan dans le cadre d’une collaboration sur les éléments transposables de cette espèce. Un peu plus tard, c’est une postdoc, Ching-Ming Cheng, qui est venue travailler dix-huit mois avec nous dans le groupe de Martine Devic, avant de passer deux ans à l’INRA d’Avignon, et de finalement obtenir un poste d’assistant-professeur à l’université bouddhiste Tzu Chi à Hua-Lien. Elle a caractérisé dans notre laboratoire le gène d’une protéine nucléolaire de fonction inconnue, DOMINO, dont la mutation provoque l’avortement des embryons au stade globulaire.

            J’ai également interagi avec Bai-Ling Lin que j’avais rencontrée dès ma première visite à l’IMB, alors qu’elle travaillait sur les réponses morphogénétiques de la fougère aquatique Marsilea à un traitement par l’ABA. Nous avons collaboré à l’identification des protéines de choc thermique Hsp70 dans le génome d’Arabidopsis et montré qu’elles constituaient une petite famille multigénique d’une dizaine de membres. Après avoir quitté l’IMB, elle est devenue directrice scientifique du DCB, puis a pris un poste au Genomics Research Center de l’Academia Sinica, nouvellement créé, où elle s’occupe du suivi du portefeuille de brevets et réalise la prospective scientifique d’un laboratoire d’instrumentation. Elle m’accompagnera dans plusieurs déplacements à Taïwan et me fera visiter les environs de Taipei pendant les week-ends. Elle est venue plusieurs fois à Perpignan.

            Indépendamment de ces collaborations directes, Caroline a toujours pris soin de me faire visiter un certain nombre de collègues à la NTU à Taipei, à Taichung, Hsinchu, Tainan, Hua Lien, Taitung ou Chiayi. À la NTU, la première Université de Taïwan, j’ai rencontré Chu-Yung Lin. Il avait découvert les protéines de choc thermique chez le soja, alors qu’il était dans le laboratoire de Joe Key à l’Université de Géorgie. Il était académicien et m’a toujours très courtoisement reçu. Je suis allé à la NTU presque à chaque voyage, et j’y ai visité plusieurs instituts : le bâtiment des sciences de la vie, le département d’agronomie et l’Institut des biotechnologies.

            Lors d’une visite à Taipei, fin 1997 ou début 1998, j’ai eu une longue discussion avec Sheng-Fa Yang que j’avais déjà rencontré plusieurs fois. Il était reconnu pour avoir découvert le cycle de l’éthylène, l’une des principales hormones végétales, impliquée dans la croissance, la réponse aux pathogènes et la communication entre individus. Il était d’une grande ouverture d’esprit et j’appréciais toujours de le rencontrer, même brièvement. Il venait de prendre sa retraite à Davis et était revenu à Taïwan. Il avait monté un petit laboratoire à l’Institut de botanique, où il travaillait avec une postdoc, Shu-Hsing Wu. Surtout, il était devenu vice-président de l’Academia Sinica et avait donc une influence considérable sur les orientations et décisions stratégiques de cette institution. Il m’a longuement interrogé sur le programme de séquençage du génome d’Arabidopsis ; il voulait savoir comment il fonctionnait, qu’est-ce que nous apprenions, pourquoi un projet de séquençage du génome du riz était scientifiquement important et, surtout, fallait-il que Taïwan s’engage dans un tel projet ? À ce moment, il n’y avait encore aucun séquenceur automatique à l’Academia Sinica, ni à l’Institut de botanique, ni à l’IMB. Il était au courant du programme Arabidopsis par Shu-Hsing Wu qui rentrait du laboratoire de Shauna et Chris Somerville à Stanford. J’ai argué que le riz était prêt à être séquencé, selon la même stratégie qu’Arabidopsis, que son génome allait servir de modèle pour les génomes de céréales, que c’était une culture essentielle pour Taïwan et que, politiquement, Taïwan ne pouvait se permettre d’être absent d’un consortium international alors que la Chine continentale y participerait. J’ai dû être convaincant, et sans doute surtout mes collègues Caroline, Shu-Hsing et quelques autres, car peu après la décision a été prise de créer et d’équiper un centre de séquençage à l’Institut de botanique et de se porter volontaire pour séquencer le chromosome 5, dans le cadre du consortium public international qui se créait. Sheng-Fa Yang sera aussi à l’origine du développement du Science Park de Tainan, dont il était originaire. Il me le fera visiter, au tout début des travaux, alors qu’il n’y avait qu’un bâtiment administratif et quatre ou cinq bâtiments, au milieu de nulle part, dans les anciens champs de canne à sucre. En 2017 et 2018, j’y suis retourné : c’était une véritable ville, avec des usines, des laboratoires de recherche de la NCKU, de l’Academia Sinica ou d’entreprises privées, un musée, une gare TGV… !

            Le travail de séquençage du chromosome 5 a démarré doucement. Nous participions, Caroline, le responsable officiel du projet taïwanais et moi-même, au meeting de la Fondation Rockefeller, à Phuket en Thaïlande, lorsque le terrible tremblement de terre de 1999 a eu lieu. Un peu plus tard, j’ai appris que les deux séquenceurs automatiques qui venaient d’être installés étaient tombés de la paillasse et étaient hors d’état ! Ils ont été remplacés rapidement et le projet a démarré, en collaboration avec les collègues japonais et américains. Bien que n’ayant pas été impliqué dans le projet de séquençage génomique du riz au-delà du début de cartographie physique du chromosome 12, j’ai suivi les progrès taïwanais, qui ont été impressionnants. La collaboration sur le riz s’est poursuivie de différentes façons. Ayant réalisé que nous ne ferions pas partie du projet de séquençage génomique, assuré par Genoscope, j’ai œuvré pour mettre en place, dans le cadre de Genoplante et de la Genopole Montpellier-Languedoc-Roussillon, des projets d’analyse fonctionnelle de ce génome, dont certains ont recoupé ceux de Caroline. Elle a construit une collection de mutants d’insertion, TRIM (Taiwan Rice Insertion Mutants), en collaboration avec Su-May Yu, similaire à celle de Genoplante. Nous avons œuvré, tous les deux, au sein du consortium Rice Functional Genomics, pour que nos deux collections, ainsi que d’autres, réalisées par des collègues chinois, américains, japonais, coréens et australiens, soient mises dans le domaine public et servent au plus grand nombre. Après que j’eus arrêté mes activités de recherche, la collaboration s’est poursuivie avec mon collègue Olivier Panaud, qui a pris le relais à la tête de l’équipe de génomique à Perpignan.

            Notre collaboration a été récompensée en 2007 par l’obtention du grand prix de la Fondation franco-taïwanaise, alimentée conjointement par l’Académie des sciences et le NSC taïwanais. Cette distinction nous vaut chaque année d’avoir un voyage chacun, financé pour nous rencontrer et alimenter la collaboration. Avec Caroline, avec Hong-Hwa Chen et avec une collègue de l’Université nationale Tsing Hua (NTHU) à Hsinchu, nous avons organisé, à Taipei, Tainan ou Hsinchu, plusieurs cours pour étudiants avancés sur les progrès en biologie moléculaire des plantes, sur la génomique, mais aussi sur la façon de rédiger des articles scientifiques ou encore sur des questions d’éthique scientifique. Ces cours ont souvent permis de tisser des liens d’amitié avec des étudiants et étudiantes qui m’ont accompagné dans mes déplacements, m’ont emmené dans leurs familles et sont parfois venus me rendre visite à Perpignan.

            Mentionnons une dernière rencontre, avec une ancienne étudiante du DEA de Montpellier que j’ai retrouvée en 2014, après sa nomination comme assistante-professeure au département d’agronomie de la NTU, Yung-Fen Huang. Je l’avais perdue de vue après le DEA, jusqu’à la voir réapparaître à l’un de mes séminaires à Taipei. Elle avait fait sa thèse, avec l’un de mes anciens thésards, Patrice This, chercheur à l’INRA à SupAgro, sur les éléments transposables de la vigne, puis elle avait fréquenté le laboratoire de génétique quantitative de la ferme du Moulon sur le plateau d’Orsay, avant de partir plusieurs années au Canada, où elle a travaillé sur la génomique de l’avoine. Nous nous sommes retrouvés avec plaisir, je l’ai présentée à Caroline et à plusieurs autres collègues taïwanais, et j’ai essayé de favoriser sa réinsertion dans la communauté taïwanaise.

            Notre souci constant a été d’élargir le cercle des collaborations franco-taïwanaises, ce que nous n’avions pas réussi initialement, mais à la suite de nos visites respectives et des workshops que nous avons organisés à Taïwan ou en France, plusieurs collaborations bilatérales sont maintenant bien établies entre des laboratoires français et plusieurs groupes taïwanais, sur la biologie de la méiose, sur la génomique de la tomate, sur la nutrition azotée, sur la réponse aux stress, ou encore la dynamique des transposons et la génomique du riz. Ces nouvelles collaborations impliquent elles aussi des échanges d’étudiants et de chercheurs entre les deux pays.

            Au total, cette collaboration franco-taïwanaise, initiée de façon improvisée il y a maintenant près de trente ans, a été extraordinairement fructueuse, scientifiquement et humainement. Elle m’a amené à voyager dans toute l’île, et à en découvrir les beautés et richesses culturelles et touristiques.

          


        

          La découverte de la Chine


          Mon premier voyage en Chine remonte à 1993. J’ai profité de ma participation au XVe Congrès international de botanique à Yokohama pour honorer les invitations que m’avaient adressées des collègues de l’Institut de génétique et de l’Institut de microbiologie de la Chinese Academy of Sciences (CAS) à Pékin, rencontrés lors des meetings de la Fondation Rockefeller. Leurs laboratoires étaient encore pauvrement équipés, avec des appareils PCR bricolés, où les changements de cycles se faisaient manuellement ! Ce fut aussi mon premier contact avec Pékin, dont je visitais les principaux sites. À l’époque, il n’y avait pratiquement pas de circulation et très peu de voitures.


          En 1995, Pat Heslop-Harrison me contacte pour faire partie d’une délégation de la CEE qui devait se rendre à Pékin et Shanghai, pour discuter d’éventuelles collaborations avec l’Europe. Il travaillait à Norwich au JIC sur des séquences d’ADN répétées. La délégation comprenait une petite douzaine de scientifiques, tous passionnés par la génomique naissante. Je connaissais déjà la majorité d’entre eux. Mike Gale, du Cambridge Laboratory au JIC, était sans doute le plus connu. C’était un cytogénéticien du blé ; il a été directeur du JIC et responsable du département céréales jusqu’en 1999, très impliqué dans la cartographie du blé et fondateur du consortium international ITMI (International Triticeae Mapping Initiative). Je l’avais rencontré maintes fois, à Cambridge au PBI, puis à Norwich, dans les meetings de la Fondation Rockefeller, et dans les congrès de génomique des plantes. Il est malheureusement disparu trop tôt, emporté par un accident cardiaque en 2009. Il y avait aussi un collègue allemand qui avait isolé le premier gène de résistance à un nématode de la betterave, une collègue danoise, qui travaillait sur le mildiou et autres champignons pathogènes des céréales, un Irlandais qui avait fait partie du consortium ESSA de séquençage du génome d’Arabidopsis, et un Hollandais que j’avais rencontré en rendant visite à Maarten Koornneef et qui travaillait sur la cartographie génétique de la tomate. Il y avait également trois autres collègues, un Allemand, une Italienne et un Espagnol que je ne connaissais que de nom. Nous avons les uns et les autres présenté nos travaux, mais, en face de nous, il y avait surtout des administratifs et des cadres de l’Académie des sciences chinoise qui ne faisaient plus de recherche. Ils nous ont ensuite emmenés à Shanghai, pour visiter le centre de séquençage dirigé par Guo-Fan Hong, un élève de Fred Sanger et le premier à avoir fait du séquençage d’ADN en Chine. J’y sympathiserai avec son bras droit, Bin Han.


          Je suis revenu à Shanghai en 1999, invité par la compagnie finlandaise Cultor, dont le directeur scientifique n’était autre que mon ami Daniel Pardo, qui m’avait recruté comme consultant. Cultor était une petite compagnie de biotechnologie, filiale du groupe agroalimentaire Danisco, spécialisée dans les produits et enzymes pour animaux de ferme, localisée dans la banlieue d’Helsinki. J’ai été content et amusé de revoir Daniel Pardo, changé en homme d’affaires, après avoir été trotskiste à l’université de Perpignan en 1968, chercheur au CNRS, puis diplomate au Japon ! Nous avons été reçus par des membres de la CAS et avons visité quelques installations universitaires. J’en ai profité pour rendre visite à Bin Han au centre de séquençage devenu National Centre for Gene Research, où il avait succédé à Guo-Fan Hong. J’ai prolongé cette visite par deux jours à Wuhan, à l’Université agronomique Hua Zhong, invité par le patron de la biologie moléculaire végétale locale, Qifa Zhang. Il était aussi une vieille connaissance dont j’avais suivi les travaux de cartographie RFLP quand il était postdoc aux États-Unis. Il faisait partie du réseau de la Fondation Rockefeller, et nous avions sympathisé. C’était également un membre du Parti communiste chinois, et il était particulièrement bien financé par les programmes stratégiques du gouvernement. Il jouera dans les années qui suivront un rôle de tout premier plan dans la percée chinoise en matière de génomique végétale, et sera élu président de l’ISPMB. Je voulais le rencontrer car quelques mois plus tard j’organisais avec lui, Mike Gale et Bin Han, une nouvelle rencontre Chine-Europe, précisément à Wuhan.


          Ce séminaire, à la différence de celui de Pékin, a été une véritable réunion scientifique, particulièrement intéressante et riche de contacts. Outre Mike Gale, la délégation européenne comprenait une dizaine de membres, tous intéressés à des collaborations avec des partenaires chinois. C’est lors de cette réunion que j’ai réellement fait connaissance avec Bin Han. Il avait fait sa thèse au JIC, au Sainsbury Laboratory sur la génétique de Xanthomonas campestris. Lui aussi s’était beaucoup plu à Norwich. Il était devenu le bras droit de Guo-Fan Hong et sera par la suite partenaire du consortium international de séquençage du génome du riz, avant de séquencer le génome du bambou et d’être parmi les premiers à reséquencer des centaines de variétés de riz pour en isoler, par cartographie d’association, toute une série de gènes importants pour l’agronomie et la domestication du riz. Cette réunion a été un succès car plusieurs de mes collègues ont obtenu des contrats CEE-Chine, ou ont sélectionné des doctorants ou des postdocs qui ont travaillé avec eux. La réunion s’est tenue dans l’hôtel où nous logions, mais nous avons eu une visite de la journée à l’Université Hua Zhong qui nous a permis de découvrir l’environnement de Qifa Zhang et de ses collègues : des labos bien équipés, modernes, avec une foule d’étudiants, en master et PhD, qui chacun avait un sujet, mais qui nous ont paru peu encadrés. De nombreuses pistes étaient suivies, sans succès, mais, sur le nombre, quelques-unes réussissaient. Un tel mode de fonctionnement est difficilement imaginable en Europe, car il représente une déperdition d’énergie et une gabegie financière, mais les étudiants qui survivaient à ce mode de sélection étaient vraiment très bons. Nous avons également pu visiter les rizières environnantes et les installations de pisciculture associées. À la suite de cette réunion, j’ai fait inviter Bin Han à Annecy, pour une réunion France-Chine, organisée par le CNRS à la Fondation Mérieux, sur les génomes humains, animaux, végétaux et microbiens. Il était accompagné de sa femme et de son jeune fils, et, pendant que nous travaillions, ma femme leur a fait visiter la région.


          Courant 2000, c’est Franck Cannon, le directeur de l’EMBO, qui me contacte, pour faire partie d’une délégation européenne qui se rendait à Kunming, pour y échanger avec les partenaires chinois. Franck Cannon était un spécialiste de la fixation symbiotique de l’azote. Avant de prendre la responsabilité de l’EMBO, il travaillait au laboratoire de fixation de l’azote de Brighton. L’essentiel de la délégation était composé de biologistes moléculaires animalistes et d’immunologistes, et les plantes n’ont suscité que peu d’intérêt. Nous avons visité le centre de fabrication des vaccins, un bâtiment ultramoderne, très bien équipé, aseptisé, et doté d’une impressionnante animalerie où étaient élevés des centaines de macaques. Nous sommes restés trop peu de temps pour visiter la ville et ses environs, qui ont la réputation d’être magnifiques, au milieu des montagnes du Yunnan. Sitôt la réunion terminée, je me suis envolé pour Guang Zhou, où j’étais invité à la South China Agricultural University (SCAU) par un collègue rencontré précédemment à Tsukuba. Il avait développé des méthodes de transformation du riz qui lui permettaient de transférer plusieurs gènes à la fois. Arrivé à l’aéroport, mon hôte n’est pas là pour m’accueillir. Grâce à quelques jeunes qui changeaient des dollars au marché noir, j’ai pu me loger et rejoindre son laboratoire le lendemain matin. Malgré une panne d’électricité qui a perturbé mon séminaire, nous aurons une discussion et une journée très intéressantes, avec visite du superbe campus arboré de la SCAU, avant qu’il ne me reconduise en fin d’après-midi à l’aéroport, d’où je rejoindrai Hong Kong et Paris. Cette aventure et quelques autres à Taïwan m’ont convaincu que quelques notions de mandarin seraient quand même bien utiles, et j’ai pris des cours une fois la retraite arrivée !


          Ma dernière visite en Chine remonte à 2002, avec ma participation au congrès Rice Genetics à Pékin. J’y retrouverai une douzaine de collègues de l’IRD et du Cirad, ainsi que les membres du consortium de séquençage du génome du riz. J’y retrouverai aussi mes amis taïwanais. Le colloque a été d’un très bon niveau scientifique, mais j’y ai surtout été marqué, comme beaucoup, par le discours inaugural du président Chinois, Jiang Zemin, scandant pendant quarante minutes que le génome du riz était l’affaire des Chinois ! J’ai aussi été frappé par l’incroyable mutation de la ville de Pékin, complètement paralysée par le trafic automobile, ceinturée par deux ou trois boulevards périphériques supplémentaires, bordés d’immeubles d’habitation, d’hôtels, de banques… La ville que j’avais connue en 1993 était tout simplement méconnaissable. Les habitations traditionnelles du centre-ville avaient été rasées, remplacées par des immeubles de bureaux, des banques et des centres commerciaux. Seules la place Tian’anmen et la Cité interdite paraissaient inchangées, aux embouteillages près !


          Ces quelques visites en Chine n’ont pas donné lieu, du moins en ce qui me concerne, à ce que Claude Paoletti en attendait, en m’envoyant à Taïwan. Néanmoins, elles ont contribué à renforcer les liens avec les collègues chinois. De nombreuses collaborations se sont établies entre collègues français et chinois, notamment dans le domaine de l’amélioration des crucifères, de la tomate ou du riz et avec le Beijing Genome Institute (BJI) à Pékin, devenu un centre mondial de référence en génomique. Cette expérience m’a aussi permis d’assister à l’impressionnante montée en puissance des scientifiques chinois qui, pour beaucoup, sont du meilleur niveau qui soit. Pour s’en convaincre, il suffit de feuilleter les revues scientifiques prestigieuses de notre discipline : la majorité des signataires des articles sont chinois ! Claude Paoletti avait vu juste : les Chinois étaient devenus, en moins de quinze ans, incontournables.


          Les nombreuses interactions présentées dans ce chapitre et les précédents illustrent le fait qu’un chercheur ne peut travailler seul et qu’il doit constamment être en relation avec ses pairs. Elles illustrent aussi la façon dont s’établissent les connexions et les filiations entre chercheurs, dépendant souvent de la personne avec qui on a fait sa thèse ou son stage postdoctoral. Elles montrent aussi combien notre communauté scientifique est petite, permettant de nombreuses interactions personnelles et amicales. Outre le fait de toujours faire quelque chose de nouveau ou de différent, l’avantage du métier de chercheur est de visiter de nombreux pays, même si le tourisme reste très marginal et si l’on ressent une réelle frustration à n’avoir vu d’un pays qu’un campus universitaire ou un centre de congrès. Mais c’est aussi un tourisme où l’on peut avoir la chance de rencontrer des collègues dans leur milieu familial, et de faire des excursions avec eux. Cela donne envie d’y revenir en touriste curieux, ce que je n’ai pas manqué de faire chaque fois que j’en ai eu la possibilité. Ces liens amicaux avec les collègues, établis au cours de ces nombreux voyages, ont joué un rôle essentiel dans la réussite de nos collaborations en établissant une relation de confiance. Ces multiples visites au Japon, à Taïwan et en Chine ont largement contribué à préparer la participation française à l’aventure du séquençage du génome du riz et à son analyse fonctionnelle.


        


      


      

        Le décryptage du génome du riz


        Le décryptage du génome d’Arabidopsis a été un incontestable succès. Mais il était déjà clair que tous les gènes présents chez les plantes n’étaient pas présents chez Arabidopsis. En particulier, il était impossible d’y repérer les gènes sélectionnés au cours de la domestication des plantes cultivées, ceux de la fixation de l’azote, ou encore ceux qui étaient caractéristiques des monocotylédones. Il fallait donc envisager de séquencer d’autres génomes. Toutefois, avec 130 Mpb, nous étions encore loin de la taille des génomes des autres plantes cultivées : le riz affiche 430 Mpb, le maïs 2 800 Mp, le blé 16 000 Mpb, et la tâche pour obtenir leurs génomes paraissait d’une tout autre ampleur ! Le riz, par la taille encore raisonnable de son génome, par son importance alimentaire et économique, et par sa parenté avec les autres céréales, constituait un candidat de choix pour être le deuxième génome végétal séquencé.


        

          Mise en place d’un consortium international


          Il existe plusieurs variétés du riz cultivé, Oryza sativa, dont les principaux types sont les riz japonica et les riz indica, cultivés respectivement dans les zones tempérées et tropicales. Ils diffèrent par la morphologie du grain, leur port et des incompatibilités de croisement. Il existe aussi un riz cultivé africain, Oryza glaberrima, et une quinzaine d’espèces sauvages présentant des génomes distincts classés selon les propriétés de leurs chromosomes. Le décryptage du génome du riz a été initié au début des années 1990 sur une variété japonica, Nipponbare, avec les projets d’EST menés essentiellement par l’équipe du Rice Genome Project (RGP) au STAFF Institute à Tsukuba. Le RGP va dominer la scène au cours des vingt années suivantes. Au départ, l’initiative est typiquement japonaise, mais le travail de fond, mené par le réseau de la Fondation Rockefeller, a largement préparé les esprits dans différents pays pour s’engager dans un tel projet. Des EST sont séquencées à partir d’une douzaine de banques d’ADNc et, fin 1998, environ 36 000 étiquettes sont disponibles. Dans le même temps, le projet a produit une carte génétique saturée du génome avec ~ 6 000 marqueurs moléculaires polymorphes dérivés de ces séquences. Il faut également préparer une carte physique, avant d’envisager un séquençage génomique du type de celui en cours sur Arabidopsis, sur la drosophile ou le génome humain. Nos collègues japonais prépareront des banques PAC (Phage P1 Artificial Chromosome), de grands fragments, de l’ordre de 100-150 kpb. Simultanément, Rod Wing, aux États-Unis, à l’Université de Clemson en Caroline du Sud, développe des banques BAC qu’il mettra à disposition du consortium international dès que celui-ci sera constitué. Mes visites à plusieurs reprises à Tsukuba, au NIAR et au STAFF, m’ont permis d’être régulièrement informé de l’avancement des projets japonais et de nouer des liens avec plusieurs de leurs membres. En fait, les deux programmes Arabidopsis et riz se sont toujours tenus au courant de leurs avancées respectives : c’est ainsi que j’ai été à deux reprises invité à Tsukuba, ainsi que des collègues britanniques et américains membres du consortium Arabidopsis, à participer à des réunions sur le séquençage du génome du riz.


          En 1997, en marge du Ve congrès de l’ISPMB à Singapour, un atelier a été consacré à la discussion d’un projet international de séquençage du génome du riz, à l’initiative de Ben Burr et Takuji Sasaki. J’y participe avec Emmanuel Guiderdoni, du Cirad. Ben Burr est un éminent généticien et biologiste moléculaire du maïs, qui fait partie du conseil scientifique du réseau de la Fondation Rockefeller. Il est bien introduit tant à l’USDA (US Department of Agriculture) qu’à la NSF. Il est très francophile et avait fait, avec sa femme, un séjour sabbatique à Paris dans les années 1980, partagé entre l’Institut Pasteur et l’ENS de la rue d’Ulm. J’avais sympathisé avec eux lors des rencontres de la fondation, et nous avons toujours eu plaisir à nous rencontrer et à discuter. Plusieurs gènes situés sur le chromosome 12 nous intéressaient, et nous avons proposé que la France se charge de séquencer ce chromosome. À ce stade, cette proposition n’engageait que nous, car nous savions pertinemment que nous n’avions pas les moyens humains et financiers de réaliser ce travail, mais une dynamique était lancée, et il nous semblait important de s’y intégrer dès le départ. Plusieurs autres pays sont intéressés pour participer, mais, à part les Japonais, personne, à ce stade, n’a le moindre financement pour démarrer ! En outre, ceux qui participent à cet atelier sont le plus souvent lourdement engagés dans le séquençage d’Arabidopsis, qu’il faut terminer. Les mois qui suivent vont être utilisés par les différents participants à faire du lobbying auprès de leurs tutelles pour obtenir des engagements financiers. Finalement, une réunion restreinte de fondation du consortium international IRGSP (International Rice Genome Sequencing Programme) est conviée à Tsukuba en février 1999, à laquelle je représenterai notre pays.


          Nous n’avons pas encore les financements souhaités, mais les négociations sont en cours pour créer Genoplante et les Genopoles. Genoscope est pleinement opérationnel autour de Jean Weissenbach, Patrick Wincker et Francis Quétier, qui avaient donné leur accord de principe pour participer au projet. J’avais donc quelques raisons d’être optimiste, et j’ai confirmé notre option sur le chromosome 12. Aux États-Unis, la NSF et l’USDA s’étaient déclarés intéressés, et d’ailleurs, le directeur scientifique de l’USDA avait fait le déplacement à Tsukuba. Il a aussi été envisagé de proposer un programme européen pour séquencer le chromosome 2. À l’issue de cette réunion, nos collègues japonais publieront sur leur site Web la carte des chromosomes de riz avec des petits drapeaux assignant aux différents pays volontaires leur chromosome ou leur portion de chromosome.


          C’est donc une entreprise internationale, entièrement publique, qui se met en place à cette réunion. La part du lion revient, bien sûr, aux Japonais et aux Américains qui se partagent huit des douze chromosomes, mais il était clair que participer, même modestement, à ce consortium conférerait un avantage important pour la suite des travaux que chacun comptait effectuer sur le riz ou sur d’autres céréales. Les participants à cette réunion ne seront pas nécessairement les acteurs du séquençage. Je céderai ma place, aux réunions suivantes, à Francis Quétier, parce que le séquençage sera effectué par Genoscope. Mike Bevan ne réussira pas à avoir de financement européen pour séquencer le chromosome 2. La Chine, avec Guo-Fan Hong et Bin Han, avait déjà commencé à séquencer le chromosome 4 d’une variété chinoise, et accepte d’entrer dans le projet et de séquencer le chromosome correspondant de la variété japonaise choisie. La participation de Taïwan avec le chromosome 5 est également politiquement importante. Plusieurs des participants à cette réunion seront finalement peu impliqués dans le projet, mais joueront ultérieurement un rôle clé dans l’annotation ou le séquençage d’autres génomes. Tous les participants seront d’accord sur les règles de travail du consortium IRGSP. La variété séquencée sera Nipponbare. Le séquençage sera réalisé, comme pour Arabidopsis, à partir de clones BAC ou PAC, ancrés sur la carte génétique et ordonnés selon un chevauchement minimal. Les extrémités des clones BAC seront séquencées de façon à faciliter leur alignement. Les Japonais distribueront à qui le souhaitera toutes les sondes cartographiées. Les banques PAC et BAC seront mises à disposition. Très vite, la carte physique du génome sera réalisée par Rod Wing dans le cadre de son projet OMAP (Oryza MAPing), financé par la NSF, ce qui simplifiera le travail des différents responsables de chromosomes. Un site Web sera créé au RGP de façon à suivre la progression du programme, et dès qu’un clone sera complètement séquencé, sa séquence sera rendue publique, sans attendre l’assemblage final du génome.


          Fort de ces décisions, chacun s’est mis au travail en 1999. J’avais récupéré les filtres porteurs des clones BAC auprès de Rod Wing lors de ma visite à Clemson, en début d’année, après le Plant Genome meeting de San Diego. Takuji Sasaki nous avait envoyé toutes les sondes correspondant au chromosome 12, et nous étions prêts à sélectionner des BAC correspondant à ce chromosome et à les organiser en contigs. Ce travail préliminaire a en grande partie été effectué par Hong-Hwa Chen lors de sa visite, fin 1999, sous la direction de Richard Cooke. Nous avons ainsi organisé une demi-douzaine de contigs qui constituaient autant de points d’entrée pour démarrer le séquençage. Nous avons alors transmis toutes nos données à Genoscope. Le séquençage y débutera avec un peu de retard, car les crédits escomptés ont tardé à arriver, et parce que Genoscope était largement mobilisé pour terminer, en priorité, le chromosome 14 humain. Nos collègues japonais et américains avaient eux aussi bien entamé leur travail et tout semblait aller pour le mieux lorsque s’est produit un événement qui a bien failli anéantir le projet.


        


        

          Rebondissements politico-médiatiques


          Le 4 avril 2000, la société Monsanto annonce, par un communiqué de presse, qu’elle a décrypté l’essentiel des 400 Mpb du génome du riz, sur la même variété, Nipponbare ! Cette annonce a fait l’effet d’une bombe et constitué une surprise pour la plupart des membres du consortium IRGSP. C’était la première fois qu’une firme industrielle rendait publique une telle information. Ce fut assurément un joli coup médiatique. Francis Quétier, moi-même et quelques autres avons été interviewés par un journaliste qui y a consacré deux pleines pages du Monde. Nous ne disposions que de très peu de détails pour réellement apprécier la valeur de ce travail. Monsanto clamait que 95 % de la séquence était couverte, soit 259 Mpb, et que la séquence était assemblée en un peu plus de 52 000 contigs. La stratégie utilisée était sensiblement la même que celle utilisée par le consortium. Il est cependant apparu assez rapidement que cette séquence était de piètre qualité, loin des standards que visait l’IRGSP, mais sans doute suffisante pour ce que Monsanto recherchait, à savoir des gènes d’intérêt dont la compagnie pourrait breveter les applications pour améliorer ses profits.


          Le consortium ne sait trop quoi faire, ni comment réagir. Faut-il renoncer à un projet qui vient de démarrer ? Faut-il négocier avec Monsanto pour avoir accès à leurs données et permettre une avancée plus rapide du projet public ? Nos tutelles n’ont pas tardé à réagir : était-il bien raisonnable d’investir sur un projet qui semblait déjà réalisé par d’autres ? Un financement spécifique pour le projet riz était en négociation entre Genoscope et le ministère de la Recherche, et ce dernier, toujours prêt à faire des économies, ne voyait plus l’intérêt de débloquer les crédits promis ! Avec Francis Quétier et Michel Caboche, nous avons dû argumenter une bonne partie d’un après-midi au ministère de la Recherche pour convaincre qu’il fallait continuer ce projet, que c’était une condition de notre indépendance vis-à-vis du secteur privé américain, que cela remettrait en cause notre appartenance au consortium public avec tous les impacts que cela pourrait avoir sur les recherches futures sur les céréales dans notre pays. Nous avons aussi fait valoir qu’un abandon à ce stade remettrait en cause plusieurs projets déjà actés dans le cadre de Genoplante ou de la Genopole Montpellier-Languedoc-Roussillon. Au même moment, des responsables de la NSF et de l’USDA sont venus à Paris, rencontrer ceux du ministère, mais j’ignore si la question du riz y a été abordée. Nos arguments ont finalement été entendus, mais cela s’est quand même traduit par un retard au démarrage, les crédits promis à Genoscope ayant été bloqués plusieurs mois. Le consortium international a bien failli exploser et finalement, on doit à Ben Burr et à Takuji Sasaki, de l’avoir sauvé en négociant avec Monsanto des conditions d’accès relativement favorables. Les principaux financeurs, dans les différents pays, ont maintenu leurs dotations et, après cet épisode tumultueux, le travail a repris et progressé, jusqu’à ce qu’un nouveau coup de théâtre survienne.


          Cette fois-ci, c’est Syngenta qui, en février 2001, annonce que ses chercheurs ont fait mieux, et ont obtenu 99 % de la séquence, couvrant 389 Mpb ! Mais la communauté est maintenant habituée à ces déclarations tonitruantes et ces surenchères. Syngenta publiera la séquence de Nipponbare l’année suivante, dans Science, avec un consortium chinois, ainsi que celle d’une variété chinoise de type indica, 93-11. Cette variété est l’un des parents du riz hybride chinois. La stratégie utilisée est un séquençage en aveugle, sans cartographie physique préalable. L’analyse de ces deux publications, pourtant dans une revue réputée, montre que les communiqués de presse embellissent de façon trompeuse les réalités : en effet, la séquence n’est qu’un brouillon, où les 12 chromosomes sont assemblés en 127 000 contigs, soit plus de deux fois plus que l’assemblage rapporté par Monsanto ! L’article rapporte que la variété chinoise a été séquencée en seulement soixante-quatorze jours, à mettre en regard des sept ans qu’a pris le séquençage complet d’Arabidopsis ! Le consortium IRGSP négociera à nouveau des accords d’accès aux données et, au bout du compte, ces deux épisodes ont eu pour effet de faciliter le travail du consortium après l’avoir un moment déstabilisé. Finalement, l’IRGSP publiera la séquence des chromosomes 1 et 4 dès 2002 et le génome complet, d’une qualité équivalente à celle d’Arabidopsis, fin 2005, avec deux ans d’avance sur les prévisions initiales.


        


        

          Que nous apprend le séquençage du génome du riz ?


          La séquence publiée en 2005, qui comprend 371 Mpb, correspond à 95 % du génome, avec une exactitude estimée à moins d’une erreur pour 10 000 pb. La séquence a permis de reconstituer 12 pseudo-molécules correspondant à chaque chromosome. Cette séquence est encore incomplète et comporte une soixantaine de trous, qui correspondent, pour l’essentiel aux séquences des gènes d’ARNr, des régions centromériques et télomériques ainsi qu’à quelques régions qui n’ont pu être clonées. Cette qualité est à mettre en regard des assemblages en dizaines de milliers de contigs et autant de trous rapportés par Monsanto ou Syngenta. Au moment de la publication, seules deux régions centromériques ont pu être séquencées. Elles contiennent respectivement 59 et 69 kpb d’une séquence répétée en tandem de 155-165 pb, intercalée avec des rétrotransposons. Outre les ARNr, la séquence contient d’autres gènes pour des ARN ne codant pas pour des protéines : 763 gènes et pseudogènes d’ARNt, 158 gènes de miARN, 215 gènes de petits SnoARN et 93 gènes de petits ARN nucléaires d’épissage.


          La séquence comprend aussi plus de 400 insertions d’ADN chloroplastique et environ un millier d’ADN mitochondrial, de tailles diverses, les plus grandes étant sans doute les plus récentes. Cette observation illustre le transfert quasi continuel de matériel génétique des organites vers le noyau. L’estimation des éléments transposables est d’au moins 35 %, nettement supérieure à celle d’Arabidopsis, avec un nombre plus important d’éléments de classe II, les transposons classiques, que de classe I, les rétrotransposons. Toutefois, du fait de la plus grande taille des rétrotransposons, ceux-ci représentent une fraction plus importante de la séquence. Les rétrotransposons sont majoritairement dans les régions centromériques et péricentromériques, alors que la distribution des autres éléments transposables est aléatoire.


          Les gènes de riz ont une composition nucléotidique différente de celle des gènes d’Arabidopsis, ce qui a demandé une adaptation des logiciels de prédiction de gènes. Après pas mal de fluctuations, l’annotation automatique a finalement dénombré ~ 37 500 gènes codant de potentielles protéines. Ce nombre correspond à une densité d’un gène tous les 9,9 kpb, soit une densité plus faible que chez Arabidopsis. Les gènes sont préférentiellement localisés dans les régions des chromosomes les plus éloignées des régions centromériques. Environ 17 000 des gènes prédits sont validés par l’existence d’ADNc pleine longueur et 19 675 protéines prédites ont un domaine déjà répertorié dans les bases de données. Parmi ces 37 500 gènes, 61 % ont une forte identité avec des EST de riz ou d’autres céréales ; 71 % ont un homologue chez Arabidopsis alors que 90 % des gènes d’Arabidopsis ont un homologue chez le riz : 2 860 gènes de riz n’ont pas d’équivalent chez Arabidopsis et sont donc sans doute spécifiques du riz et des céréales. 51 % des gènes et protéines prédits peuvent être associés à un processus biologique répertorié dans Gene Ontology. Alors que chez Arabidopsis, 17 % des gènes sont dupliqués et arrangés en tandem, ce chiffre s’élève à 29 % chez le riz. Nombre d’entre eux contiennent des motifs caractéristiques des protéines-kinases. On le voit, la tâche d’annotation s’annonce aussi vaste, sinon plus, que celle d’Arabidopsis. L’IRGSP a organisé plusieurs séances d’annotations collectives auxquelles ont participé des membres de notre équipe : Manuel Echeverria a contribué à l’annotation des gènes des miARN et des snoARN, Olivier Panaud a réalisé l’annotation de quelque 350 familles de rétroéléments, et j’ai participé, avec Caroline Hsing, à l’annotation des gènes de protéines LEA.


        


      


      

        L’analyse fonctionnelle du génome du riz


        Ayant réalisé assez vite que notre contribution au séquençage serait limitée, je me suis préoccupé de mettre en place des approches fonctionnelles. Localement, nous avons aidé les collègues de l’IRD qui avaient rejoint notre unité à isoler et caractériser quelques gènes d’intérêt, et nous avons mis en place des programmes collaboratifs au sein de Genoplante avec l’IRD, le Cirad et Biogemma. Au niveau international, nous avons contribué à la création d’un nouveau consortium, l’International Rice Functional Genomics (IRFG).


        

          Une collection de mutants d’insertion


          Le principal programme a consisté à créer une collection de mutants d’insertion ADN-T (OTL, Oryza Tag Lines) à l’initiative des collègues du Cirad, en collaboration avec ceux de l’IRD et de notre laboratoire. Emmanuel Guiderdoni maîtrisait la transformation du riz par Agrobacterium tumefaciens et il a été parmi les premiers, à entreprendre ce travail. Quelque 60 000 lignées transgéniques de la variété Nipponbare ont été générées et celles qui ne possédaient qu’une seule insertion, soit environ 30 000, ont été sélectionnées. La collection OTL comprend aussi 12 000 lignées dans lesquelles le rétrotransposon Tos17 a été mobilisé et amplifié après culture in vitro, résultant ainsi en de nouvelles insertions. Notre laboratoire a adapté la méthode de détermination des séquences flanquant les insertions d’ADN-T que nous avions développée sur Arabidopsis et, une fois le protocole mis au point sur un premier millier de lignées, le travail de séquençage a été sous-traité par le Cirad à deux compagnies privées. Les résultats ont permis de cartographier, dans un premier temps, 6 645 insertions sur les 12 chromosomes de riz. Ils montraient que les insertions se faisaient quasiment au hasard, dans les régions riches en gènes et que, à la différence des insertions obtenues en activant le transposon Tos17, il ne semblait pas y avoir de site préférentiel d’insertion. La caractérisation des 30 000 lignées sélectionnées s’est poursuivie au-delà de cette première analyse, et les informations ont été directement transférées dans la base de données. Au total près de 9 300 gènes ont ainsi été interrompus et inactivés soit par une insertion d’ADN-T, soit par Tos17. Nous disposions donc d’un outil puissant, susceptible de nous aider à caractériser la fonction des gènes, de la même façon que nous avions procédé avec Arabidopsis. Il a fallu cependant assez vite modérer notre enthousiasme : pour être utile, une telle collection devait être amplifiée de façon qu’un nombre suffisant de graines soit disponible pour permettre la distribution des lignées à qui les demanderait. Malgré la mobilisation de tous les espaces disponibles au Cirad et à l’IRD, il était impossible de réaliser cette opération en serre. L’idéal était de la faire en plein champ. Après quelques tergiversations, Genoplante a décidé de réaliser cette amplification à l’étranger : il fallait trouver un endroit où la variété Nipponbare pousse correctement (ce qui avait d’emblée exclu la Camargue, trop froide), où les cultures en plein champ de PGM soient autorisées, ce qui excluait de facto l’Institut international de recherche sur le riz (IRRI), aux Philippines, où nous puissions disposer de l’espace et du personnel nécessaire à la réalisation d’un tel projet, et où du personnel français puisse être détaché. Le choix s’est finalement porté sur le CIAT à Cali, en Colombie. J’y avais déjà une collaboration sur le manioc, et je connaissais bien le directeur du département des biotechnologies, Joe Tohme. Le CIAT conduisait déjà des essais au champ de riz transgéniques, en particulier des riz résistant au virus Hoja blanca. La Colombie avait un ministre de l’agriculture très favorable au développement des biotechnologies et une commission d’évaluation et de suivi des PGM, similaire à celle dont la France s’était dotée, y avait été mise en place. Par prudence, les demandes d’autorisation pour cette expérimentation au champ ont été effectuées auprès des deux commissions, colombienne et française, et nous ont été accordées. Un chercheur IRD de notre UMR, Mathias Lorieux, a accepté de partir à Cali et de superviser l’ensemble du travail. Je lui ai rendu visite après la mise en place des premiers essais. Une rizière de deux hectares, entièrement isolée par des filets pour éviter à la fois le pillage des grains et leur dispersion par les oiseaux, avait été mise à notre disposition par le CIAT.


          Malgré cette importante surface, il n’était pas possible d’amplifier la collection en une seule fois. Celle-ci a été réalisée par tranches de 5 000 lignées, ce qui a demandé plus de quatre ans pour que la totalité des lignées sélectionnées soient disponibles pour la distribution. Un minimum de 300 graines a été récolté par lignée. Cette mise en culture, destinée à l’amplification, a été mise à profit pour réaliser un premier phénotypage sur des caractères visibles, et la banque de données a été complétée avec ces informations phénotypiques. Une fois les lignées amplifiées, il fallait les faire revenir en France, ce qui a nécessité de nouvelles démarches, car on importait du matériel transgénique, heureusement préalablement autorisé par la commission de génie génétique française, mais surtout parce qu’il fallait que les services phytosanitaires s’assurent que l’on n’importait pas en même temps des parasites jusque-là inconnus en France. Toutes ces démarches réalisées, les graines ont été rapatriées en France, au Cirad, qui s’est chargé de la distribution des graines à ceux qui les demandaient, moyennant la signature d’un accord de transfert de matériel biologique (MTA) et une modeste contribution financière destinée à couvrir les frais d’expédition et de conditionnement. Cette collection de mutants continue à être utilisée et gérée par le Cirad, bien que Genoplante ait été remplacée par un nouveau groupement d’intérêt scientifique.


          En supervisant ce projet, en tant que responsable du comité riz de Genoplante, j’ai été également amené à suivre les projets concurrents et à militer, au sein de l’IRFG, pour le développement de ces collections et surtout leur mise à disposition publique, malgré les difficultés que cela pouvait poser en termes d’amplification et de stockage, en termes de circulation de matériel biologique dont la qualité sanitaire doit être contrôlée, et enfin en termes de propriété intellectuelle. L’IRFG tient des réunions annuelles depuis 2003 et j’ai participé à toutes entre 2004 et 2011, et épisodiquement depuis cette date. J’ai représenté notre pays au bureau du consortium jusqu’en 2008, puis Emmanuel Guiderdoni et d’autres collègues ont pris le relais. Aujourd’hui, plusieurs centaines de milliers de lignées d’insertion, transgéniques ou non, produites par différentes équipes, sont disponibles. On peut estimer qu’en 2010 le génome du riz, comme celui d’Arabidopsis était saturé d’insertions affectant à peu près n’importe quel gène. Toutefois, cette stratégie souffre des mêmes limitations que chez Arabidopsis, liées à la redondance des gènes et à la présence d’autres mutations, indépendantes des insertions, survenues au cours de la culture in vitro. L’utilité de ces collections décroît, maintenant que les nouvelles méthodes de mutagenèse par édition génomique se vulgarisent.


          Cette collection OTL a permis de caractériser une bonne centaine de gènes aux fonctions très diverses, soit en France, soit au travers de collaborations avec des collègues étrangers. L’exemple le plus spectaculaire concerne l’analyse des gènes de protéines RLK-LRR (receptor-like kinase, à répétitions riches en leucine) par le Cirad. Il y a chez le riz 440 gènes dans cette famille, seuls 25 avaient une fonction identifiée au moins sommairement. Dans la collection, 176 d’entre eux sont interrompus par une insertion : leur phénotype a été analysé en conditions de stress. Il apparaît que 37 de ces gènes RLK-LRR sont impliqués dans la réponse aux stress abiotiques. Dans le cadre de Genoplante et des programmes ultérieurs plusieurs gènes importants pour la défense contre les pathogènes fongiques ont été isolés par les équipes du Cirad et de l’INRA. La liste des gènes caractérisés à partir des collections de mutants s’allonge régulièrement.


          Cette expérience a représenté pour moi une incursion dans un domaine auquel je n’avais pas été préparé. J’y ai beaucoup appris, cela m’a donné l’occasion de voyager, en Colombie, aux Philippines, en Chine, à Taïwan, au Japon, en Corée, au Brésil, tous déplacements que je n’aurais sûrement pas eu l’opportunité de faire si j’étais resté cantonné à nos projets sur Arabidopsis.


        


        

          Des gènes différentiellement exprimés en réponse à une infection


          Plusieurs autres projets ont été développés dans le cadre de Genoplante, en particulier, un projet d’EST a été réalisé avec l’IRD, à titre de contrôle de qualité de banques d’ADNc. La résistance au RYMV (rice yellow mottle virus ou virus de la panachure jaune du riz), virus endémique en Afrique, était devenue une priorité. Plusieurs banques d’ADNc ont été construites à partir de feuilles saines ou infectées sur deux variétés de riz différant par leur sensibilité au virus, dans le but d’identifier des gènes importants dans le contrôle de la sensibilité/tolérance au virus. 7 000 EST supplémentaires ont ainsi été ajoutées à celles déterminées par les Japonais, en particulier des EST de la variété Azucena tolérante au virus, et des différences d’expression et de régulation entre les deux variétés pour les gènes impliqués dans la photosynthèse et le métabolisme énergétique ont été mises en évidence. Plusieurs de ces EST ont été positionnées sur la carte génétique du riz et localisées dans des régions préalablement connues comme étant responsables de caractères de tolérance.


        


        
            
            Deux gènes emblématiques

            Deux projets de clonage positionnel ont été entrepris pour isoler et caractériser des gènes repérés par les collègues IRD de notre UMR.

            Le premier concerne un gène de résistance récessif au RYMV, détecté chez Oryza glaberrima, le riz africain, sur le chromosome 4. La plupart des variétés sont sensibles au virus, mais quelques-unes sont résistantes. Le gène a été isolé par Laurence Albar, à l’IRD. Le séquençage, réalisé dans notre équipe, a montré que le gène codait une sous-unité d’un facteur d’initiation de la traduction, eIF(iso)4G. Les variétés sensibles et résistantes diffèrent par une seule mutation ponctuelle dans ce gène. La mutation présente chez l’allèle récessif empêche la reconnaissance de l’ARNm viral par le facteur d’initiation du riz. L’ARN viral ne peut plus être traduit, et, ainsi, le cycle du virus est interrompu. Lorsque l’allèle de la variété sensible au virus est introduit dans la variété résistante par transformation, celle-ci devient susceptible, démontrant ainsi que c’est bien ce gène qui contrôle la tolérance ou la sensibilité au RYMV. C’est le premier gène de résistance à un virus du riz à avoir été isolé. Depuis, ce gène a été transféré par croisements aux variétés de riz cultivées en Afrique, en collaboration avec Africa Rice, le centre international de recherche agronomique dédié au riz en Afrique. Par la suite, grâce au séquençage et à la génétique, Laurence a identifié deux autres gènes, qui confèrent aussi une résistance au RYMV, et qui rentrent actuellement dans les programmes d’amélioration du riz en Afrique de l’Ouest.

            Un autre gène important, récessif, contrôlant l’arôme du riz, en particulier chez les variétés indienne et thaïe, basmati et jasmine, avait été localisé par Steve Tanksley, à Cornell, puis par nos collègues de l’IRD, sur le chromosome 8. À lui seul, ce gène rend compte de près de 70 % de l’arôme. Nous l’avons isolé par clonage positionnel, à partir de la variété japonica aromatique Azucena. Il code une enzyme, la bétaïne-aldéhyde déshydrogénase (BADH2). Chez les riz parfumés, ce gène est muté et inactif, ce qui explique la nature récessive du caractère. En l’absence de l’enzyme fonctionnelle, un produit volatil odorant, la 2-acétyl-1-pyrroline, n’est pas dégradé et s’accumule, aussi bien dans les grains que dans les feuilles. Ce gène a été isolé et caractérisé en même temps que par deux de nos concurrents, l’un thaïlandais et l’autre australien. Toutes les variétés parfumées examinées, quelle que soit leur origine, sont porteuses de la même mutation, provoquant la formation d’une protéine tronquée. Ce résultat suggérait une origine unique, relativement ancienne pour un événement propagé ultérieurement par les sélectionneurs. L’histoire est en fait un peu plus compliquée. Depuis, quelques rares autres allèles du gène BADH2 ont été trouvés : ils codent aussi une protéine inactive. D’autre part, la génétique nous apprend qu’il existe, à côté du gène à effet majeur, au moins deux autres gènes, mineurs, sur les chromosomes 4 et 12, qui sont aussi impliqués dans le déterminisme de l’arôme. L’un d’eux est un deuxième gène de BADH, l’autre est encore inconnu.

          


      


      

        Quelques gènes importants pour l’agronomie


        On ne peut évoquer ici tous les gènes importants isolés et caractérisés chez le riz par l’ensemble de nos collègues, surtout chinois, japonais et coréens, depuis le début du projet de séquençage de ce génome, mais quelques-uns sont réellement emblématiques. Nous n’en retiendrons que quelques-uns. La plupart ont été isolés initialement par clonage positionnel, soit à partir de gènes responsables de caractères quantitatifs (QTL), soit à partir de mutants naturels ou issus de la mutagenèse. D’autres gènes, de plus en plus nombreux, sont isolés et caractérisés à partir de la connaissance du génome, de l’utilisation de méthodes qui révèlent des expressions différentielles au cours du développement ou en réponse à des stress. En 2000, il n’y avait guère qu’une vingtaine de gènes à avoir été isolés et caractérisés en détail ; en 2010, il y en avait un peu plus de 600, et le chiffre aujourd’hui dépasse les 3 000. Ce chiffre illustre bien le fait que même si le génome est séquencé et, même si de nombreux gènes peuvent être identifiés grâce à une homologie avec un gène d’une autre espèce chez qui la fonction est connue, il est encore difficile d’attribuer une fonction à des gènes si l’on n’a pas, en plus, des informations génétiques, biochimiques ou physiologiques.


        

          La mise à fleur


          À la différence d’Arabidopsis, le riz fleurit en jours courts, son inflorescence et sa fleur ont aussi une morphologie différente : on peut donc s’attendre à une biologie florale et à des gènes différents chez les deux espèces. L’adaptation de la floraison à la photopériode est un caractère important, étant donné l’éventail de latitudes sous lesquelles le riz est cultivé. La recherche des gènes qui contrôlent la date de floraison a donc constitué un enjeu majeur pour l’amélioration du riz. Avant l’avènement de la biologie moléculaire, une quinzaine de gènes avaient été repérés et grossièrement localisés sur les différents chromosomes. Ces travaux ont été repris, en particulier par le groupe de Masahiro Yano, au NIAR, à Tsukuba, en combinant une approche QTL avec une cartographie fine à l’aide de marqueurs moléculaires, et une stratégie systématique de clonage positionnel des gènes sous-jacents. Le premier gène de riz contrôlant la date de floraison, Hd1 (Heading date 1), a été isolé en 2000, il s’est révélé être l’homologue du gène CONSTANS d’Arabidopsis. Un autre contributeur important au domaine a été le Coréen Gynheun An, un pionnier de la transformation du riz par Agrobacterium tumefaciens, et le premier à avoir constitué une collection de lignées d’insertion qui lui a permis d’isoler des mutants affectés dans la date de floraison, la morphogenèse florale et de nombreux autres caractères phénotypiques. J’ai rencontré ces deux chercheurs à de multiples reprises depuis les premières réunions du réseau de la Fondation Rockefeller. L’ensemble de leurs travaux ont été largement facilités par le séquençage du génome du riz et tous les outils qui l’ont accompagné. Au total, une trentaine de gènes contrôlant la mise à fleur ont été caractérisés chez le riz sur la centaine identifiée par les sélectionneurs. Bien sûr, une fois ces gènes isolés, l’objectif a été de comprendre quelles étaient leur hiérarchie et leurs interactions.


          Sans entrer dans les détails, on retiendra que plusieurs des gènes régulateurs majeurs décrits chez Arabidopsis sont conservés chez le riz : FT, le florigène, est présent en au moins deux copies, Hd3a et RFT1, l’homologue de SOC1 est DTH3, et il y a au moins deux homologues de CONSTANS, Hdh1 et DTH2. Lorsque plusieurs copies sont présentes, elles sont spécialisées, l’une intervenant en jours courts, l’autre en jours longs. Plusieurs gènes découverts chez le riz n’existent pas chez Arabidopsis (Ehd1, Ghd7 et Hd16). On est ainsi amené à considérer que deux voies indépendantes, aboutissant à Hd1 (CO), d’une part, et Edh1, d’autre part, convergent sur les régulateurs Hd3a, pour les jours courts, et RFT1 pour les jours longs. Ces deux gènes, homologues de FT induisent DHT3, l’homologue de SOC1. Les deux gènes clés pour l’induction de la floraison sont donc similaires chez le riz et Arabidopsis, bien que les conditions de photopériode soient différentes entre les deux espèces et bien que la voie Edh1 n’existe pas chez Arabidopsis.


        


        

          La tolérance à la submersion


          Le riz est une plante unique, en ce sens qu’il est capable de germer sous une couche d’eau et de pousser pendant plusieurs jours dans un milieu submergé, très pauvre en oxygène. Très vite, la Fondation Rockefeller a initié des programmes pour comprendre ce phénomène et tenter de transférer ce(s) gène(s) à des variétés qui toléraient mal la submersion. Un gène, SUB1A, a été isolé en 2006 par clonage positionnel par Julia Bailey-Serres et Pamela Ronald. Il code un facteur de transcription du type AP2/ERF impliqué dans les réponses à l’éthylène. Ce gène permet la survie de la plantule sous l’eau en bloquant l’élongation, dépendante des gibbérellines, jusqu’au retrait de l’eau. Rapidement, il a été montré que ce gène se trouve associé dans un complexe avec deux gènes du même type, SUB1B et SUB1C, dont les rôles respectifs ne sont toujours pas totalement élucidés, mais dont les produits interagissent avec celui de SUB1A. SUB1B et SUB1C sont présents chez tous les riz, alors que SUB1A n’est présent à l’origine que dans une fraction des variétés indica. Le gène SUB1A a été transféré par transgenèse ou par croisement et sélection classique dans de nombreuses variétés qui en étaient dépourvues et qui étaient souvent dévastées lors d’inondations.


          Il y a en fait deux stratégies distinctes chez les riz pour contrôler la survie en condition de submersion : les uns bloquent leur croissance en réprimant la production de gibbérellines par SUB1A, alors que d’autres, les riz flottants, stimulent la croissance des entre-nœuds et la production de gibbérellines de sorte que le haut de la tige reste toujours hors de l’eau. Ce processus est contrôlé par deux autres gènes, SNORKEL1 et SNORKEL1 2, isolés et caractérisés à Nagoya. Ils agissent en stimulant la production d’éthylène, qui, à son tour, active le gène SD1 (SEMIDWARF1) de nanisme, à l’origine de la révolution verte, qui augmente la production de gibbérellines.


        


        

          La résistance aux pathogènes


          Le riz est une cible pour nombre de pathogènes qui affectent sérieusement les récoltes : Xanthomonas oryzae à l’origine du feu bactérien, les champignons Magnaporthe oryzae à l’origine de la pyriculariose et Rhizoctonia solani à l’origine du feu de la feuille. Il est aussi attaqué par des insectes, vecteurs de virus, comme les cicadelles, ou des chenilles foreuses.


          La résistance des plantes aux pathogènes est un processus complexe qui implique la reconnaissance du pathogène et de ses produits moléculaires, les effecteurs, par une série de protéines codées par les gènes de résistance. Une fois le pathogène reconnu, toute une série de réactions sont enclenchées, qui visent à détruire les effecteurs du pathogène, à circonscrire son action en « suicidant » les cellules infectées (réaction hypersensible), et à produire des substances, les phytoalexines, qui vont éloigner le pathogène. De très nombreux gènes contrôlant ces réactions ont été identifiés et caractérisés, mais les progrès les plus spectaculaires ont été réalisés en isolant les gènes de résistance. La plupart, mais pas tous, sont des récepteurs soit transmembranaires, soit internes à la cellule. Ils possèdent généralement un domaine constitué d’une répétition d’une courte séquence d’acides aminés riche en leucine (LRR pour leucine-rich repeat) qui reconnaît l’effecteur du pathogène et d’un domaine kinase. On les désigne sous le vocable RLK (receptor-like kinase) La reconnaissance de l’effecteur induit un changement conformationnel du domaine kinase, qui va ainsi activer par phosphorylation toute une série de réactions qui vont conduire à la neutralisation du pathogène et de ses effecteurs. Le premier à avoir été isolé est Xa21, un gène de résistance à Xanthomonas oryzae. Il a été isolé par clonage positionnel en 1995 par Pamela Ronald, à Davis, dans le cadre du programme de la Fondation Rockefeller et il code pour un récepteur transmembranaire du type RLK. C’est le premier gène de riz à avoir été isolé par clonage positionnel. De même, Pib est le premier gène de résistance à la pyriculariose isolé, par Barbara Valent, à Davis, en 1999, également par clonage positionnel. Au moins une trentaine de gènes de résistance à divers pathogènes sont maintenant isolés et caractérisés chez le riz, facilitant la création de variétés multirésistantes. Près de 200 loci de résistance aux maladies ont été localisés génétiquement et il reste à établir précisément à quels gènes chacun d’eux correspond. La plupart du temps il reste aussi à trouver les partenaires des quelques gènes caractérisés et à en comprendre le mode de fonctionnement.


          Le génome du riz compte environ 440 gènes du type RLK-LRR, mais tous ne sont pas impliqués dans le contrôle des maladies et des pathogènes, d’autres le sont dans le développement ou les réponses environnementales.


        


        

          Le rendement et la qualité


          Un autre secteur, très actif, concerne les gènes impliqués dans le rendement. En effet, bien que le rendement ait doublé lors des cinquante dernières années grâce au développement de la sélection, à l’amélioration des pratiques culturales et à l’utilisation d’engrais et de pesticides, au moment où le génome a été séquencé, on estimait que la production devrait encore augmenter de 30 % d’ici à 2025 pour satisfaire les besoins d’une population toujours croissante dans un contexte de réduction des surfaces cultivables, de réduction des intrants et de changement climatique. C’est dire l’importance de l’enjeu de l’amélioration du riz. Les gènes responsables du rendement ont été essentiellement isolés à partir de la cartographie de QTL, suivie de clonage positionnel, puis incidemment en analysant le phénotype de gènes isolés par d’autres méthodes. Le rendement est un caractère complexe que l’on décompose habituellement en plusieurs composants tous quantifiables : le nombre de panicules par plante, le nombre de grains par panicule et le poids des grains. Le nombre de panicules dépend en fait du nombre de talles, le nombre de grains par panicule dépend du nombre d’épillets qui lui-même est fonction du degré de branchement de l’axe de l’épi, enfin le poids du grain est fonction de sa taille, du degré de remplissage et de la qualité de l’amidon. Ces caractères ont été suivis sur différentes populations en ségrégation et l’approche QTL permet de corréler une région du génome avec les variations de chacun de ces paramètres. Le QTL doit ensuite être validé en isolant la région concernée dans un contexte génétique par ailleurs invariant, c’est-à-dire dans des lignées quasi isogéniques (NIL, nearly isogenic lines) obtenues par rétrocroisements répétés avec l’un des parents. À ce stade on peut envisager un clonage positionnel.


          Parmi les gènes caractérisés on peut citer MONOCULM1 (MOC1), qui contrôle le nombre de talles et code un facteur de transcription de la famille GRAS, impliquée dans la voie de signalisation des gibbérellines. D’autres gènes, qui contrôlent la synthèse ou la dégradation de l’hormone de ramification, la strigolactone, ont également été isolés : ce sont des homologues des gènes initialement caractérisés chez Arabidopsis et le pois. On peut donc supposer que la voie de biosynthèse et de signalisation de la strigolactone est conservée chez le riz et la plupart des plantes. Un autre gène important est l’homologue du gène Teosinte Branching (Tb1), qui est un gène majeur dans la domestication du maïs et qui augmente la dominance apicale. Il code un facteur de transcription avec un motif de liaison à l’ADN de type bHLH (Helix Loop Helix). La surexpression d’OsTb1 réduit le nombre de talles et son inactivation provoque une augmentation des branchements latéraux. Plusieurs autres gènes ayant un effet sur le rendement se sont révélés être des homologues de gènes d’Arabidopsis impliqués dans le déterminisme de l’inflorescence et de la fleur.


          Un QTL pour le nombre de grains, Gn1a, correspond à un gène qui contrôle la teneur en cytokinine. Lorsque la concentration de cette hormone augmente, le nombre de fleurs, et donc de grains, s’accroît.


          Plusieurs gènes influent sur la taille des grains. GS3 est un gène majeur qui code pour une protéine transmembranaire de fonction inconnue. GW2 et GW5 contrôlent la largeur des grains. GW2 est une enzyme impliquée dans la dégradation des protéines dépendante de l’ubiquitine et GW5 est une protéine inconnue, mais dont il a été montré qu’elle interagit avec la polyubiquitine. Finalement, le gène GIF1 est requis pour la répartition du carbone au moment du remplissage du grain. Il code une invertase de la paroi cellulaire. Plusieurs gènes, outre ceux déterminant l’arôme, sont importants pour la qualité car ils modifient la qualité de l’amidon : lorsque les gènes FLOURY ENDOSPERM et CHALKY sont mutés, les grains présentent un aspect farineux ou crayeux.


        


      


      

        Le riz : un modèle pour les autres graminées


        La mise dans le domaine public des séquences des clones BAC et PAC, dès qu’elles sont obtenues, a permis leur analyse immédiate.


        Nous avons ainsi recherché si l’ordre des gènes était conservé entre le riz et Arabidopsis. Quelques régions, où des gènes homologues étaient dans le même ordre ont effectivement été observées, mais ces régions étaient bien trop courtes pour être sûr que cette situation n’était pas l’effet du hasard et pour que cette synténie soit utilisable en amélioration des plantes. Simultanément, les clones BAC ont été comparés les uns avec les autres, systématiquement à mesure de leur parution dans la base de données, et nous avons progressivement vu apparaître le même phénomène que pour Arabidopsis : de larges régions du génome du riz étaient dupliquées. L’observation inattendue des duplications de larges fragments chromosomiques chez Arabidopsis se répétait maintenant chez le riz : ce n’était donc pas un phénomène exceptionnel. Ce travail a en grande partie été effectué par Jérôme Salse, pendant sa thèse. Ainsi, une partie du chromosome 12 est homologue d’une partie du chromosome 6, et l’autre partie est homologue d’une région du chromosome 5. Il en va de même pour le chromosome 3 dont une partie est homologue du chromosome 10, et une autre du chromosome 9, et l’on peut multiplier les exemples.


        L’un des arguments pour séquencer le génome du riz était que cela devrait faciliter l’analyse des autres génomes de céréales. Il existait déjà des cartes génétiques pour le maïs et pour le blé, avec plusieurs milliers de marqueurs qui étaient le plus souvent des sondes dérivées d’ADNc de séquence connue. Quelques publications indiquaient que certaines régions, en particulier autour d’un gène d’alcool déshydrogénase, étaient largement colinéaires. Graham Moore, Katrien Devos et Mike Gale, à Norwich, avaient publié un fascinant modèle dans lequel ils avaient disposé les chromosomes de blé, de maïs, de sorgho et de millet sur des cercles concentriques et établi les correspondances entre les chromosomes de différentes espèces. Cependant, ce modèle ne reposait que sur quelques marqueurs par chromosome. La séquence du génome du riz disponible, il devenait possible d’évaluer la validité de ce modèle. Jérôme Salse s’y est employé et a établi la synténie entre les douze chromosomes de riz et les dix chromosomes de maïs en alignant plus de 2 600 ADNc de la carte génétique du maïs sur la séquence du riz. Il a ensuite obtenu un poste à l’INRA, à Clermont-Ferrand, où il a rejoint le groupe de Catherine Feuillet, leader du programme international de séquençage du génome du blé, avec Mike Gale. Notre collaboration a continué et s’est étendue au blé, pour lequel des résultats similaires ont été trouvés : il y a une bonne synténie entre les douze chromosomes du riz et les sept des blés haploïdes. Il a aussi montré que les régions dupliquées du génome du riz étaient également dupliquées chez le maïs et le blé, indiquant que ces duplications avaient eu lieu chez un ancêtre commun aux trois espèces.


        Disposant de ces informations, Jérôme a alors élaboré un modèle d’évolution des chromosomes des différentes céréales à partir d’un ancêtre commun à cinq paires de chromosomes. La divergence entre les séquences des gènes des différentes espèces permet de dater très grossièrement les différents événements.


        L’hypothèse de départ est qu’il existait il y a 90 millions d’années un ancêtre commun aux différentes graminées, à cinq paires de chromosomes. Une duplication complète de chacune de ces cinq paires de chromosomes se serait alors produite, conduisant à un ancêtre plus récent à dix paires de chromosomes. À la suite d’événements de cassure et de fusions entre chromosomes, un ancêtre à douze paires de chromosomes, dont le riz serait un descendant direct, serait apparu vers 50-70 millions d’années. À partir de cet ancêtre, les différentes espèces ont commencé à se différencier en plusieurs lignées distinctes. Vers 45 millions d’années les lignées conduisant au riz et au blé se seraient séparées, la lignée riz restant à douze paires de chromosomes, alors que dans la lignée blé, dix des douze paires de chromosomes vont faire l’objet de fusions, donnant un ancêtre du blé à sept paires de chromosomes. Le blé tendre actuel, Triticum aestivum, possède vingt et une paires de chromosomes et est un hybride formé par trois de ces génomes ancestraux. Un peu plus récemment, entre 20 et 12 millions d’années, c’est une lignée qui va conduire au sorgho et au maïs qui se différencie à partir de l’ancêtre à douze paires de chromosomes. Plusieurs événements de fusions chromosomiques se produisent, conduisant aux ancêtres récents du sorgho et du maïs à dix paires de chromosomes. La lignée sorgho ne bougera plus, mais, vers 5 millions d’années, les dix paires de chromosomes de la lignée maïs vont se dupliquer avant de fusionner et de redonner un génome à dix paires de chromosomes. Ainsi, un nombre limité d’événements de duplications, de cassures et de fusions chromosomiques suffit à rendre compte de l’évolution des nombres chromosomiques des quatre céréales majeures. Ce modèle, publié en 2008, a en grande partie été validé par les résultats du séquençage des génomes de sorgho, de maïs et de blé. Depuis, cette approche de paléogénomique a été développée et a permis de reconstituer, in silico, ce qui pourrait avoir été le génome ancestral de la première plante.
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        Les avancées technologiques et l’explosion du séquençage génomique
      


    

      


    


    

      Le succès des premiers projets de séquençages génomiques, et en particulier celui du génome humain en 2003, a révélé ce que l’on pouvait découvrir en séquençant des génomes entiers. Cependant, ces succès relevaient de l’exploit et avaient mobilisé des moyens considérables. S’il apparaissait désormais possible de séquencer un génome eucaryote de quelques centaines ou milliers de mégabases, il fallait trouver des méthodes plus efficaces et surtout moins chères. Le début des années 2000 a été marqué par la mise au point de nouvelles stratégies et de nouveaux appareils de séquençage qui avaient une capacité de production bien supérieure aux machines utilisées pour séquencer les premiers génomes.


      La méthode utilisée pour ces premiers génomes présentait trois inconvénients majeurs : le premier est qu’avant toute opération de séquençage, il faut passer par une étape de clonage dans un vecteur bactérien ou phagique ; un deuxième inconvénient est qu’il fallait ensuite ordonner ces clones en une carte physique, et enfin le troisième est que les séquenceurs automatiques utilisés ne pouvaient traiter qu’un nombre limité d’échantillons, généralement quatre-vingt-seize. Malgré une réduction importante du coût, liée à la miniaturisation et à l’automatisation des réactions et de leur analyse, celui-ci était encore trop élevé pour permettre une utilisation massive du séquençage.


      Outre la miniaturisation de plus en plus poussée et le développement de l’informatique, plusieurs pistes ont été suivies. Nous ne décrirons ici que celles qui ont été le plus utilisées. De façon générale, miniaturisation et automatisation ont été poursuivies, tant sur le plan des réactions que de la conception des appareils avec l’introduction de la « microfluidique » qui permet de réduire les volumes. Une première stratégie a consisté à amplifier par PCR les fragments d’ADN à séquencer, plutôt que par clonage. Une seconde voie a été d’immobiliser les fragments à séquencer sur des lames de verre ou dans des micropuits et de réaliser des milliers ou des dizaines de milliers de réactions de séquençage en parallèle dans des microcellules. Le séquençage devenait ainsi massivement parallèle. Une troisième voie de perfectionnement a été de généraliser les méthodes shot gun de séquençage au hasard, sans tri ni cartographie physique préalable, grâce aux progrès réalisés par l’informatique pour résoudre les problèmes d’assemblage des fragments séquencés. Enfin, une autre piste a consisté à accroître la longueur des séquences lues et à les déchiffrer en temps réel. La sensibilité des systèmes de détection a aussi été améliorée. Toutes ces évolutions ont également été accompagnées de développements bio-informatiques considérables. Ces nouvelles technologies de séquençage sont connues sous le nom de NGS pour next generation sequencing.


      

        Les nouvelles méthodes de séquençage


        Une première génération de NGS repose sur la méthode de Sanger, dans laquelle un brin d’ADN est recopié par une ADN-polymérase, et dans laquelle on identifie le dernier nucléotide incorporé. Récemment une méthode radicalement nouvelle, de lecture directe de la séquence de la molécule d’ADN, est apparue. À la différence des séquenceurs classiques qui ne traitent qu’une centaine de réactions à la fois, ces nouvelles méthodes sont massivement parallèles et traitent des centaines de milliers, voire des millions de réactions simultanément, ce qui augmente considérablement le débit et réduit les coûts.


        

          Le pyroséquençage et la technologie 454


          Cette stratégie a été commercialisée dès 2004, par la firme Roche, sous le nom de 454, du nom de la machine utilisée. Elle présente trois innovations majeures : chaque fragment à séquencer est amplifié plusieurs milliers de fois par PCR sur des microbilles, des centaines de milliers de réactions de séquençage sont réalisées en parallèle dans une cellule avec des micropuits contenant chacun une microbille correspondant à un fragment amplifié, et l’incorporation des nucléotides est détectée par une réaction de chimioluminescence. À chaque incorporation d’un désoxynucléotide, un résidu pyrophospate est libéré. Il est transformé enzymatiquement en ATP, qui sert de substrat à une luciférase, enzyme qui produit un signal chimioluminescent. Chacun des quatre désoxynucléotides est introduit séquentiellement dans la cellule et un signal est observé dans chacun des puits où il a été incorporé. Le signal est enregistré après chaque cycle d’introduction d’un désoxynucléotide et un logiciel d’analyse d’images reconstitue la séquence du fragment présent dans chacun des puits.


          Dans cette technologie la longueur des séquences lues a progressivement été améliorée jusqu’à des lectures de l’ordre de 600 nucléotides. Toutefois, le débit de ces machines, quelques centaines de milliers de lectures, n’a jamais été en mesure de concurrencer la technologie Illumina, parue en 2008, et Roche a dû interrompre sa production, après avoir tenté de racheter Illumina. Par ailleurs, la technologie 454 présentait le défaut de ne pas être capable de résoudre précisément la lecture des homopolymères (A)n que l’on trouve parfois dans les séquences. Elle a néanmoins été largement utilisée pour séquencer un certain nombre d’EST et de génomes jusque vers 2010.


        


        

          La technologie Illumina


          Elle est le fait d’une start-up de San Diego, Illumina, dont les premiers séquenceurs ont été disponibles vers 2008. Les fragments d’ADN sont directement amplifiés sur une lame de verre, du type des puces à ADN. Plusieurs millions de clusters, correspondant chacun à un fragment amplifié unique peuvent être immobilisés sur une lame. Cette lame est alors introduite dans une cellule réactionnelle où les fragments vont être dénaturés et recopiés avec une ADN-polymérase et les quatre désoxynucléotides, marqués chacun avec un fluorochrome distinct. La présence de ces fluorochromes bloque toute élongation ultérieure. À ce stade la puce est lue avec un laser, chaque nucléotide incorporé est identifié par son fluorochrome spécifique et l’image est enregistrée. L’étape suivante consiste à débloquer la polymérisation en éliminant le fluorochrome et en lavant la cellule. On peut alors commencer le cycle suivant en réinjectant ADN-polymérase et nucléotides fluorescents, enregistrer la nouvelle image puis à nouveau débloquer la polymérisation et recommencer. On obtient ainsi, en une seule expérience, plusieurs millions de séquences. La limite de cette méthodologie est la courte longueur des séquences lues, inférieure à 150 pb. Une façon de pallier cet inconvénient est de séquencer des fragments de tailles différentes simultanément à chacune de leurs extrémités. Là encore, cette technologie doit son essor à l’utilisation de logiciels d’analyse d’image et de logiciels d’assemblage des fragments séquencés particulièrement performants.


          Le débit de ces machines est tout simplement prodigieux : on peut ainsi générer plus de 100 milliards de paires de bases (100 Gpb) en une seule expérience d’une durée de quelques jours. Leur taux d’erreur est inférieur à 1 %. Illumina domine actuellement très largement le marché du séquençage. On peut noter ici que la technique Illumina est également largement appliquée au séquençage des ARN de toute sorte, sous le nom de RNASeq et s’est substituée aux EST et aux puces à ADN pour analyser l’expression des gènes.


        


        

          La technologie PacBio


          Cette technologie développée par la société Pacific Bioscience a été dévoilée en 2009. À la différence des deux précédentes, elle ne nécessite plus d’étape d’amplification. Elle permet de lire, en temps réel, une seule molécule d’ADN présente dans une nanocellule d’observation. Cette nanocellule est un puits de vingt zeptolitres (20.10–21 l) dans lequel une ADN-polymérase est immobilisée, sur laquelle défile une molécule unique d’ADN en présence de désoxynucléotides porteurs chacun d’un fluorochrome distinct, greffé sur sa partie pyrophosphate. Chaque fois qu’un désoxynucléotide est incorporé, un signal est enregistré et le fluorochrome est éliminé avec le pyrophosphate avant même l’incorporation du nucléotide suivant.


          Les avantages majeurs de cette technologie sont que la lecture se fait en temps réel et que la longueur des séquences lues est bien supérieure à ce qu’elle est avec les deux méthodes précédentes. L’amélioration progressive de la chimie des fluorochromes et de la conception des cellules permet aujourd’hui des lectures moyennes de 15 000 pb et jusqu’à 30 000 pb. Toutefois la fiabilité des séquences n’est pas encore parfaite et les lectures sont entachées d’un minime pourcentage d’erreurs, qui peuvent être corrigées en utilisant une technologie complémentaire, comme Illumina. La disponibilité de longues lectures facilite considérablement les assemblages de petits fragments obtenus avec les autres méthodes.


        


        
            
            La technologie nanopore, le MinION

            Cette technologie, apparue en 2014, est radicalement différente, sans étape d’amplification ni d’incorporation de nucléotides. Sans entrer dans les détails techniques, une molécule d’ADN simple-brin est guidée au travers d’un nanopore de nature protéique inséré dans une membrane, mue par un moteur protéique et un courant électrique. Au fur et à mesure que les nucléotides défilent dans le nanopore, ils induisent une variation de voltage qui module le courant électrique de passage. C’est cette variation qui est enregistrée et analysée pour en déduire la séquence nucléotidique. En fait ce n’est pas le signal correspondant au passage d’un seul nucléotide qui est enregistré mais celui qui correspond à un groupe de plusieurs nucléotides, ce qui donne une plus grande précision de la mesure. Sur les premiers appareils, qui pèsent une centaine de grammes, il y a quatre cellules indépendantes comprenant 512 nanopores. L’ADN dans chaque nanopore y est lu à raison de 70 nucléotides par seconde. Les longueurs des lectures sont couramment de plusieurs dizaines de milliers de nucléotides et peuvent atteindre, si l’ADN analysé est de très haut poids moléculaire, 100 000 pb. Le taux d’erreur est, ici aussi, de l’ordre de quelques pour cent. À l’aide d’un tel appareil, le génome complet d’Arabidopsis peut être séquencé en quelques jours seulement, en une seule expérience, à un coût dérisoire ! Les fabricants promettent dans un avenir proche des appareils encore plus performants, avec 48 cellules de 3 000 nanopores chacune et une vitesse de lecture de 500 nucléotides par seconde !

          


        

          L’assemblage par lecture optique


          Une nouvelle méthode de visualisation de l’ADN, après marquage de sites spécifiques avec des fluorochromes a été mise au point par la firme Bionano Genomics à San Diego. Plusieurs dizaines de molécules d’ADN ainsi marquées sont étirées dans des microcellules linéaires qui sont scannées à l’aide d’un laser. La position des sites marqués le long des molécules permet d’aligner les régions chevauchantes et ainsi d’assembler ces molécules en contigs. Cette méthode facilite maintenant considérablement l’assemblage des contigs et permet le plus souvent de reconstituer des pseudo-molécules équivalentes à celles d’un chromosome.


        


        

          Le séquençage de l’ADN méthylé


          Il a été découvert, très tôt, que l’ADN pouvait être méthylé sur les résidus cytosines, mais ce n’est qu’au début des années 1980 qu’il a été réalisé que le profil de méthylation pouvait être variable en fonction des espèces ou des stades de développement. Finalement, l’essor de l’épigénétique, au début des années 2000, a fait prendre conscience de l’importance de cette modification. En effet, les gènes situés dans les régions fortement méthylées sont silencieux, ne s’expriment pas. Pendant longtemps, la détection de cytosines méthylées est restée limitée à l’analyse des profils de digestion avec des enzymes de restriction capables de discriminer entre un site méthylé et un site qui ne l’était pas. La méthode de séquençage selon Sanger ne permet pas de distinguer une cytosine d’une méthylcytosine. La découverte que le bisulfite transformait les cytosines en résidus uraciles, mais laissait intact les méthylcytosines, allait permettre de trouver une solution à ce problème : l’ADN à séquencer est traité avec du bisulfite et ainsi les méthylcytosines sont reconnues comme des cytosines et les cytosines sont maintenant lues comme des thymines par les séquenceurs. Il suffit alors de comparer la séquence de l’ADN natif et celle de l’ADN traité au bisulfite pour en déduire le profil de méthylation de l’ADN. C’est là un autre progrès considérable qui permet d’analyser les modifications épigénétiques de l’ADN à l’échelle du génome entier. Cette méthode au bisulfite est en passe d’être supplantée par les nouvelles technologies de lecture directe de l’ADN par des machines comme le MinION, qui reconnaît directement la présence d’un groupe méthyl sur les cytosines et évite ainsi le recours à une chimie particulière.


        


        

          L’explosion des analyses du transcriptome


          Le transcriptome est constitué de l’ensemble des transcrits dérivés de l’ADN, et son étude, dans différentes situations, donne accès à l’expression des gènes. Initialement, celle-ci était réalisée individuellement pour chaque gène disponible par une hybridation de type Northern, après électrophorèse des ARN. Ensuite, elle a souvent été effectuée par PCR. Avec les premiers génomes séquencés, il est devenu possible de réaliser des puces à ADN sur lesquelles chaque gène était représenté par un ou plusieurs oligonucléotides. Ces puces ont permis la réalisation d’atlas d’expression génique, que chacun peut consulter et interroger pour savoir comment est exprimé tel ou tel gène de telle espèce, dans telles ou telles conditions. Toutefois, l’élaboration d’une puce est onéreuse, et la technique manque de sensibilité pour détecter les transcrits les moins abondants.


          L’avènement des NGS a changé cette situation. Les ARN peuvent être directement séquencés par la méthode RNASeq, dérivée de la méthodologie Illumina de séquençage de l’ADN. Dans cette technique, les ARN sont immobilisés sur des lames de verre grâce à des oligonucléotides qui permettent de les recopier en un brin d’ADN avec la transcriptase inverse. Ce brin d’ADN est alors amplifié et traité par la technique Illumina. L’avantage est, à nouveau, la production simultanée de millions de lectures qui permettent de dénombrer statistiquement les molécules de chaque ARN. On ne compte plus, aujourd’hui, le nombre d’expériences de RNASeq réalisées pour la plupart des espèces étudiées. On dispose ainsi de catalogues quantitatifs des gènes exprimés dans un tissu donné, à un moment donné ou dans des conditions physiologiques spécifiques. La méthode a ainsi rapidement supplanté les puces à ADN.


          Ce paragraphe ne donne qu’un bref aperçu de la révolution technologique qui s’est opérée ces quinze dernières années et qui se poursuit encore. Elle est l’enjeu d’une guerre économique féroce, que le chercheur a du mal à suivre. Elle a changé radicalement la situation du séquençage et de son coût ; un génome complexe de plante ou d’animal peut maintenant être séquencé en quelques jours dans un simple laboratoire pour un coût souvent inférieur à 1 000 euros. La qualité d’un génome dépend maintenant de la combinaison des différentes méthodes et s’améliore régulièrement. Son analyse prend encore, malgré tout, beaucoup de temps.


          Une telle révolution technologique n’est pas sans poser quelques problèmes aux responsables des laboratoires de recherche. Ils ont du mal à choisir entre les différentes options technologiques et à faire la part de la publicité et des qualités réelles des appareils. Leurs moyens financiers ne leur permettent plus, généralement, de s’équiper avec les derniers appareils mis sur le marché. Seuls les grands centres de séquençage peuvent se le permettre. Pour autant, les petits laboratoires ne peuvent rester à l’écart de cette recherche sur les génomes, car c’est là, bien souvent, que sont posées les questions de biologie à résoudre et que se trouve la créativité.


        


      


      

        Le séquençage des premiers génomes de plantes


        Confortés par le succès des séquençages des génomes d’Arabidopsis et du riz, des chercheurs se sont lancés à la conquête de nouveaux génomes, sans même attendre la complétion des deux génomes modèles. Pour les premiers, le séquençage a été réalisé avec les séquenceurs classiques utilisant la méthode de Sanger, le plus souvent en combinant les approches ordonnées et les séquençages en aveugle (shot gun). Sur les douze nouveaux génomes séquencés entre 2005 et 2010 (tableau 2), seuls trois ont fait appel aux NGS.


        

          

            Tableau 2. Les douze premiers génomes séquencés, après Arabidopsis et le riz.


          


          

            

              

                

                

                

                

              

              

                
                  	
                    
                        Espèce
                      

                  
                  	
                    
                        Taille du génome
                      

                    
                        (Mpb)
                      

                  
                  	
                    
                        Date
                      

                  
                  	
                    
                        Méthode
                      

                  
                


                
                  	
                    Peuplier (Populus trichocarpa)

                  
                  	
                    485

                  
                  	
                    2006

                  
                  	
                    BAC, shot gun, paires d’extrémités, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Vigne (Vitis vinifera)

                  
                  	
                    487

                  
                  	
                    2007

                  
                  	
                    BAC, shot gun, paires d’extrémités, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Papayer (Carica papaya)

                  
                  	
                    372

                  
                  	
                    2008

                  
                  	
                    BAC, shot gun, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Lotier (Lotus japonicus)

                  
                  	
                    472

                  
                  	
                    2008

                  
                  	
                    BAC, shot gun, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Sorgho (Sorghum bicolor)

                  
                  	
                    730

                  
                  	
                    2009

                  
                  	
                    Shot gun, paires d’extrémités, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Concombre (Cucumis sativus)

                  
                  	
                    367

                  
                  	
                    2009

                  
                  	
                    Shot gun, Sanger, Illumina

                  
                


                
                  	
                    Maïs (Zea mays)

                  
                  	
                    2 300

                  
                  	
                    2009

                  
                  	
                    BAC, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Soja cultivé

                    (Glycine max)

                  
                  	
                    1 100

                  
                  	
                    2010

                  
                  	
                    BAC, shotgun, paires d’extrémités, Sanger

                  
                


                
                  	
                    
                        Brachypodium distachyon
                      

                  
                  	
                    272

                  
                  	
                    2010

                  
                  	
                    BAC, shot gun, paires d’extrémités, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Pommier (Malus X domestica)

                  
                  	
                    927

                  
                  	
                    2010

                  
                  	
                    Shot gun, paires d’extrémités, Sanger, 454

                  
                


                
                  	
                    Ricin (Ricinus communis)

                  
                  	
                    320

                  
                  	
                    2010

                  
                  	
                    Shot gun, Sanger

                  
                


                
                  	
                    Soja sauvage (Glycine soja)

                  
                  	
                    1 100

                  
                  	
                    2010

                  
                  	
                    Shot gun, Illumina, 454

                  
                


              

            


          


        


        Dans tous les cas, la qualité des séquences publiées, et en particulier de leur assemblage, est bien inférieure à celle des génomes d’Arabidopsis et de riz. Ces séquences, au mieux, sont assemblées en quelques milliers de contigs, et sont donc des brouillons, mais elles contiennent entre 90 et 98 % des gènes codant pour des protéines, ce qui les rend utilisables pour la majorité des applications. Les trous entre les contigs correspondent le plus souvent à des séquences répétées, exclues des assemblages, car trop difficiles à ordonner. Après publication, ces séquences seront bien souvent complétées et améliorées à l’aide des NGS. Les mises à jour de ces séquences sont régulièrement diffusées dans les bases de données telles que Phytozome, CoGepedia-CoGe (Comparative Genome), GDA (Genome Database for Angiosperms), ou plaBi database, sans doute la plus complète et de nouvelles publications. C’est donc un domaine en constante évolution.


        

          Le génome du peuplier


          Le premier génome à avoir été séquencé, après ceux d’Arabidopsis et du riz, a été celui du peuplier, Populus trichocarpa. En séquençant le génome d’un arbre, on espérait avoir accès à toute une série de gènes qui ne devaient pas être présents dans des espèces modèles annuelles et peu lignifiées. Par ailleurs, le peuplier est un arbre très utilisé industriellement et sur lequel on fonde des espoirs pour produire les biocarburants. Son génome (485 Mpb) demeure de petite taille, comparé à celui du pin qui est environ quarante fois plus gros. C’est le premier génome de plante à avoir été entièrement séquencé dans un centre unique, le Joint Genome Institute (JGI) du Department of Energy (DoE) dans la banlieue de San Francisco, pour le compte d’un consortium international de 34 laboratoires. Le JGI, avec le BGI, est devenu, en quelques années, l’une des principales usines à séquencer mondiales. Le travail avait été préparé par un programme d’EST et la construction de banques BAC. Le séquençage a été réalisé en aveugle, et l’assemblage est nettement moins bon que celui des deux espèces modèles : la séquence publiée comprend près de 2 500 trous. Il présentait une difficulté supplémentaire par rapport à Arabidopsis et au riz : du fait d’une pollinisation croisée quasiment obligatoire, chaque gène peut éventuellement être représenté par deux allèles distincts. Un peu plus de 45 000 gènes ont été dénombrés. Près de 12 % n’ont aucune similarité avec ceux d’Arabidopsis. Surtout, le même phénomène de duplication du génome que chez Arabidopsis et le riz est à nouveau apparu, suggérant que le peuplier est un paléopolyploïde et que son génome a subi une duplication quasi complète au cours de son évolution. Plusieurs familles de gènes ont plus particulièrement retenu l’attention en raison de leur expansion par rapport au génome d’Arabidopsis et parce que, souvent, elles contrôlent le métabolisme secondaire. C’est le cas des gènes impliqués dans la biosynthèse de la cellulose, chez Arabidopsis, ou encore des gènes impliqués dans la synthèse des phénylpropanoïdes, précurseurs des lignines. Les gènes de type NBS-LRR, dont beaucoup confèrent des résistances aux pathogènes ainsi que ceux des transporteurs membranaires sont deux fois plus nombreux chez le peuplier que chez Arabidopsis.


        


        

          Le génome de la vigne


          Le génome suivant, celui de la vigne, allait révéler sensiblement le même type d’informations : un génome séquencé en aveugle, avec un peu plus de 2 500 trous, et environ 30 000 gènes prédits. Le séquençage de ce génome a été réalisé et annoté à Genoscope par un consortium franco-italien. Quelques familles de gènes sont en expansion chez la vigne, et sous-représentées chez Arabidopsis. Ainsi la vigne possède-t-elle 43 gènes de stilbène-synthase, l’enzyme clé de la synthèse du resvératrol. Ce polyphénol est une phytoalexine, métabolite de défense contre les pathogènes, mais aussi une molécule bénéfique pour la santé humaine. La famille des terpène-synthases, responsables de la synthèse d’un certain nombre d’arômes du vin, est représentée par 30-40 gènes chez Arabidopsis, le riz et le peuplier, mais par 89 gènes fonctionnels et 27 pseudogènes chez la vigne.


          Surtout, l’analyse du génome de la vigne allait permettre de comprendre l’évolution des génomes de plantes par duplication complète du génome. La vigne comprend 19 paires de chromosomes. À peu près systématiquement, on retrouve des grands blocs de gènes conservés dans le même ordre, parfois sur la quasi-totalité d’un chromosome, entre 3 paires de chromosomes. Cette observation suggère que le génome de la vigne est formé de la juxtaposition de 3 génomes homologues, comme le cas d’une espèce hexaploïde.


          Le génome de la vigne a été comparé à celui d’Arabidopsis et du peuplier : dans un grand nombre de cas, un gène de vigne a deux homologues chez le peuplier et quatre chez Arabidopsis. Cela indique que depuis l’ancêtre commun à la vigne, au peuplier et à Arabidopsis, ces deux derniers génomes ont subi respectivement une et deux duplications de leur génome. Lorsqu’on affecte le même graphisme que celui de la vigne aux régions homologues du peuplier et d’Arabidopsis, on retrouve le patchwork observé initialement.


          Ainsi, il apparaît que le génome de la vigne a une organisation beaucoup plus simple que celui d’Arabidopsis, du riz ou du peuplier. La vigne serait en fait un ancien hexaploïde, résultant de la fusion de trois génomes ancestraux voisins ou de la triplication, suivie de divergence, d’un même génome, se comportant aujourd’hui comme une espèce diploïde. À partir d’un génome ancestral du type de celui de la vigne, on comprend comment les génomes du peuplier et d’Arabidopsis ont pu se former, à la suite d’une ou deux duplications quasi complètes de leur génome ancestral et de nombreux réarrangements. Ces duplications se sont accompagnées, au cours du temps, de la perte d’un certain nombre de copies de gènes qui étaient redondantes ou de leur évolution vers des copies distinctes, mais similaires, dont les fonctions ont pu se spécialiser, selon les tissus ou les besoins physiologiques, voire devenir nouvelles. Cette évolution s’est également accompagnée d’une redistribution des blocs de gènes conservés au sein des différents chromosomes à la faveur d’événements de recombinaison. Ces observations fournissent aussi une explication à l’existence de nombreuses familles multigéniques chez Arabidopsis. Chaque gène de vigne peut être représenté par trois copies similaires, ce qui conduit au maximum à six gènes homologues chez le peuplier et douze chez Arabidopsis.


          

            

              [image: illustration]

            


            

              Figure 7. Homologies entre les chromosomes de la vigne. Les régions conservées entre chromosomes sont représentées avec le même graphisme : ainsi les chromosomes 6, 8 et 13 de la vigne sont homologues, de même les chromosomes 2, 15 et 16 (d’après Nature, 2007, 447, p. 463-467).


              


            

          

        


        

          Sorgho, maïs, etc.


          Peu de temps après le séquençage du génome de la vigne, c’est celui du papayer qui est rapporté. La comparaison avec le génome de la vigne montre que les deux génomes ont la même structure et peuvent être alignés l’un avec l’autre, et que le papayer est donc également un hexaploïde cryptique. Ainsi, il apparaît, après que cinq génomes de plantes supérieures ont été séquencés, que l’hypothèse de départ, selon laquelle le génome d’Arabidopsis devait être l’un des plus simples du fait de sa petite taille, était en fait erronée, et qu’il aurait peut-être mieux valu commencer par séquencer celui de la vigne ou du papayer ! Le génome du papayer présente aussi un autre intérêt : c’est le premier génome d’une plante transgénique à avoir été déterminé. En effet la variété séquencée est une variété génétiquement modifiée, rendue résistante au Papaya Ring Spot Virus, un virus dévastateur des vergers de papayers à Hawaii. Ce séquençage n’a révélé aucune anomalie ou réarrangement, et a confirmé l’innocuité de cette variété PGM, commercialisée dans plusieurs pays.


          L’un des tout premiers génomes à avoir été publié après ces trois exemples a été celui d’une monocotylédone, le sorgho. C’est une céréale à photosynthèse de type C4, alors qu’Arabidopsis et le riz ont une photosynthèse classique, de type C3. La photosynthèse C3 a lieu dans les chloroplastes des cellules de la feuille, où la rubisco ajoute le CO2 à un sucre à cinq atomes de carbone pour donner deux molécules à trois carbones (C3), précurseurs du triose-phosphate, exporté du chloroplaste vers le cytoplasme où il est transformé en glucose et saccharose. Dans la photosynthèse de type C4, les cellules de feuilles sont spécialisées. Le CO2 y est d’abord fixé dans le cytoplasme sur du phosphoénol-pyruvate pour donner de l’oxaloacétate à quatre carbones (C4). Celui-ci est alors transféré dans les cellules entourant les vaisseaux, la gaine, où il est décarboxylé, pour redonner du pyruvate et du CO2 qui y est, cette fois-ci, pris en charge par la rubisco, comme dans la photosynthèse C3. Ce mécanisme, distribué sur deux types cellulaires différents, permet de concentrer le CO2 dans les cellules de la gaine, assure une meilleure efficience à la photosynthèse et facilite la redistribution des sucres issus de la photosynthèse. Le rendement des plantes C4 est généralement supérieur à celui des plantes C3. Sorgho, maïs et canne à sucre sont des plantes typiques de la photosynthèse de type C4.


          Le séquençage du génome du sorgho a fourni des informations sur la nature des gènes responsables de la photosynthèse C4. L’analyse de sa séquence va aussi permettre de confirmer la nature dupliquée de ce génome et d’observer que les segments dupliqués sont essentiellement les mêmes que chez le riz. Ces informations seront confirmées par le séquençage la même année du génome du maïs, lui aussi plante à photosynthèse C4, et de la graminée sauvage, Brachypodium distachyon de type C3, choisie comme modèle alternatif de céréales en raison de la petite taille de son génome et d’un protocole efficace de transformation, indispensable pour réaliser des analyses fonctionnelles du génome.


          Le génome du maïs marque une nouvelle étape, puisque, avec 2 300 Mpb, celui-ci est environ six fois plus gros que celui du riz et environ vingt fois plus que celui d’Arabidopsis. Il est en grande partie composé d’éléments transposables de toutes sortes qui rendent compte de 85 % de sa taille. Particulièrement important est l’élément Mutator, dont près de 20 000 insertions ont été observées. Les rétrotransposons à LTR sont les plus abondants, représentant plus de 75 % du génome, avec près de 400 familles, dont la plupart ont moins de dix copies. La séquence du génome du maïs a aussi permis de préciser son histoire évolutive : on y retrouve la duplication ancestrale, commune aux graminées, qui s’est produite il y a environ 70 millions d’années, mais aussi une duplication complète du génome, beaucoup plus récente, datée entre 5 et 12 millions d’années. Postérieurement à cette duplication, la taille du génome s’est accrue jusqu’à 2 300 Mpb à la suite d’une colonisation massive du génome par des rétrotransposons à LTR.


          Trois autres génomes séquencés dans cette première série sont également importants. Celui du lotier (Lotus japonicus), légumineuse modèle à cause de son petit génome (~ 470 Mpb, dix fois plus petit que celui du pois), a été séquencé en 2008 par le KDRI au Japon. Sur les 35 000 gènes de protéine prédits, un peu plus de 2 800 n’ont aucune homologie avec ceux des quelques autres plantes dont le génome est connu. Celui du soja sera déterminé deux ans plus tard. C’est une légumineuse vivrière importante, surtout en Amérique et en Asie, source de protéines et d’huiles. Avec 1 115 Mpb, il possède sensiblement le même nombre de gènes que le peuplier, et il a apparemment subi deux duplications génomiques complètes au cours de son évolution, l’une vers 60 millions d’années et une autre, plus récente, vers 13 millions d’années. Une fraction importante du génome, environ 42 %, est occupée par des rétrotransposons. Près de 300 familles de gènes sont spécifiques des légumineuses. La comparaison avec le génome d’Arabidopsis révèle aussi l’expansion de nombreuses familles de gènes : ainsi, alors qu’on dénombre 600 gènes impliqués dans le métabolisme lipidique chez Arabidopsis, il y en a près du double chez le soja où nombre de ces gènes sont en copies multiples. D’autres exemples concernent les gènes qui répondent à l’auxine et ceux des facteurs de transcription, nettement plus nombreux chez le soja.


          Le génome du ricin est lui essentiellement colinéaire avec ceux de la vigne et du papayer et, depuis l’ancêtre commun, il n’a pas subi de nouvelle duplication. Le ricin est intéressant pour les gènes codant la ricine, une protéine inactivatrice du ribosome (RIP), extrêmement toxique et qui a fait l’objet de recherches en vue de son utilisation comme arme biologique. Elle forme une famille avec l’hémagglutinine RCA, très proche, mais non toxique. Vingt-sept gènes appartenant à cette famille ont été identifiés, et au moins sept codent pour la ricine. L’autre intérêt du ricin est sa capacité à synthétiser de l’acide ricinoléique, huile utilisée en peinture. Le gène de l’enzyme capable de transformer l’acide oléique en acide ricinoléique, l’acide oléique hydroxylase, a été identifié, est présent en copie unique et semble avoir évolué à partir d’une copie du gène FAD2, qui code l’acide oléique désaturase présente chez toutes les plantes.


          Quelques autres génomes seront publiés avant la fin de 2010, comme ceux du pommier, du concombre ou du soja sauvage, puis la machine s’est emballée.


          Disposant ainsi d’une série de plusieurs génomes d’espèces appartenant à différentes familles, il a été possible de se livrer à des comparaisons de la composition en gènes de ces différents génomes. La comparaison des génomes d’Arabidopsis, de riz, de sorgho et de maïs révèle que chacun présente 10 000 à 13 000 familles de gènes, et que près de 8 500 sont communes aux quatre espèces, indiquant que ces plantes partagent un patrimoine génétique commun. Un millier de familles est présent uniquement chez Arabidopsis. Riz, maïs et sorgho ont en commun un peu plus de 10 500 familles, mais présentent chacun un sous-groupe de familles spécifiques. Ainsi, 1 100 familles sont présentes chez le riz, mais absentes dans les deux autres graminées et 465 et 265 familles semblent respectivement spécifiques du maïs et du sorgho. Ces chiffres sont toutefois à prendre avec prudence, car il s’agit d’une première analyse de génomes de qualités et de degrés d’annotation différents.


          Le fait qu’un certain nombre de gènes soient apparemment spécifiques d’espèces ou de familles distinctes est un acquis important, qui justifie de séquencer des génomes appartenant à une grande diversité de plantes. Cette observation interpelle aussi sur la fonction de ces gènes apparemment spécifiques. Il est probable qu’ils déterminent les caractères spécifiques de chaque plante. C’est le cas par exemple du gène Ramosa1 du maïs, qui contrôle l’architecture de l’épi et qui est absent chez le riz et les céréales autres que celles de la tribu du maïs, ou encore des gènes impliqués dans la fixation symbiotique de l’azote chez les légumineuses. Mais, dans de nombreux cas, la fonction de ces gènes spécifiques d’une famille de plantes n’est pas connue. La question se pose également de la façon dont ces familles spécifiques sont apparues au cours de l’évolution des plantes.


          Mis à part le génome de la vigne, réalisé à Genoscope, le séquençage des autres génomes n’a impliqué aucun groupe français, ce qui témoigne de leur difficulté à financer des recherches en génomique à cette période. Seuls deux laboratoires participeront à l’annotation du génome du maïs et à celle du génome du peuplier.


        


      


      

        Une avalanche de nouveaux génomes


        Dans les trois années qui suivent, 42 nouveaux génomes sont publiés. Ils sont répertoriés sur le tableau suivant, dans l’ordre chronologique.


        

          

            Tableau 3. Les génomes de plantes séquencés entre 2010 et 2013.


          


          

            

              

                

                

              

              

                
                  	
                    
                        Espèce
                      

                  
                  	
                    
                        Espèce
                      

                  
                


                
                  	
                    Fraisier des bois (Fragaria vesca), rosacée, 2011

                  
                  	
                    Pastèque (Citrullus lanatus), cucurbitacée, 2012

                  
                


                
                  	
                    Cacaoyer (Theobroma cacao), malvacée, 2011

                  
                  	
                    Oranger (Citrus sinensis), rutacée, 2012

                  
                


                
                  	
                    Pourghère (Jatropha curcas), euphorbiacée, 2011

                  
                  	
                    Nicotiana benthamiana, solanacée, 2012

                  
                


                
                  	
                    Arabidopsis lyrata, crucifère, 2011

                  
                  	
                    Pois chiche (Cicer arietinum), légumineuse, 2013

                  
                


                
                  	
                    Pomme de terre (Solanum tuberosum), solanacée, 2011

                  
                  	
                    Bambou (Phyllostachys heterocycla), graminée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Tellungiella parvulata, crucifère, 2011

                  
                  	
                    Hévea (Hevea brasiliensis), euphorbiacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Navet (Brassica rapa), crucifère, 2011

                  
                  	
                    Oryza brachyantha, graminée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Chanvre (Cannabis sativa), cannabacée, 2011

                  
                  	
                    Eutrema salsugineum, crucifère, 2013

                  
                


                
                  	
                    Pois d’Angole (Cajanus cajan), légumineuse, 2011

                  
                  	
                    Pêcher (Prunus persica), rosacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Luzerne (Medicago truncatula), légumineuse, 2011

                  
                  	
                    Lotus (Nelumbo nucifera), nymphéacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Manioc (Manihot esculenta), euphorbiacée, 2012

                  
                  	
                    Epicéa (Picea abies), gymnosperme, 2013

                  
                


                
                  	
                    Lin (Linum usitatissimum), linacée, 2012

                  
                  	
                    Lupin (Lupinus angustifolius) 2013

                  
                


                
                  	
                    Tomate (Solanum lycopersicum), solanacée, 2012

                  
                  	
                    Capselle (Capsella rubella), crucifère, 2013

                  
                


                
                  	
                    Millet (Setaria italica), graminée, 2012

                  
                  	
                    Utriculaire (Utricularia gibba), utriculariacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Bananier (Musa acuminata), musacée, 2012

                  
                  	
                    Tabacs (Nicotiana sylvestris, et N. tomentosiformis), solanacées, 2013

                  
                


                
                  	
                    Melon (Cucumis melo), cucurbitacée, 2012

                  
                  	
                    Palmier-dattier (Phoenix dactylifera), arécacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Cotonier sauvage (Gossypium raimondii), malvacée, 2012

                  
                  	
                    Palmier à huile (Elaeis guineensis), arécacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Margousier (Azadirachta indica), méliacée, 2012

                  
                  	
                    Mûrier (Morus notabilis),

                    moracée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Riz sauvage (Oryza rufipogon), graminée, 2012

                  
                  	
                    Bananier (Musa balbisiana), musacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Blé (Triticum aestivum), graminée, 2012

                  
                  	
                    Poirier (Pyrus bretschneideri), rosacée, 2013

                  
                


                
                  	
                    Orge (Hordeum vulgare), graminée, 2012

                  
                  	
                    Amborella trichopoda, amborellacée, 2013

                  
                


              

            


          


        


        Le premier argument avancé pour séquencer un nouveau génome est en général son importance agronomique et économique. La recherche de nouveaux gènes est aussi un moteur puissant. Ainsi, on ne sera pas surpris de trouver en tête de liste les génomes des principales cultures vivrières ou d’espèces d’intérêt industriel, comme le Jatropha, ou le palmier à huile. On détermine aussi les génomes de plantes considérées comme modèles, théoriquement plus simples à séquencer et analyser : les génomes de la fraise des bois et du cotonnier sauvage, Gossypium ramondii, strictement diploïdes, ont été séquencés avant ceux de la fraise cultivée, Fragaria X annassa et du cotonnier cultivé, Gossypium arboreum, qui, eux, sont polyploïdes. Enfin, certaines espèces ont vu leur génome séquencé en raison de leur position systématique incertaine ou stratégique, comme le lotus ou Amborella trichopoda, plante endémique de Nouvelle-Calédonie dont on considère qu’elle est représentative des plantes les plus primitives. Le séquençage de ces génomes a permis de préciser la position phylogénique de ces espèces à la base de la classification systématique.


        Le nombre de gènes dans ces génomes est déterminé dans un premier temps de façon automatique. La comparaison de la séquence des gènes de ces nouveaux génomes avec ceux annotés chez Arabidopsis et le riz permet bien souvent de prédire une fonction, qu’il faut ensuite valider expérimentalement, mais cela n’est malheureusement pas toujours possible, car les outils sont absents. Quelques collections de mutants d’insertion existent pour le maïs, basées sur les éléments transposables Mutator (Mu), d’autres ont été créées plus récemment pour la tomate, la luzerne ou le brachypodium, mais ces exemples restent limités, et on a donc des difficultés à obtenir une annotation fonctionnelle d’aussi bonne qualité que pour Arabidopsis et le riz.


        La facilité avec laquelle il est devenu possible de séquencer un génome a provoqué une avalanche de séquences qu’il est bien difficile de suivre. On voyage ainsi au travers de la classification systématique, et on découvre souvent des espèces exotiques dont on n’avait jamais entendu parler ! Une liste actualisée des génomes séquencés est disponible sur le site de Plabi Database (www.plabipd.de). Début 2020, plus de 400 génomes d’espèces d’angiospermes ont été publiés et nombre d’autres sont en cours de séquençage ou d’analyse, couvrant les principales familles et l’ensemble de l’arbre phylétique. Le plus gros génome actuellement séquencé est celui de la tulipe avec 34 Gpb, déterminé en quelques mois par des équipes hollandaises. À côté des génomes de plantes supérieures, une dizaine de génomes de gymnospermes, des plantes dont les graines sont à nu, comme les pins, sont disponibles, auxquels il faut ajouter les génomes de quelques mousses et fougères, d’une quarantaine d’algues et d’au moins autant de champignons comestibles ou phytopathogènes. Depuis 2014, en moyenne, un génome de plante devient disponible chaque semaine, cependant on est encore loin des 390 000 espèces végétales actuellement recensées ! La qualité de ces séquences, et en particulier leur assemblage, laisse souvent à désirer, mais des données sont là et peuvent déjà être exploitées et améliorées. En fait, ce n’est plus le séquençage qui est limitant, mais l’annotation et l’analyse.


        Un ambitieux projet a été annoncé par les Chinois au XIXe Congrès international de botanique en 2017 : séquencer les génomes de 10 000 végétaux, des algues aux plantes supérieures, représentatifs de chaque famille botanique, dans les cinq ans à venir ! Des consortiums internationaux visent à séquencer systématiquement des génomes de plantes d’intérêt médicinal ou encore des plantes des étages alpins, dans la perspective de découvrir de nouvelles voies de biosynthèse de métabolites, de découvrir de nouveaux modes d’adaptation à l’environnement. Un autre consortium vient de publier les transcriptomes d’un millier d’espèces végétales couvrant toute la classification, des algues aux arbres.


        Dans la suite de ce chapitre, nous illustrerons le rôle des groupes français dans cette course aux génomes, et surtout ce que cela nous a permis d’apprendre.


      


      
          
          Les laboratoires français et la détermination des génomes végétaux

          Après le séquençage des premiers génomes, plusieurs laboratoires, soutenus par l’INRA, le Cirad ou l’IRD, ont su faire accepter leurs projets à Genoscope ou à d’autres partenaires. Genoscope, en particulier au travers de Francis Quétier, son directeur adjoint, a d’abord joué un rôle crucial dans le séquençage des génomes d’Arabidopsis et du riz, puis de la vigne, du blé, du colza, du bananier, du caféier, du cacaoyer, du rosier, du chêne et du petit pois, en étant maître d’œuvre de ces projets. Cet institut a aussi réalisé les premiers séquençages des génomes de l’algue brune Ectocarpus siliculosus et de l’algue rouge Chondrus crispus, à l’initiative de nos collègues de Roscoff. Des groupes français ont participé activement à la détermination et à l’analyse des génomes de la luzerne sauvage Medicago truncatula, de la tomate, des riz sauvages et cultivés, du pommier, de l’eucalyptus, du pêcher, de l’oranger, du mil, de l’arachide, du tournesol ou de la zostère, une herbe marine. Le séquençage proprement dit de ces génomes a le plus souvent été réalisé à l’étranger, en Chine ou aux États-Unis, et nos collègues ont contribué à organiser un consortium, à faire accepter leur projet et à analyser et annoter les séquences.

          Jusqu’à très récemment, la capacité de séquençage et d’analyse informatique des laboratoires était très limitée, mais cette situation change avec l’acquisition des NGS. Ainsi, à Perpignan, nous avions investi, dès le début des années 2000, d’une part dans l’analyse fonctionnelle des génomes d’Arabidopsis et de riz, et d’autre part dans l’analyse bio-informatique. L’analyse du génome du riz et de ses rétrotransposons à LTR a donné à l’équipe d’Olivier Panaud une notoriété dans ce domaine qui l’a amené à collaborer à l’annotation de ces éléments dans les génomes de nombreuses autres espèces, et à participer directement au séquençage de plusieurs génomes de riz cultivés ou sauvages. L’acquisition de séquenceurs Illumina et MinION par plusieurs équipes remet ces dernières dans la compétition internationale.

          Nous avons, indirectement, contribué au décryptage du génome de l’orchidée Phalaenopsis equestris. Mes rencontres avec Wen-Huei Chen et Hong-Hwa Chen à Taïwan ont conduit cette dernière à développer un programme de génomique sur Phalaenopsis. Les orchidées constituent une famille particulièrement intéressante, avec 28 000 espèces et des problèmes biologiques fascinants : une morphologie florale spectaculaire, une coévolution de la fleur avec les insectes pollinisateurs et un mode de pollinisation original, une photosynthèse d’un type particulier, une embryogenèse inachevée dans la graine, et une germination qui requiert la présence de champignons symbiotiques, la production par certaines espèces de produits d’intérêt pharmacologique, une adaptation à des niches écologiques extrêmement variées, avec de l’épiphytisme, une domestication de certaines espèces en variétés florales commercialisées… Avec ses élèves, Hong-Hwa Chen a fait des contributions significatives à l’analyse de la morphogenèse florale et de la biosynthèse des molécules odorantes de Phalaenopsis. Finalement, elle entreprendra de séquencer le génome de Phalaenopsis equestris en s’associant, faute de financements, avec le BGI à Pékin, ce qui, dans le contexte taïwanais, est presque un crime d’État ! Elle a publié, en 2014, la première séquence du génome d’une orchidée, P. equestris, permettant ainsi une explosion des recherches sur ce modèle et d’autres orchidées. Depuis, ses collègues de l’Academia Sinica à Taipei ont publié la séquence du génome d’une autre espèce, P. aphrodite, et ses élèves ont publié celle d’Apostasia shengzhenica, pendant qu’un groupe chinois publiait la séquence de deux espèces de Dendrobium. Ils ont confirmé l’existence d’une duplication complète du génome chez Phalaenopsis et Apostasia, et mis en évidence le rôle de rétrotransposons dans la pigmentation de la fleur. Le génome de la vanille a également été séquencé, et celui d’autres orchidées est en cours de réalisation. Ces génomes vont faciliter l’étude de la biologie des très nombreuses espèces de cette famille.

          Dans les derniers paragraphes de ce chapitre, nous illustrerons par quelques exemples ce que le séquençage d’un grand nombre de génomes végétaux nous a appris sur des questions aussi diverses que la biodiversité, la taille et l’évolution des génomes, le rôle des éléments transposables, l’inventaire des gènes de résistance aux pathogènes, la fixation symbiotique de l’azote ou encore la découverte de gènes permettant la synthèse de produits d’intérêt pharmacologique.

        


      

        L’analyse de la biodiversité


        L’une des retombées majeures de ces programmes massifs de séquençage est certainement l’analyse de la diversité génétique des espèces cultivées, diversité dont la connaissance est indispensable à l’amélioration des plantes ainsi qu’aux études sur l’évolution. Les progrès extraordinaires du séquençage et l’abaissement considérable de son coût permettent aujourd’hui de réaliser le séquençage de nombreuses variétés d’une même espèce et d’obtenir une description beaucoup plus étendue et précise de la diversité génétique des plantes. L’objectif de cette frénésie de séquençage est d’identifier tous les variants naturels dans le génome d’une espèce, quel que soit leur type : simple mutation ponctuelle (SNP ou single nucleotide polymorphism), insertions/délétions (indels), variation du nombre de copies des gènes (CNV, copy number variant), présence ou absence d’un gène, réarrangement, et de les corréler avec des phénotypes. Dès la fin du séquençage du génome d’Arabidopsis, on a commencé à prendre conscience de l’extraordinaire diversité génétique différenciant deux variétés.


        Le premier exemple a été apporté par le séquençage de la lignée Landsberg d’Arabidopsis, effectué par la société Cereon, filiale de Monsanto. Son analyse a révélé que cet écotype différait de Col 0 par environ 37 300 SNP, et près de 20 000 insertions/délétions. Cette ressource a largement facilité le clonage positionnel d’un grand nombre de gènes, le nombre de marqueurs utilisables pour encadrer une mutation étant subitement augmenté d’un facteur 500.


        Le projet 1001 Genomes d’Arabidopsis thaliana (http://1001 genomes.org) a permis d’obtenir une description de la diversité génétique des différents écotypes d’Arabidopsis, de la corréler à leur distribution géographique et de retracer l’histoire phytogéographique de cette espèce sur les 10 millions d’années écoulées, révélant qu’à la suite des glaciations, des variétés se sont propagées et différenciées à partir de populations reliques dont on retrouve les traces. Plus de 250 écotypes ont été phénotypés pour de multiples caractères. Il devient possible d’associer les traits observés avec les variants moléculaires par la méthode de la génétique d’association à l’échelle du génome ou GWAS (Genome Wide Association Studies), stratégie initialement développée sur le génome humain. L’établissement de cette corrélation entre un phénotype et un marqueur de type SNP est réalisé à l’aide d’algorithmes complexes qui permettent de traiter un très grand nombre de SNP. Cette technologie a l’avantage sur l’analyse QTL classique de ne pas requérir la construction d’une population issue d’un croisement particulier. Un deuxième avantage de la méthodologie GWAS est qu’elle peut permettre la détection simultanée de différents gènes, pour peu que la population examinée ait été phénotypée pour plusieurs caractères. Ainsi, au cours de ces dernières années, de très nombreux gènes d’Arabidopsis ont été identifiés par cette méthode et une base de données, AraGWAS Catalog, a été établie pour permettre à tout un chacun de trouver les marqueurs qui sont associés au caractère qu’il veut étudier. Aujourd’hui, plus de 2 500 génomes d’Arabidopsis ont été séquencés.


        Des projets tout aussi spectaculaires ont été mis en place pour le riz. Dans un premier temps, la séquence de référence du riz japonica Nipponbare a été comparée avec celle du riz indica 93.11, puis plusieurs centaines de lignées de riz ont été phénotypées pour des dizaines de caractères agronomiques, et reséquencées par le groupe de Bin Han, à Shanghai. Plusieurs millions de SNP seront identifiés, et des associations significatives avec l’un des caractères étudiés observées, identifiant ainsi une centaine de gènes candidats, dont quelques-uns seulement étaient précédemment connus. Un programme, de plus grande envergure encore, le 3 000 Rice Genome Project, a été réalisé par un consortium entre le BGI en Chine et l’IRRI aux Philippines. Les génomes d’un peu plus de 3 000 variétés de riz cultivés ont été reséquencés et mis dans le domaine public. Leur exploitation ne fait que commencer.


        Ces études de diversité génétique révèlent les exemples d’introgression, de transfert de gènes, d’une espèce dans une autre, comme entre les riz indica et japonica. Le résultat le plus spectaculaire de ces études est que 14 000 familles de gènes sont communes à toutes les variétés de riz, mais que 12 000 autres familles supplémentaires ne sont présentes que dans certaines variétés et absentes dans les autres. Celles-ci rendent sans doute compte de la capacité du riz à s’adapter à de multiples niches écologiques. Au moins la moitié de ces nouveaux gènes sont exprimés. On savait déjà que des gènes comme Sub1A, SNORKEL1 et SNORKEL2, qui contrôlent la croissance en condition de submersion n’étaient pas présents chez Nipponbare, mais on ne s’attendait pas à un phénomène d’une telle ampleur.


        Aujourd’hui, les génomes de centaines de variétés de maïs, de peuplier, de vigne, de soja, de haricot, de tomate, de chou et de bien d’autres espèces sont reséquencés et confirment ces observations.


        Dans ces conditions, que signifie le génome d’une espèce, comment le définir ? On en est venu à la conclusion que chaque individu, chaque variété d’une espèce partage avec les autres un lot commun de gènes, que l’on appelle le cœur du génome (genome core), auquel il faut ajouter un certain nombre de gènes qui apparemment ne sont pas indispensables. La totalité des gènes que l’on trouve dans les différentes variétés, ou l’ensemble de la population d’une espèce, constitue le « pangénome ». La question sous-jacente est de savoir d’où viennent ces gènes qui ne font pas partie du génome-cœur : sont-ils des reliques du génome ancestral qui auraient été perdues dans les autres variétés, ou bien sont-ils des gènes qui ont été acquis au cours de l’évolution, soit de novo par des réarrangements de gènes existants, soit par des transferts horizontaux à partir d’autres espèces ou d’autres mécanismes ? Toutes ces questions font l’objet de recherches très actives qu’il aurait été difficile de programmer il y a seulement quelques années.


        On voit bien là l’intérêt qu’il y avait à reséquencer un grand nombre de variétés au sein de l’espèce. Cela conduit à une nouvelle vision de la diversité génétique et moléculaire au sein d’une espèce, et à s’interroger sur l’origine des gènes.


        Le reséquençage est utilisé le plus souvent pour des études de génétique d’association, comme illustré par les études menées sur le riz ou la saveur des tomates. Une étude récente, menée à l’INRA d’Avignon sur 400 variétés de tomates modernes, anciennes ou sauvages, a ainsi permis d’identifier plusieurs molécules corrélées à la saveur du fruit, et de mettre en évidence, par génétique d’association, toute une série de gènes qui sont impliqués dans le contrôle de la concentration de ces molécules dans le fruit. Souvent, les allèles favorables à la saveur ont été perdus dans les variétés modernes, sélectionnées pour le rendement, la taille ou la couleur, expliquant le ressenti des consommateurs qui trouvent que les tomates actuelles n’ont plus leur goût d’antan.


        Une retombée des études de diversité génétique est de retracer l’histoire évolutive d’une espèce et de sa domestication. En comparant des taux de mutation dans un gène donné entre plusieurs populations, on peut déterminer leur âge et leur filiation. Le riz, le maïs, le blé, la tomate, le pommier ou le cacaoyer constituent des bons exemples pour lesquels on a pu retracer les périodes et les lieux de domestication par les premiers agriculteurs. En comparant les différentes populations, on repère des régions conservées, avec peu de mutations. Elles correspondent aux régions qui ont subi une forte sélection et contiennent souvent des gènes de domestication, car ils ont assuré le passage d’une forme sauvage à une forme cultivée. Ainsi, chez le riz, on trouve dans cette catégorie les gènes qui contrôlent l’égrenage, le gène Waxy qui contrôle la qualité de l’amidon ou encore GS3 qui contrôle la taille du grain, mais aussi d’autres gènes à fonction inconnue. On a pu aussi estimer le pourcentage de gènes ou d’allèles qui ont été perdus au cours des phases de domestication, mais qui sont encore présents dans les variétés sauvages.


        Le genre Oryza comprend une vingtaine d’espèces sauvages à côté des riz cultivés. Leur histoire évolutive s’étale sur presque 25 millions d’années. Presque tous les génomes correspondants ont maintenant été séquencés, permettant ainsi de décrire de façon détaillée leur évolution, l’expansion ou la disparition de familles de gènes, la dynamique des transposons, et de la mettre en rapport avec leur adaptation à leur environnement.


        Une étude récente, réalisée à Genoscope porte sur le séquençage de 199 variétés de navet et 119 de chou, et décrit la quasi-totalité des variants morphologiques de ces espèces.


      


      

        L’évolution des génomes de plantes


        L’obtention de toutes ces séquences apporte des informations non seulement sur la biodiversité, mais aussi sur l’évolution des génomes. L’une des questions sous-jacentes est de comprendre pourquoi la taille des génomes de plantes est si variable, de moins de 100 Mpb pour l’utriculaire et la spirodèle jusqu’à plusieurs dizaines de milliers de Mpb avec le blé (16 000), le pin (40 000) ou certaines liliacées comme Paris japonica (150 000). Une autre question majeure est celle de l’ordre des apparitions des différentes espèces et leur filiation à partir d’un ancêtre commun. L’étude de la morphologie des plantes et de leurs fossiles avait jeté les bases d’une phylogénie des plantes, mais la génomique permet maintenant de résoudre des ambiguïtés et de proposer des mécanismes pour cette évolution.


        

          L’arbre du vivant


          La comparaison des séquences des mêmes gènes entre espèces différentes permet de reconstituer leur filiation. Le nombre de différences est un indice de l’âge auquel s’est produite la spéciation : plus il y a de différences, plus la spéciation est ancienne. Ce type d’analyse constitue l’analyse phylétique et, au fil des ans, elle s’est enrichie de nombreux outils statistiques. Celle-ci peut être réalisée sur un ou quelques gènes, ou encore sur la totalité du génome. Les analyses phylétiques basées sur les séquences d’ADN ou de protéines confirment globalement les phylogénies dérivées des observations morphologiques, mais surtout les affinent, résolvent les ambiguïtés et permettent de dater les divergences et d’établir une correspondance avec les échelles géologiques obtenues à partir des fossiles. Ces datations sont encore grossières, avec souvent des incertitudes de plusieurs millions d’années. Un arbre phylétique simplifié de la lignée verte est présenté sur la figure 8.
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              Figure 8. Arbre phylétique simplifié de la lignée verte. Les étoiles et les ovales marquent les événements de duplication génomique identifiés. La position approximative des périodes géologique est indiquée à la base de la figure (d’après Science, 2013, 342, p. 1468-1477).


            

          

          La place de l’espèce Amborella trichopoda, endémique de Nouvelle-Calédonie, à la base de la classification des végétaux supérieurs, a ainsi pu être confirmée. Cet arbre indique aussi que des espèces comme le nénuphar ou le magnolia sont des espèces ancestrales à la fois des monocotylédones et des dicotylédones. On estime que monocotylédones et dicotylédones se sont séparées à la fin du jurassique, entre 200 et 145 millions d’années. Le génome d’Amborella est actuellement considéré comme le plus primitif, proche du génome du plus récent ancêtre commun des plantes à fleurs, ou angiospermes. Amborella présente environ 26 850 gènes, dont beaucoup sont en deux exemplaires, suggérant qu’une duplication génomique est à l’origine de la radiation des plantes à fleurs.


          Cette première duplication aurait eu lieu lors de la séparation des angiospermes et des gymnospermes (les conifères) à la fin du carbonifère, il y a près de 300 millions d’années, bien avant celles observées à l’origine des dicotylédones révélées par le génome de la vigne, ou chez les monocotylédones. Souvent un gène d’Amborella correspond à trois gènes homologues chez la vigne. Par la suite d’autres duplications se sont produites dans différents groupes, à des époques variables : ce sont celles décrites chez l’ancêtre des graminées, chez le peuplier, Arabidopsis, la tomate ou d’autres encore plus récentes, comme chez le maïs ou le colza.


          La conception actuelle, inimaginable il y a vingt-cinq ans, est que des duplications génomiques se sont produites de façon répétée au cours de l’évolution des génomes de plantes. Pour quelles raisons ? C’est encore un mystère. On ne sait pas non plus pourquoi des duplications supplémentaires se sont produites dans certaines familles et pas dans d’autres. À la suite de ces duplications, des recombinaisons génétiques se produisent entre chromosomes homologues et on observe, au terme de l’évolution, une diploïdisation complète. Une fois les génomes dupliqués, les différentes copies des gènes se maintiennent, se différencient ou disparaissent. Ces duplications globales sont un moyen puissant d’augmenter la diversité génétique et le pool de gènes des espèces, de permettre leur adaptation à un environnement changeant et, sans doute, de créer de nouveaux gènes.


          Un autre phénomène se superpose à ces duplications globales, des duplications locales, souvent en tandem. La comparaison des différents génomes montre que chaque spéciation s’est accompagnée de l’acquisition, ou de la perte, de nouvelles familles de gènes, et de l’expansion ou de la contraction de certaines familles. Ainsi, au moins 1 180 familles géniques qui ne sont pas présentes chez les gymnospermes sont apparues avec les premières angiospermes. Les mécanismes qui génèrent ces nouvelles séquences font l’objet de spéculations et sont encore mal connus : formation de novo à partir de séquences non codantes existantes, réarrangement de domaines protéiques en recombinant des exons, insertions ou délétions de fragments d’ADN à la faveur d’événements de transposition ou de recombinaison, copies d’ARNm et réinsertion dans le génome, transfert horizontal à partir d’un autre organisme… ? Parmi les familles qui se sont agrandies, on trouve plusieurs classes de facteurs de transcription et de protéines de signalisation.


          Beaucoup d’espèces végétales actuelles sont en fait des espèces polyploïdes d’origine récente et dans lesquelles les chromosomes homologues restent individualisés et ne se sont pas encore réarrangés : c’est le cas du blé qui est un hexaploïde composé de trois génomes ancestraux distincts. Un cas extrême est celui du colza (Brassica napus) qui est un tétraploïde formé d’un génome de chou et d’un génome de navet. Chacun de ces derniers résulte en fait de la fusion de 3 génomes voisins de celui d’Arabidopsis, eux-mêmes constitués déjà de 12 génomes (les 3 génomes ancestraux qui ont subi 2 duplications) : on arrive ainsi à 36 génomes pour les Brassica parents du génome du colza qui, lui, en aurait ainsi 72 ! Bien sûr, toutes ces copies des gènes ne sont pas conservées et beaucoup ont été perdues ou se sont spécialisées, mais ces duplications expliquent en partie la fréquence des gènes en copies multiples et leur diversification.


          La façon dont se sont produites ces duplications globales est inconnue : s’agit-il d’une duplication véritable d’un génome initial, ou bien d’une hybridation entre deux génomes voisins, dont le nombre de chromosomes n’aurait pas été réduit lors de la méiose ? Leur cause est également inconnue. Mais une conclusion s’impose : les génomes de plantes sont tout sauf des entités statiques et figées ; ils sont en constante évolution, qualité que l’on qualifie de « fluidité ».


          Ces mécanismes rendent compte, en partie, de l’évolution de la taille des génomes, mais sont insuffisants pour expliquer certaines tailles énormes. L’autre facteur, qui contribue massivement à l’augmentation de la taille des génomes est leur envahissement par des rétrotransposons.


        


        

          La dynamique des transposons


          L’étude des transposons a longtemps été limitée au maïs. Avant le séquençage de son génome, un seul rétrotransposon, Tos17, avait été étudié en détail chez le riz. La transposition de cet élément est induite par la culture in vitro, et est à l’origine de mutations par insertion. Les premières observations qu’un rétrotransposon pouvait être activé et mobilisé par la culture in vitro avaient été réalisées quelques années plus tôt à l’INRA de Versailles sur le tabac. Nipponbare possède deux copies de Tos17 et, après culture in vitro, on peut en trouver jusqu’à une douzaine, qui se sont insérées à d’autres endroits dans le génome. Cette propriété a été exploitée pour générer une collection de mutants d’insertion non OGM. À part Tos17, il n’y avait pas d’évidence que d’autres rétroéléments étaient actifs dans le génome du riz.


          L’inventaire systématique des différentes familles de rétrotransposons à LTR du riz, réalisé par Olivier Panaud, a permis d’identifier 340 familles distinctes. Elles représentent près de 40 % du génome du riz, soit près du double de ce qui avait été estimé lors de la publication du génome. Quelques familles sont représentées par de multiples copies, mais la majorité n’est présente qu’en quelques exemplaires. De très nombreux membres de ces familles présentent des mutations, souvent des délétions, les rendant difficilement identifiables. On sait maintenant que des mécanismes épigénétiques inactivent la transcription du rétrotransposon. Une fois inactivé, il devient la cible des mutations et des délétions qui progressivement l’éliminent, ne laissant plus que des traces de l’insertion. Selon les espèces, l’élimination des rétroéléments semble plus ou moins efficace.


          L’inventaire réalisé, la question s’est posée de savoir si certains membres de ces familles, autres que Tos17, étaient encore actifs et dans quelles conditions. L’utilisation d’une puce à ADN représentative des différentes familles a révélé que treize d’entre elles étaient transcrites chez Nipponbare au cours de la culture de tissus d’embryons in vitro. Au moins un élément de l’une d’elle, Lullaby, initialement présent en deux copies, est amplifié au cours de la culture et se réinsère à d’autres endroits dans le génome.


          Le nombre de copies d’un rétroélément varie d’une espèce à l’autre, avec une incidence parfois considérable sur la taille du génome. L’espèce sauvage Oryza australiensis a un génome dont la taille est plus du double de celle du riz cultivé : pourtant, les deux génomes sont pratiquement colinéaires et ont sensiblement le même nombre de gènes. Cette augmentation de taille est due, pour l’essentiel, à l’invasion du génome par trois familles de rétrotransposons. Ces explosions du nombre de copies des rétrotransposons sont des phénomènes fréquemment observés chez de nombreuses autres espèces comme le maïs, le piment ou le thé.


          L’inventaire des rétrotransposons a été effectué sur quelques génomes.


          Ainsi les 340 familles du riz sont-elles représentées par plus de 3 600 copies intactes. Au nombre de copies intactes, souvent de l’ordre de quelques milliers, il faut ajouter un nombre encore plus important de copies incomplètes. Les insertions dues aux autres classes de transposons sont pratiquement aussi nombreuses. Il y a donc dans un génome beaucoup plus d’éléments transposables, complets ou altérés, que de gènes ! Face à ces chiffres, on pressent que toutes ces insertions vont jouer un rôle considérable en déterminant la taille des génomes, en créant du polymorphisme, en inactivant des gènes ou en modifiant leur expression, lorsque ces insertions interfèrent avec les séquences régulatrices ou en apportent de nouvelles, et, in fine, altérer les phénotypes. Loin d’être de l’ADN poubelle, les transposons sont donc des agents puissants de création de diversité génétique, sur lesquels la sélection naturelle va s’exercer. Ils sont des moteurs de l’évolution dont l’importance est encore souvent sous-estimée.


          La présence de tous ces rétrotransposons pose des questions quant aux mécanismes sous-jacents à leur multiplication et à leur envahissement des génomes. Elle interroge sur la façon dont la plante réagit à cette invasion, et par quels mécanismes elle la contrecarre. Ce domaine de recherche est particulièrement actif. Le mode de multiplication et d’intégration des rétrotransposons, en grande partie élucidé, est en fait similaire à celui des rétrovirus à ARN. L’évolution des technologies a permis d’isoler des molécules d’ADN circulaire extrachromosomiques et de montrer qu’elles correspondent à des rétrotransposons actifs, aussi bien chez le riz que chez d’autres espèces. Ces molécules constituent le « mobilome ».


          Les avancées de la biologie moléculaire ont révélé l’existence de mécanismes de protection, largement de nature épigénétique, du génome contre les intrusions. L’invasion d’un génome par un rétrotransposon révèle que ces mécanismes n’ont pas fonctionné correctement. Une hypothèse classique, déjà formulée par Barbara McClintock, est que les transposons bougent lorsque les plantes ou leurs génomes subissent des stress. La culture de tissus en est un exemple, mais il reste très difficile de provoquer expérimentalement leur mouvement autrement que par cette méthode ou l’usage de mutants. Les conditions naturelles d’induction sont largement inconnues.


          L’abondance des génomes séquencés a permis de comparer les rétrotransposons présents dans les différentes espèces. L’observation que plusieurs espèces possèdent des rétrotransposons dont la séquence est extrêmement proche de celle de ceux du riz (plus de 95 % entre riz et sorgho), alors que le reste des séquences est bien moins conservé, a constitué une surprise. Une fois éliminés les artefacts de possibles contaminations, il a fallu se rendre à l’évidence : il semblait bien que des rétrotransposons pouvaient franchir la barrière d’espèce et donner ainsi lieu à un transfert horizontal. Dans un survol des 40 premiers génomes séquencés, 32 événements probables de transferts horizontaux ont été détectés entre des espèces souvent très éloignées les unes des autres : entre vigne et palmier à huile, entre vigne et peuplier, entre tomate et haricot. Ces premiers résultats sont maintenant confirmés. La fréquence de ces événements, extrapolée au nombre d’espèces végétales, suggère que des millions d’événements de ce type ont pu se produire au cours de l’évolution, contribuant ainsi à la diversification des génomes. Reste à élucider les mécanismes qui permettent ces transferts. On peut imaginer que le transfert fait intervenir un insecte piqueur et que le transposon est ainsi propagé à la manière d’un virus, mais d’autres hypothèses sont possibles.


          Quel est l’impact des transposons sur la biodiversité des espèces et sur l’expression des gènes ? Les chiffres rapportés plus haut laissent à penser qu’ils sont des acteurs majeurs dans la génération de la biodiversité. Une insertion dans un promoteur, ou la prise de contrôle d’un gène par un promoteur provenant d’un transposon, modifie son expression et le phénotype des individus.


          C’est la mise en évidence de phénotypes instables chez le maïs qui a permis à Barbara McClintock de postuler l’existence des transposons. En séquençant un grand nombre de gènes, on s’est aperçu que des insertions de fragments de transposons, essentiellement inactives, avaient pu être fixées au cours de l’évolution et conduire à des phénotypes particuliers. Ainsi, la forme de l’épi de maïs résulte de l’insertion d’un transposon défectif dans le promoteur du gène du facteur de transcription Tb (teosinte branching) : cette mutation explique la différence d’aspect entre l’épi du maïs et l’épi de son ancêtre, la téosinte. Plusieurs autres exemples sont bien connus comme ceux de la couleur de la baie de raisin, violette, rosée ou verte, ou celui de la couleur des oranges sanguines. Les panachures colorées des pétales de pétunia, de belle-de-jour et de Phalaenopsis ou encore l’infertilité du palmier à huile, appelée maladie du manteau, résultent de la présence d’un fragment de rétrotransposon dans les gènes responsables. Une cinquantaine de cas de modifications phénotypiques associées à des insertions dérivées d’éléments transposables sont bien documentés.


          La disponibilité des génomes de plusieurs milliers de variétés de riz ou d’Arabidopsis offre une nouvelle approche. Il devient possible de déterminer systématiquement dans quels gènes, ou à proximité de quels gènes, les différents éléments se sont insérés, et s’ils ont joué un rôle dans l’adaptation à de nouvelles conditions. Cette étude systématique ne fait que commencer.


        


      


      

        Quelques exemples de gènes d’intérêt


        La recherche de gènes d’intérêt est un motif majeur pour séquencer les génomes. Les paragraphes qui suivent documentent quelques cas emblématiques.


        

          Les gènes de résistance aux pathogènes et aux agresseurs


          Près de 30 % des produits végétaux sont perdus, soit avant récolte, soit au cours du stockage, du fait de l’activité des pathogènes et des ravageurs. Ceux-ci sont extrêmement variés : insectes, champignons, bactéries, virus, plantes parasites… La lutte contre ces fléaux constitue donc un volet particulièrement important de l’agriculture. Elle se fait en diagnostiquant le pathogène le plus précocement possible, en traitant les plantes par des pesticides ou des agents biologiques, en utilisant des pratiques culturales qui limitent l’impact des pathogènes, en sélectionnant des variétés tolérantes ou résistantes. Au niveau de la recherche, on essaie de comprendre les mécanismes par lesquels les plantes résistent naturellement à leurs agresseurs.


          L’une des plus grandes avancées de la phytopathologie a été l’observation que certaines variétés sont résistantes à un pathogène de façon héréditaire, du fait de la présence de gènes de résistance. Le tout premier gène à avoir été isolé est le gène N de résistance au virus de la mosaïque du tabac, isolé par Barbara Baker en 1994 chez le tabac. Assez rapidement, d’autres gènes ont été isolés, comme Xa21 pour la résistance à la bactérie Xanthomonas oryzae et Pib pour la résistance à la pyriculariose chez le riz, ou les gènes de résistance Cf au champignon Cladosporium fulvium chez la tomate. La majorité de ces gènes de résistance codent des protéines récepteurs qui comprennent un domaine N-terminal, un domaine de fixation nucléotidique et un domaine LRR (leucine-rich repeat), d’où leur nom de NLR. Certains de ces récepteurs, comme Xa21, comprennent aussi un domaine kinase. On utilise dans ce cas le terme de RLK (receptor-like kinase). La résistance à un pathogène est le plus souvent spécifique, du type gène pour gène. Le gène de résistance de l’hôte est spécifique d’un gène du pathogène, appelé gène d’avirulence, car sa mutation rend le pathogène avirulent. Les diverses souches d’un pathogène diffèrent par leurs gènes d’avirulence, qui leur sont spécifiques. Pour qu’une plante soit bien protégée contre une bactérie ou un champignon, il faut qu’elle possède plusieurs gènes de résistance spécifiques de chacun des gènes d’avirulence des différentes souches du pathogène. Du fait de cette relation, le pathogène a tendance à muter en permanence pour contourner les gènes de résistance. De la même façon, la plante s’adapte à l’évolution du pathogène en modifiant constamment son répertoire de gènes RLK, grâce à des mutations, des duplications ou des recombinaisons entre gènes. Les résistances qui ne reposent que sur un seul gène de résistance ne sont généralement pas durables.


          La présence du pathogène est détectée parce qu’il produit des molécules « effecteurs », codées par les gènes d’avirulence qui sont reconnues par le système de surveillance immunitaire de la cellule, constitué essentiellement par les récepteurs. Le récepteur peut être localisé sur la membrane plasmique et détecter les effecteurs à l’extérieur de la cellule, ou bien il peut être cytoplasmique et les détecter à l’intérieur. Une fois le pathogène détecté, le récepteur active toute une cascade de signalisations qui, à son tour, active les facteurs de transcription qui vont induire l’expression de gènes de défense. Les principaux facteurs de transcription impliqués appartiennent à la famille des facteurs à domaine WRKY. Les protéines de défense sont très variées. Les protéines PR (pathogenesis related proteins), ont été identifiées comme des RNAses, des chitinases, des glucanases ou des osmotines. D’autres codent des enzymes en charge de la biosynthèse de phytoalexines, substances toxiques pour le pathogène, très variées, comme le resvératrol, dans le cas de la vigne, ou les glucosinolates chez les crucifères. Souvent les gènes de défense sont induits par le méthyl-jasmonate ou l’acide salicylique, hormones végétales dont la synthèse est également activée par les voies de signalisation ci-dessus. Étant donné la grande parenté structurale des récepteurs, il est possible de repérer leurs gènes dans les génomes séquencés par simple homologie, mais tous ne sont pas impliqués dans la résistance aux pathogènes. En effet, plusieurs reconnaissent d’autres signaux que ceux émanant d’un agresseur. Le nombre de gènes de type RLK recensés dans le génome d’une espèce est très variable : 131 gènes chez Arabidopsis, 440 chez le riz, mais plus de 700 chez le pommier et seulement 34 chez le papayer. Ces chiffres correspondent au génome de référence, mais il faut considérer le pangénome pour obtenir un répertoire complet des gènes d’une espèce : ainsi, le génome de référence de la pomme de terre ne contient que 450 gènes RLK, mais son pangénome en contient 750 !


          D’autre part, des gènes autres que ceux des RLK ont été identifiés, eux aussi, comme des gènes de résistance : c’est le cas du gène de résistance au RYMV chez le riz, qui code un facteur d’initiation de la traduction, mais beaucoup d’autres cas sont connus. Enfin il existe aussi d’autres résistances que les résistances gène pour gène, également contrôlées par des gènes, comme la résistance au mildiou, liée au gène MLO, chez l’orge. Ce gène code une protéine membranaire de fonction inconnue, dont la mutation confère une résistance durable au champignon.


          L’exercice présenté pour les gènes RLK peut être refait pour les différentes classes de gènes impliqués, ceux des protéines de défense ou des facteurs de transcription WRKY. La diversité des molécules issues du métabolisme secondaire impactant les interactions avec les agresseurs et les pathogènes est encore largement sous-explorée ainsi que les voies de biosynthèse correspondantes. De même la diversité allélique des facteurs de transcription commence à peine à être analysée. Il reste donc un énorme travail à effectuer pour comprendre les réponses à l’ensemble des pathogènes qui peuvent s’attaquer à une espèce donnée.


        


        

          Les gènes responsables de la fixation symbiotique de l’azote


          Une question troublante est celle de l’acquisition, par différentes familles, de caractères similaires. Un exemple en est la capacité de certaines espèces à former des nodules fixateurs d’azote induits par des bactéries symbiotiques. Cette fixation d’azote atmosphérique revêt une importance agronomique primordiale, car elle enrichit le sol en azote assimilable par les plantes.


          Dans cette symbiose, des bactéries, principalement du genre Rhizobium, transforment l’azote atmosphérique en ammonium, qui devient ainsi assimilable. Les études réalisées principalement sur Medicago truncatula ont révélé les principaux gènes nécessaires à l’établissement de la symbiose, et les voies de signalisation qui permettent aux Rhizobium de coloniser les cellules racinaires et d’y former des nodosités fixatrices d’azote. Si cette symbiose est bien connue chez les légumineuses, elle existe aussi dans trois autres ordres : les fagales, les rosales et les cucurbitales. Ces différents ordres ont divergé il y a environ 100 millions d’années. Toutefois, les différentes familles de ces ordres ne sont pas toutes capables de cette symbiose et la question se pose de comprendre comment s’est établie la situation actuelle : s’agit-il d’une évolution convergente, au cours de laquelle les différentes familles ont acquis indépendamment les gènes permettant la symbiose, ou bien certaines ont-elles perdu indépendamment et à de multiples reprises cette capacité symbiotique que possédait leur ancêtre commun ?


          Un peu plus d’une trentaine de gènes de Medicago truncatula sont indispensables à l’établissement d’une symbiose fixatrice d’azote, dont les gènes NIN (Nodule INception) et RPG (Rhizobium-directed Polar Growth), et environ 290 voient leur expression augmentée au cours de la symbiose. Le séquençage du génome de dix espèces appartenant à ces quatre ordres, dont sept forment des nodules fixateurs et trois n’en forment pas, a permis de comparer leur équipement génique et d’apporter une réponse : tous les gènes essentiels de Medicago sont conservés dans les différentes espèces capables d’effectuer la symbiose. Les espèces incapables d’établir une relation symbiotique n’ont plus de gènes NIN et RPG fonctionnels, et souvent les ont totalement perdus. Sensiblement les mêmes gènes sont induits dans les différentes espèces capables de symbiose, et une cinquantaine de familles géniques a fait l’objet d’une expansion similaire dans ces différents génomes. L’analyse phylétique de ces différents gènes suggère qu’ils dérivent chacun d’un ancêtre commun présent chez l’espèce ancestrale commune aux quatre ordres des fabales, fagales, rosales et cucurbitales. La symbiose serait donc apparue une fois au cours de l’évolution, chez cet ancêtre commun à ces quatre ordres, et a ensuite été perdue dans un certain nombre de familles, mais conservée préférentiellement chez les légumineuses et quelques autres familles. De nombreuses questions d’ordre évolutif peuvent ainsi être résolues par la comparaison des séquences de différents génomes.


        


        

          Des gènes pour la biosynthèse de produits d’intérêt pharmacologique


          Quatre génomes de plantes d’intérêt pharmacologique ont été séquencés : le chanvre, Cannabis sativa, la pervenche de Madagascar, Catharanthus roseus, l’armoise, Artemisia annua et, plus récemment, le pavot, Papaver somniferum.


          Le chanvre, Cannabis sativa, est cultivé pour ses fibres et la perspective de l’utiliser pour produire du bioéthanol ou des matériaux de construction. L’espèce voisine, Cannabis indica, le chanvre indien ou marijuana, l’est pour ses composés psychotropes. Depuis que le génome de Cannabis sativa a été déterminé, ceux de plus de 150 variétés de l’une ou l’autre espèce ont été reséquencés, révélant qu’il s’agit en fait d’une seule et même espèce, très diverse. Tous les gènes de la voie de biosynthèse des composés cannabinoïdes ont été identifiés et sont présents dans les deux types de chanvre. Le chanvre présente des niveaux élevés d’acide cannabidiolique, alors que le chanvre indien fabrique de grandes quantités de tétrahydrocannabinol (THC), le composé actif. Cette différence provient du fait que les variétés de marijuana possèdent exclusivement un gène codant une enzyme capable de fabriquer le THC. La plupart des gènes de la voie de biosynthèse sont plus actifs dans les variétés de marijuana que dans les variétés de chanvre, et les nombres de copies de ces différents gènes sont variables selon les variétés.


          La pervenche de Madagascar est une source d’anticancéreux majeurs, la vinblastine et la vincristine. Ce sont des métabolites du type monoterpène-indole-alcaloïdes (MIA). Elle produit également plus d’une centaine d’autres MIA, dotés d’activités biologiques diverses comme la catharanthine ou la serpentine. Ces MIA sont fabriqués à partir de deux précurseurs, un monoterpène, la scologanine, et, pour la partie indole, le tryptophane. Plusieurs des gènes de ces voies métaboliques avaient déjà été isolés chez d’autres espèces : ils ont été retrouvés dans le génome de Catharanthus grâce aux homologies de séquence. Une observation remarquable a été de constater que la plupart des gènes fonctionnant dans ces voies métaboliques sont restés groupés dans ce génome, ce qui facilite leur identification. La plupart d’entre eux sont présents en copies multiples, souvent en tandem et légèrement distinctes, ayant probablement acquis des spécificités différentes. Ils sont souvent associés avec des gènes de transporteurs, sans doute spécialisés dans l’exportation des MIA vers le milieu extérieur à la cellule ou vers les vacuoles. Lors de la publication du génome, les gènes assurant les deux étapes terminales de la synthèse de la vinblastine et de la vincristine étaient encore inconnus, mais ils ont été identifiés depuis.


          De la même façon, le génome de l’armoise a permis d’identifier les gènes responsables de la voie de biosynthèse de l’artémisine, un dérivé de sesquiterpène qui constitue l’un des rares médicaments efficaces contre le paludisme.


          Le génome du pavot a fourni des informations du même type concernant la synthèse des produits opiacés, codéine et morphine, largement utilisés dans les médicaments antidouleur. Les gènes responsables de la biosynthèse des composés morphiniques ont été identifiés en comparant des espèces de pavots producteurs de ces composés avec des espèces non productrices. Un regroupement de quinze gènes impliqués dans la biosynthèse de la morphine a été identifié sur l’un des chromosomes. Ces voies métaboliques résultent d’événements de duplication génomique, de réarrangements et de fusions de gènes.


          La découverte de tous ces gènes ouvre la voie à la possibilité de faire produire ces molécules par des bactéries ou levures génétiquement modifiées, en réacteur, et ainsi de préserver les espèces végétales. Les génomes de nombreuses autres espèces connues pour leurs propriétés pharmacologiques seront séquencés dans les prochaines années, et on devrait ainsi pouvoir améliorer la fabrication des médicaments. Ajoutons que les séquençages des génomes du caféier, du cacaoyer et du théier ont permis de préciser les voies de biosynthèse des molécules de la famille de la caféine, de la théobromine ou de la théine, et que celui du piment a révélé celle de la capsaïcine.


        


      


    


  



  

    

    
      


    
        CHAPITRE 7
      


    
        Défis et perspectives :
que reste-t-il à apprendre ?
      


    

      


    


    

      Nous voici arrivés à un point d’étape dans ce voyage à la découverte des gènes et des génomes de plantes. Une quantité considérable de résultats s’est accumulée surtout au cours des vingt-cinq dernières années et nous avons, aujourd’hui, une connaissance bien meilleure du patrimoine génétique des plantes et de leur physiologie. Cependant, aussi utiles que soient ces données, et si elles permettent déjà de nombreuses applications, elles sont encore loin d’avoir révélé la totalité des mécanismes qui régissent la vie des plantes. Cette fantastique épopée est loin d’être terminée. Dans le chapitre qui suit, nous allons examiner les perspectives et ce qu’il nous reste à découvrir.


      

        Séquencer d’autres génomes et élucider la fonction des gènes


        

          Accumuler les séquences


          Plus de quatre cents génomes d’espèces différentes sont aujourd’hui décryptés, et le séquençage n’est plus un facteur limitant. L’accumulation des séquences va se poursuivre, simplement parce que c’est ce qu’il y a de plus facile à faire, et parce que le champ des possibles est immense. Ainsi, le Earth Biogenome Project, association des très grands centres de séquençage, vise à séquencer les génomes de tout ce qui est vivant, en commençant par 1,5 million d’eucaryotes, avec pour but de comprendre ce que signifie la biodiversité et en comprendre les processus évolutifs sur différentes échelles de temps. Le coût estimé de ce projet est équivalent à ce qu’a coûté le premier génome humain.


          Cette avalanche de séquences pose d’abord un problème de stockage et de conservation des informations primaires. Le traitement et l’analyse d’une telle masse de données approchent des limites des ordinateurs actuels. Aujourd’hui, un grand nombre d’analyses peuvent se faire sur des serveurs locaux, mais il faudra sans doute, à l’avenir, utiliser des moyens de calcul bien plus considérables, contraignant à d’autres façons de travailler : une nouvelle révolution en perspective !


        


        

          Élucider la fonction et la régulation des gènes


          Le véritable enjeu reste d’identifier les fonctions des différents gènes des principales espèces cultivées, ainsi que leur régulation. Comment ces fonctions sont-elles intégrées et coordonnées pour permettre le développement de la plante et son adaptation à un milieu qui change en permanence, que ce soit du fait des éléments climatiques, des agressions par des pathogènes, ou des interventions humaines ?


          Cette compréhension pourra difficilement se faire à la même échelle que l’acquisition des données de séquence. Elle nécessitera une recherche expérimentale intégrée de génétique, de biochimie, de biologie cellulaire et de biologie structurale, du type de celles que nous avons évoquées tout au long de cet essai. Même si l’informatique et la modélisation sont une aide précieuse, seule l’expérimentation permettra d’accéder à la fonction des gènes. L’une des façons de progresser dans cette voie, encore insuffisamment développée chez les plantes, est de partir d’une protéine connue et de déterminer quelles sont les protéines qui interagissent avec elle. Plusieurs méthodes permettent de répondre à cette question, mais aucune n’est parfaite et, pour limiter les risques d’artefacts, il faut les utiliser en association. L’ensemble des protéines qui interagissent les unes avec les autres est appelé l’« interactome ».


          Pour comprendre la fonction des gènes, il est également important d’en analyser le mode d’expression. De nombreux gènes ne sont exprimés que dans certaines situations : il est donc indispensable de multiplier les analyses d’expression et de coller au plus près des conditions naturelles, et pas seulement aux conditions de laboratoire. Il est devenu possible de mesurer l’abondance des ARNm, directement par séquençage des ARN (RNASeq) pour un coût raisonnable. Cependant, ces techniques ont des limitations évidentes, comme la perte de l’information de localisation cellulaire lors des protocoles d’extraction. Il ne faut, non plus, jamais oublier que le résultat final de l’expression d’un gène n’est pas l’ARNm, mais une protéine. Or nous sommes encore loin de disposer de moyens d’investigation permettant d’évaluer simultanément les concentrations et l’activité de multiples protéines. Les protéines sont, pour beaucoup, des enzymes dont l’activité produit des métabolites que la chimie sait de mieux en mieux détecter et doser. L’analyse systématique de ces métabolites constitue la « métabolomique ». On peut anticiper que l’analyse de l’expression des gènes sera de plus en plus systématiquement couplée à des analyses de protéomique et de métabolomique.


          Au-delà de l’identification de la fonction des gènes, d’autres méthodes permettent d’accéder à leur régulation et de déterminer sur quelles séquences d’ADN viennent se fixer des facteurs de transcription, qui sont les organisateurs du développement et des réponses aux modifications environnementales. On identifie ainsi des séquences régulatrices et les gènes qui sont régulés par tel ou tel type de facteur de transcription. Un important programme international, ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), s’est mis en place dès 2003 sur le génome humain, avec pour objectif d’identifier tous les éléments fonctionnels de ce génome. Les méthodes développées par ce consortium sont peu à peu appliquées aux génomes végétaux, en particulier Arabidopsis et riz, mais le facteur limitant est le manque de main-d’œuvre et de ressources face à l’immensité de la tâche. Les promoteurs sont les régions régulatrices, situées en amont des gènes, qui permettent leur activation. Ce sont sur ces régions que se fixent les facteurs de transcription et les ARN-polymérases. Beaucoup de promoteurs végétaux ont été analysés sommairement par mutagenèse dirigée et transgenèse, mais il reste beaucoup à apprendre. De plus, les promoteurs ne sont sans doute pas les seules régions régulatrices : il y en a d’autres qui contrôlent la configuration de la chromatine, l’arrêt de la transcription, ou encore l’épissage des précurseurs d’ARNm.


          Si les grandes lignes de la régulation de l’expression des gènes sont à peu près comprises, il reste encore beaucoup à découvrir quant aux modes de modification et de dégradation des ARN, ou des protéines. Ainsi, il suffit de réaliser que le génome d’Arabidopsis ne compte pas moins de 600 gènes de protéases, dont les rôles et les spécificités exactes ne sont, pour la plupart, pas connus. Le cas des protéases n’est pas isolé, et beaucoup de membres de familles multigéniques sont dans la même situation. Les modifications des protéines par phosphorylation, méthylation, acétylation, ou addition d’autres groupements tels que des sucres, jouent aussi un rôle considérable dans la régulation de leur activité.


          Il apparaît de plus en plus clairement que le génome, à côté des gènes facilement identifiables codant des protéines, contient de nombreuses petites séquences pouvant coder des petits peptides de quelques dizaines d’acides aminés, à l’image du peptide KOD que nous avons décrit. Comprendre le rôle de ces peptides dans les processus de régulation de l’expression génique, dans les mécanismes de signalisation et de communication intra- et intercellulaires constitue un nouvel enjeu, mais les technologies pour les détecter et les analyser sont encore limitées. De façon similaire, le rôle régulateur d’ARN non codant devra être éclairci.


          La disponibilité des séquences des protéines, grâce à la génomique, permet souvent de préparer ces molécules en quantités suffisantes pour en réaliser l’étude structurale au niveau atomique. Ce type d’approche devrait se généraliser et permettre de comprendre leur mode d’action et leurs changements conformationnels en réponse à un ligand ou un changement du milieu. Quelques centaines de structures tridimensionnelles de protéines végétales sont connues, et ont, en particulier, permis d’élucider en grande partie les mécanismes de la photosynthèse ou de liaison à l’ADN de facteurs de transcription.


          Ces recherches devront systématiquement être étendues aux principales plantes cultivées, si l’on veut bénéficier pleinement des découvertes accumulées ces dernières années et leur trouver des applications.


        


      


      

        Évaluer la diversité génétique et la corréler avec les phénotypes


        Le reséquençage de nombreux génomes d’une même espèce, soit sur des populations, soit sur des individus, donne maintenant accès à une description complètement nouvelle de la biodiversité. Chez l’homme, des centaines de milliers de génomes ont déjà été analysés. Les chiffres sont plus faibles pour les plantes, mais ont déjà montré la très grande variabilité génétique de leurs génomes. Plus inattendus ont été les concepts de génome-cœur, l’ensemble des gènes communs à toutes les variétés, et de pangénome, l’ensemble de tous les gènes répertoriés pour la totalité des membres d’une espèce. La notion d’espèce n’est plus aussi figée qu’on le pensait. Les plantes disposent d’un formidable réservoir de gènes qui est encore très largement inexploré et inexploité. Il constitue un potentiel important pour que les plantes puissent s’adapter aux changements environnementaux à venir. Intuitivement on comprend que plus cette diversité génétique est grande au sein d’un génome, plus l’espèce correspondante aura de chance de s’adapter à des changements environnementaux.


        Il est essentiel de corréler cette variabilité génétique avec les caractères phénotypiques de la plante, que ceux-ci soient de nature agronomique, morphologique, physiologique, nutritionnelle, chimique ou technologique. Un effort considérable de phénotypage doit donc être effectué pour pouvoir établir ces corrélations. Il est déjà entrepris, sur quelques espèces cultivées, mais devrait encore s’amplifier. Au-delà de l’établissement de ces corrélations, les mécanismes qui sont à l’origine de cette diversité doivent être élucidés. Un acteur majeur du modelage des génomes réside certainement dans l’activité des éléments transposables mais d’autres facteurs, comme les mutations spontanées ou les recombinaisons génétiques, sont importants. Il reste à comprendre comment des invasions d’éléments transposables ont pu se produire au cours de l’évolution, quels sont les facteurs qui induisent la transposition, et comment ils se propagent. Il reste aussi à comprendre comment ces éléments sont le plus souvent éliminés après une phase d’invasion, et pourquoi les différentes espèces semblent inégales face à ce phénomène. L’impact des variations de l’environnement sur tous ces facteurs commence à peine à être abordé.


        L’analyse de la diversité génétique commence aussi à révéler que des gènes et des éléments transposables sont transférés d’une espèce à une autre, sans lien de parenté, et en dehors de tout mécanisme sexué. Là encore, les mécanismes restent à élucider.


      


      

        Les plantes et leur environnement biotique


        Dans tout ce qui précède, les plantes et leurs génomes ont été étudiés isolément, en laboratoire, mais cette situation ne correspond pas vraiment à la situation réelle. Les plantes vivent dans un environnement complexe et changeant, dans un écosystème où elles interagissent avec des facteurs biotiques et abiotiques, et dont il est important de connaître les composantes et le mode de fonctionnement.


        

          Plantes et pathogènes


          L’analyse des génomes de plantes a révélé de nombreux gènes impliqués dans la défense contre leurs agresseurs, tels les gènes de résistance ou ceux déterminant la synthèse des phytoalexines. Ils ont déjà été évoqués, mais beaucoup de recherches restent à effectuer pour identifier leurs spécificités et améliorer la durabilité des résistances. Outre les génomes des plantes cultivées, ceux de leurs principaux parasites ou agresseurs sont analysés, nous renseignant sur leurs modes d’attaque et sur leur diversité, mais on ne dispose pas encore d’une analyse globale d’un écosystème dans toute sa diversité. Les études d’expression permettent d’estimer la réaction de la plante à une agression : ainsi, face à une attaque par un herbivore, la plante émet des messages chimiques sous forme de composés volatils qui vont alerter les plantes voisines et déclencher, par anticipation leurs mécanismes de défense. L’identification de ces composés, des voies de signalisation et des gènes qui les contrôlent est un domaine de recherche très actif. L’étude des modifications de la physiologie du pathogène au contact de la plante, sa coévolution avec elle, est aussi en plein essor.


        


        

          Autres interactions biotiques


          Les relations hôtes-pathogènes ne représentent qu’une fraction des interactions au sein d’un écosystème : le sol contient de nombreuses bactéries, des champignons et autres micro-organismes qui, sans être pathogènes, peuvent avoir un effet bénéfique ou neutre sur le développement de la plante. Il est impossible de cultiver et d’identifier l’ensemble des micro-organismes d’un sol ou de la rhizosphère, mais le séquençage « brutal » de l’ensemble de l’ADN, ou métagénome, présent dans un sol fournit une alternative. La métagénomique permet ainsi d’identifier les gènes des enzymes qui catalysent les réactions chimiques au sein d’un sol. De la même façon que l’on analyse l’ADN des sols, on commence à analyser le microbiome végétal, encore appelé phytobiome, présent autour des racines, à la surface des feuilles ou même à l’intérieur des tissus. De nombreuses expériences suggèrent que la croissance des plantes en absence de bactéries ou de champignons serait bien moins efficace qu’en leur présence.


          L’exemple le plus étudié d’interactions bénéfiques plantes-micro-organismes est sans doute l’interaction symbiotique entre les légumineuses et les bactéries fixatrices d’azote du genre Rhizobium, mais d’autres modèles émergent, comme les mycorhizes, et font aussi l’objet d’études.


          Les bactéries PGPR (plant growth promoting rhizobacteria), qui sécrètent des hormones végétales ou piègent des métaux lourds, ont un effet bénéfique sur la croissance des plantes. D’autres bactéries et des champignons contribuent à la transformation de la matière organique ou minérale et participent ainsi à la nutrition de la plante. Les plantes sécrètent de nombreuses substances au niveau de leurs racines qui attirent ou repoussent certains micro-organismes ou d’autres plantes. Ainsi, Arabidopsis contrôle son microbiote racinaire en sécrétant des triterpènes récemment identifiés, la thalianine et l’arabidine, et leurs dérivés. L’identification de ce réseau métabolique a conduit à celle des gènes responsables de leur biosynthèse. Ces recherches doivent s’étendre à la plupart des plantes cultivées. Des substances similaires régissent les interactions entre plantes dans le cadre des relations d’allélopathie, dont l’importance est croissante.


          Tous ces mécanismes sont encore très peu explorés, souvent faute d’outils adéquats. L’intrusion de la génomique et de la chimie dans le domaine de l’écologie fournit maintenant des outils et donne naissance à une discipline, sans doute cruciale pour l’avenir, la génomique environnementale. Il y a là tout un champ à explorer, qui devrait changer nos concepts, par trop réductionnistes : le fonctionnement d’une plante ne peut être compris indépendamment de son environnement.


        


      


      

        Les plantes et leur environnement abiotique


        La réponse des plantes aux stress abiotiques est l’un des domaines de recherche les plus actifs en biologie végétale. Le cas des deux principaux stress, thermique et hydrique, illustrera ce que l’on sait de ces réponses et ce qu’il reste à découvrir. Il faut toutefois garder en mémoire que d’autres stress sont liés à l’ensoleillement et à l’irradiation par les rayons ultraviolets, à la perception par les plantes de différentes qualités de lumière, à la nature et à la composition minérale des sols comme les carences ou excès de fer ou de phosphate, la salinité, ou encore à des épisodes d’inondation. Tous ces stress font déjà l’objet d’études qui s’intensifieront dans les années à venir, grâce à la génomique. Par ailleurs, les réponses aux stress abiotiques sont souvent liées aux réponses aux pathogènes.


        

          Les stress thermiques


          Les mécanismes moléculaires et physiologiques qui permettent l’adaptation à un choc thermique sont en partie élucidés et peuvent servir de point de départ pour prévoir comment la biodiversité végétale pourra s’adapter à une élévation de la température. Cette réponse a d’abord été étudiée en laboratoire, sur quelques plantes modèles. Une élévation modérée de la température induit une adaptation et une tolérance à une seconde variation plus sévère, normalement létale. Cette thermotolérance est acquise et traduit une plasticité phénotypique importante. Les plantes présentent une tolérance basale à ces changements de température, variable selon les espèces ou les variétés, avec le plus souvent un seuil à ne pas dépasser au risque de tuer la plante. Les plantes présentent aussi des réponses à long terme, davantage représentatives d’une réelle thermotolérance.


          Au niveau moléculaire, une élévation modérée de la température provoque la synthèse de protéines spécifiques, les protéines de choc thermique ou HSP (heat shock proteins), bien conservées d’une espèce à l’autre. Elles fonctionnent comme des chaperons, en surveillant et facilitant le repliement des protéines. Elles limitent ainsi la dénaturation des protéines par la chaleur et/ou contribuent à leur donner une structure telle que les protéines incorrectement repliées seront dégradées et éliminées. Leur synthèse est induite par des facteurs de transcription dédiés, les heat shock factors (HSF), normalement inactifs à température ambiante. Ils sont activés par une cascade de signalisation et reconnaissent des éléments de séquence dans les promoteurs des gènes qu’ils doivent activer. Ils sont également bien conservés d’une espèce à l’autre mais, selon les espèces, le nombre de gènes pour chaque type de HSP et de HSF et leur diversité génétique sont variables. À la suite d’un choc thermique, le transcriptome subit une réorganisation rapide et 25 % des ARNm sont dégradés. L’analyse fonctionnelle des gènes régulés négativement ou positivement lors d’une élévation de température, à l’aide de mutants ou par ingénierie génétique, permet d’évaluer le rôle de chacun d’eux et de déterminer lesquels contribuent à une meilleure thermotolérance. On sait également qu’une élévation de la température induit des réarrangements de la configuration de la chromatine médiés par les enzymes de modification des histones telles que les histones désacétylases.


          Une approche complémentaire consiste à identifier des loci (QTL) associés à la thermotolérance chez différentes espèces et, ainsi, de nouveaux gènes potentiellement impliqués dans la tolérance. Ainsi, chez le riz africain (Oryza glaberrima), particulièrement tolérant à la chaleur, le QTL TT1 (Thermo-Tolerance 1) a été associé à un variant du gène d’une sous-unité du protéasome, le complexe en charge de la dégradation des protéines. Le transfert de ce variant au riz asiatique lui confère une meilleure tolérance thermique, et l’examen de 150 variétés a révélé l’existence de plusieurs autres allèles de ce gène, corrélés à différents niveaux de thermotolérance.


          L’analyse physiologique montre que les capacités de récupération après un choc thermique sont variables d’une espèce à l’autre, et qu’il faut distinguer les effets à court terme des effets à long terme, mais les mécanismes en sont mal connus.


          Clairement, les plantes sont capables de s’adapter à des changements de température, pourvu qu’elles y aient été préparées. Il reste à étendre ce type d’analyse à de plus nombreuses plantes cultivées. Lorsque des gènes impliqués dans la thermotolérance sont identifiés, il faut réaliser un inventaire de leurs allèles et repérer ceux qui sont les plus favorables à une meilleure adaptation. Cet inventaire ne fait que commencer et devrait s’accélérer avec l’intensification du séquençage. Il reste aussi à valider, en plein champ, les observations faites au laboratoire, et à analyser sur des temps longs l’effet de stress répétés, tels qu’ils se produisent dans la nature, ainsi que les effets mémoire.


          Un autre point nécessite d’être éclairci : comment les plantes perçoivent-elles l’élévation de température, et quelle est la voie de signalisation qui aboutit à l’induction des facteurs de transcription HSF ?


          De la même façon, des plantes soumises préalablement à une basse température positive supportent beaucoup mieux des épisodes de gelée. L’analyse physiologique chez Arabidopsis a en partie identifié les réseaux de gènes et les cascades de régulation mis en œuvre, mais il reste à généraliser.


        


        

          Les stress hydriques


          L’analyse physiologique de la tolérance à la sécheresse révèle que les plantes disposent, selon les espèces, de plusieurs stratégies pour s’adapter. L’une d’elle est tout simplement l’évitement : elles arrêtent leur croissance et végètent jusqu’à ce que les conditions redeviennent meilleures. D’autres déploient des mécanismes physiologiques dont le principal est la fermeture des stomates, petits orifices à la surface des feuilles, flanqués de deux cellules de garde qui, par leur déformation, peuvent fermer le stomate. C’est à ce niveau que se font les échanges gazeux. La fermeture des stomates réduit la transpiration et limite les pertes d’eau, mais aussi les entrées de CO2. Cette fermeture est régulée par l’ABA, l’hormone de stress. La sécheresse est perçue au niveau des racines et il faut donc envisager l’existence d’un signal transmis aux feuilles pour induire la fermeture des stomates. L’ABA est la composante majeure de ce signal.


          L’approche moléculaire a débuté de la même façon que pour la tolérance aux stress thermiques, avec la recherche des gènes et protéines induits par une dessiccation contrôlée. Il est vite apparu que de nombreuses protéines, dont certaines appartiennent à la famille des LEA, sont synthétisées en réponse à la dessiccation. Lorsque les gènes correspondants sont surexprimés dans des plantes transgéniques, ils confèrent le plus souvent une tolérance accrue à la sécheresse. Les cellules modifient aussi leur composition chimique en réponse à la sécheresse et accumulent des agents osmotiques tels que des sucres ou de la proline, synthétisés par des enzymes inductibles par la sécheresse. Chez Arabidopsis, la synthèse de toutes ces protéines est régulée par l’une ou l’autre de deux voies de signalisation distinctes : l’une dépendante de l’ABA, l’autre indépendante de cette hormone. L’ABA se lie à un récepteur cytoplasmique qui active un complexe, jusque-là inactif, constitué d’une protéine-phosphatase et d’une protéine-kinase. L’activation de ce complexe libère la protéine-kinase qui induit la phosphorylation d’une famille de facteurs de transcription, les ABF (ABA responsive elements binding factors), qui peuvent ainsi se fixer sur les promoteurs des gènes cibles et activer leur transcription. La voie ABA-indépendante fait intervenir les facteurs de transcription DREB2A et DREB2B, qui appartiennent à la même famille que APETALA 2. Ils sont fortement induits par le stress hydrique, mais aussi par le stress salin ou le stress thermique. DREB2A et DREB2B sont sous le contrôle d’un HSF, établissant ainsi un lien entre les deux types de stress. Les mêmes voies sont retrouvées chez le riz.


          Plusieurs problèmes demeurent et font l’objet d’intenses recherches. Le plus important est sans doute de généraliser les observations faites chez Arabidopsis et le riz à d’autres espèces, et de valider les modèles dans des cultures en plein champ. Une approche complémentaire est la cartographie d’associations, rendue possible par le reséquençage d’un grand nombre de variétés. Ainsi une étude récente a identifié un peu plus de 300 associations, reproductibles d’une année sur l’autre, chez le riz entre des SNP et des traits agronomiques et morphologiques associés à la tolérance à la sécheresse, révélant ainsi 70 loci impliqués dans la tolérance à la sécheresse, dont quelques-uns seulement étaient déjà connus. Il reste à intégrer tout cela dans des modèles cohérents, et à valider tous ces gènes et leurs allèles avant de les utiliser en amélioration des plantes. Une autre question concerne les premières étapes de la signalisation : comment la synthèse de l’ABA est-elle déclenchée ? On sait que les ions calciques et la production d’oxygène réactif sont impliqués dans la perception du stress hydrique, mais les gènes qui régulent ces processus sont encore mal connus. La principale enzyme impliquée dans la synthèse de l’ABA est la 9-cis-époxycaroténoïde-dioxygénase (NCED). Cinq gènes, chez Arabidopsis, codent cette enzyme, mais seul NCED3 est induit par la sécheresse. On ne sait pas non plus quelles sont les étapes de signalisation en amont des gènes DREB2. La plupart des gènes identifiés appartiennent à des familles multigéniques dont il n’est pas simple de déterminer quel membre est responsable d’une meilleure tolérance.


          Enfin, on ne peut non plus exclure l’apparition de nouveaux acteurs dans le puzzle de ces régulations. Un exemple récent est la découverte d’un petit peptide, CLE25, qui a été impliqué dans le transport du signal sécheresse, à côté de l’ABA, depuis la racine jusqu’aux cellules de garde des stomates, où il induit la synthèse locale d’ABA en se combinant à un récepteur membranaire.


          L’étude de la tolérance aux stress abiotiques est compliquée par le fait que les voies de signalisation sont interconnectées, et que, en conditions naturelles, plusieurs stress peuvent se produire simultanément : ainsi une période de sécheresse est souvent associée à des épisodes de stress thermique ou de stress lumineux.


        


      


      

        Mise en silence des gènes et épigénétique


        Jusqu’à ces dernières années, les travaux sur l’expression des gènes se sont focalisés sur les mécanismes de leur transcription et de leur activation. Pourtant, il est tout aussi important de déterminer comment des gènes actifs peuvent être mis en silence, et comment les ARNm et les protéines sont dégradés lorsqu’ils ne sont plus nécessaires. L’analyse de ces voies de dégradation est en plein essor, mais c’est surtout la mise en silence épigénétique des gènes et des éléments transposables qui concentre l’attention. L’épigénétique est l’étude des mécanismes de transmission des caractères de façon non mendélienne, souvent réversible, sans altération de la séquence nucléotidique de l’ADN. De nombreux phénomènes biologiques font l’objet de régulations épigénétiques, comme la floraison, la sénescence, le développement de la graine et sa dormance, ou encore des réponses aux stress. Ces dix dernières années, l’explosion des recherches sur les régulations épigénétiques a révélé un jeu complexe de modifications réversibles des cytosines de l’ADN, par méthylation, et des histones de la chromatine, par méthylation et acétylation. L’élucidation de ces modifications permet de faire le lien entre génétique et épigénétique, mais de nombreux points restent encore à élucider.


        
            
            Méthylation de l’ADN

            L’ADN est méthylé principalement sur les résidus cytosine avec trois possibilités : méthylation sur CG, sur la séquence CHG (ou H est A, T ou C), et sur la séquence CHH. La possibilité récente de lire les bases méthylées lors du séquençage a débloqué ce champ d’investigation. La distribution des sites méthylés est variable le long de l’ADN, mais en général, lorsqu’un promoteur ou un gène sont fortement méthylés, ils sont inactifs et réprimés. Les trois types de méthylation sont assurés par des voies distinctes, impliquant différentes ADN-méthylases. Le processus de méthylation est contrebalancé par celui de déméthylation qui est assuré principalement par des déméthylases. Certaines modifications épigénétiques liées à la méthylation de l’ADN sont constitutives et résultent d’un signal développemental interne alors que les autres sont facultatives et initiées par un signal externe. Le rôle principal de ces modifications est de réduire au silence les éléments transposables et de les neutraliser, ainsi qu’un certain nombre de gènes. Le profil de méthylation est déterminé par l’équilibre entre ces différentes enzymes. Il varie au cours du développement. Ainsi, dans le pollen, le génome subit une phase de déméthylation, permettant une activation de gènes et d’éléments transposables normalement silencieux. Après la fécondation, les méthylases sont très actives et provoquent une hyperméthylation du génome dans les stades tardifs de l’embryogenèse, en partie responsable de la dormance des graines. Pendant la germination, le génome est à nouveau partiellement déméthylé, essentiellement de façon passive, par dilution lors des divisions cellulaires. La méthylation joue sans doute aussi un rôle dans l’adaptation au stress. Ainsi deux variétés de cotonnier diffèrent par leur tolérance à la chaleur : le taux de méthylation des séquences CHH de la variété tolérante est significativement plus élevé que celui de la variété sensible.

          


        
            
            Modifications de la chromatine

            La chromatine existe sous deux formes : une forme ouverte, l’euchromatine, et une forme condensée, l’hétérochromatine. Les gènes actifs sont dans l’euchromatine alors que les gènes silencieux et les séquences répétées sont principalement dans l’hétérochromatine. Différentes modifications des histones, les protéines autour desquelles l’ADN est compacté et enroulé, constituent un code qui définit l’état de la chromatine, comme l’illustre la situation de l’histone H3. Celle-ci présente 5 résidus lysines (K) stratégiques, en positions 4, 9, 14, 27 et 29 de la protéine, qui peuvent être modifiés par l’addition d’un ou plusieurs groupes méthyle ou acétyle.

            La méthylation de la lysine K4 marque une chromatine ouverte et active dans la transcription des gènes. Cette modification est absente de l’hétérochromatine. La méthylation de la lysine K27 marque des gènes à inactiver, localisés dans l’euchromatine. Ainsi, plusieurs gènes importants pour la floraison, comme FLC ou AG sont mis en silence par méthylation K27 de leur chromatine lorsque leur fonctionnement n’est pas nécessaire. Ce type de méthylation est limité aux gènes à inactiver temporairement. La méthylation de la lysine K29 est une marque de l’hétérochromatine, où se trouvent les éléments transposables et les séquences répétées des centromères et des télomères. Ces différentes méthylations sont assurées par une famille d’enzymes, les histones méthyltransférases, codées par 31 gènes chez Arabidopsis. La déméthylation est moins bien connue, mais au moins 6 gènes codent des enzymes qui déméthylent la position K4 et plusieurs autres gènes ont été identifiés pour les positions K27 et K29.

            L’autre modification importante de l’histone H3 est l’acétylation des résidus lysine K9 et K14, qui marque l’euchromatine où se trouvent des gènes actifs. Chez Arabidopsis, 12 gènes codent les enzymes d’acétylation des histones et 16 ceux de celles qui éliminent les groupements acétyle.

            L’état actif ou silencieux d’un gène dépend donc de l’état de la chromatine, ouvert ou condensé, défini par ces modifications et donc de l’activité de ces groupes d’enzymes. La situation est comparable chez les autres espèces.

            Ce domaine est en plein développement avec la recherche du rôle, spécifique ou redondant, de chacune des enzymes de modification identifiées en utilisant des mutants, la recherche des gènes cibles de chacune de ces enzymes et l’identification des protéines qui interagissent avec elles. Il s’agit de comprendre comment tout ce système particulièrement complexe est régulé et intégré pour parfaitement maîtriser l’expression des gènes au cours du développement de la plante et de son interaction avec son environnement. C’est sans doute, en ce moment, l’un des domaines les plus excitants et les plus complexes de la biologie des plantes.

            Un autre problème, lié à ces phénomènes de mise en silence et de réactivation de gènes, est de comprendre comment, à un moment donné, une chromatine compacte et inactive s’ouvre et devient accessible aux facteurs de transcription. Ce processus fait intervenir des protéines particulières, les facteurs de remodelage de la chromatine. Ces derniers jouent un rôle clé, à côté des facteurs de transcription, dans le contrôle des processus de développement.

            Le champ des recherches à effectuer est donc immense, malgré les progrès spectaculaires apportés par le décryptage des génomes. Il y aura encore du travail, et un travail passionnant, de recherche fondamentale, pour de nombreuses générations d’étudiants et de chercheurs !
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        La génomique et l’amélioration des plantes
      


    

      


    


    

      À ce stade, on se demandera à quoi servent toutes ces recherches. La première réponse, évidente, est qu’elles contribuent à améliorer notre compréhension du monde vivant et, en particulier, de savoir comment les plantes se développent, comment elles ont évolué et comment elles s’adaptent à leur environnement. Une deuxième réponse est qu’au moins une partie de ces découvertes devrait contribuer à l’amélioration des plantes et à leur utilisation. Enfin, une troisième possibilité est qu’une fraction non négligeable de ces travaux ne trouvera sans doute jamais d’application pratique.


      Les découvertes étant par définition imprévisibles, il est imprudent de vouloir faire des économies en orientant la recherche vers des applications. L’histoire récente des biotechnologies fourmille d’exemples de découvertes dans des secteurs dont l’intérêt initial semblait limité, mais qui ont révolutionné la biologie.


      
          
          Une brève histoire de l’amélioration des plantes

          L’amélioration des plantes a d’abord été une démarche empirique pratiquée par les premiers agriculteurs. La découverte des lois de la génétique et le développement d’une industrie semencière l’ont transformée en un processus rigoureux au cours duquel le sélectionneur croise des variétés de façon raisonnée et sélectionne, dans leur descendance, les plantes qui présentent les qualités attendues. Il doit ensuite les fixer de façon à obtenir une descendance homogène, et les multiplier de façon à pouvoir les commercialiser.

          L’objectif principal de l’amélioration des plantes dans l’entre-deux-guerres et jusque vers les années 1970, dans notre pays, a été d’augmenter le rendement, par tous les moyens (engrais, pesticides, amélioration variétale, mécanisation et intensification des cultures), afin d’assurer une autonomie alimentaire au pays, puis une fois celle-ci atteinte, de procurer, par nos exportations de produits agricoles, une source de revenus supplémentaires pour notre économie. Ces objectifs ont été parfaitement atteints, en particulier grâce à l’action de l’INRA, créée dans cette perspective en 1948. Une agriculture résolument productiviste a été encouragée, souvent au prix d’une fuite en avant vers la mécanisation, les remembrements, la croissance des exploitations et une utilisation intensive des engrais et des pesticides. Ainsi, les rendements du blé tendre sont-ils passés de 20 quintaux à l’hectare (q/ha) en 1955 à 70 q/ha en 2000, et ceux du maïs de 10 q/ha à 90q/ha, mais n’ont pratiquement plus progressé depuis. Cette politique s’est soldée par un coût social considérable, engendrant une réduction drastique du nombre de paysans, la plupart d’entre eux ne pouvant faire face à l’endettement et aux investissements nécessaires. Avec une surproduction globale dans les pays développés, avec la prise de conscience que ce modèle économique était dommageable aux équilibres écologiques et n’était pas durable, ces objectifs productivistes ont été progressivement contestés par un certain nombre de citoyens et de scientifiques au cours des vingt dernières années, allant, pour les plus radicaux, jusqu’à remettre en cause la société capitaliste et le concept même d’amélioration des plantes. Ces débats ont infléchi la politique des gouvernements successifs et de l’INRA, davantage orienté aujourd’hui vers une production agroécologique, plus durable et plus respectueuse de l’environnement, à laquelle les progrès de la génomique devraient contribuer. Cette réorientation s’est traduite par la transformation au 1er janvier 2020 de l’INRA en INRAE, Institut national de la recherche pour l’agriculture, l’alimentation et l’environnement.

          Il s’agit maintenant de mettre au point des plantes et des pratiques culturales qui respectent l’environnement et qui améliorent les qualités nutritives, gustatives, agronomiques ou technologiques plutôt que les rendements. Cette nouvelle phase de l’amélioration des plantes doit aussi prendre en compte des contraintes majeures. La première est l’accroissement massif de la population mondiale qui s’accompagne d’une réduction des terres cultivables, associée à une urbanisation croissante et à la dégradation de leur fertilité par suite d’une agriculture intensive mal contrôlée. La deuxième résulte des changements climatiques, qui se traduisent déjà par une augmentation des températures et des épisodes climatiques extrêmes auxquels les cultures doivent faire face. Enfin, le niveau de vie et la considération sociale des agriculteurs doivent être améliorés. Contrairement aux idées reçues, la sécurité alimentaire de notre pays est loin d’être assurée, car plus de 60 % de nos produits alimentaires sont importés pour satisfaire à nos besoins.

          Ces nouveaux objectifs et ces contraintes justifient plus que jamais un effort massif sur l’amélioration des plantes. Cet effort doit, bien évidemment, s’accompagner d’un meilleur accès des populations à l’alimentation, et d’une réduction du gaspillage et des pertes. Toutes les ressources offertes par les progrès scientifiques considérables qui se sont produits au cours des cinquante dernières années devraient y contribuer.

          L’impact de la biologie moléculaire et de la génomique végétale est déjà très significatif et devrait l’être encore davantage à l’avenir. En parallèle à l’accumulation de connaissances fondamentales permettant de mieux comprendre comment les plantes se développent et s’adaptent à leur environnement, plusieurs approches nouvelles sont venues compléter la panoplie d’outils classiques des sélectionneurs : la sélection assistée par marqueurs (ou SAM), la création de plantes génétiquement modifiées (ou PGM) et la création de plantes dont le génome a été « édité ». Si la première est déjà bien intégrée, les deux autres sont encore perçues de façon négative par l’opinion publique et font l’objet, dans notre société, d’âpres débats qui occultent une guerre économique sans merci au niveau mondial, dans laquelle nous risquons de perdre notre indépendance alimentaire, au bénéfice de pays moins regardants sur les enjeux écologiques et sociétaux.

        


      

        La sélection assistée par marqueurs


        L’amélioration des plantes a longtemps consisté à réaliser des croisements entre deux variétés cultivées ou une variété et une espèce sauvage apparentée, dans le but de sélectionner dans la descendance, les plantes qui présentent les caractères attendus. Lorsqu’on essaie ainsi d’introduire dans une variété un caractère nouveau par croisement (on parle aussi d’introgression), les gènes des deux parents sont redistribués de façon aléatoire, et, une fois le caractère favorable sélectionné, on s’aperçoit souvent que l’on a aussi entraîné avec lui des caractères indésirables, associés dans la variété donneuse à l’allèle favorable (par exemple une saveur différente ou des performances agronomiques moindres). Il est alors nécessaire de recroiser les plantes sélectionnées avec la variété receveuse, de façon à restaurer au mieux ses qualités initiales et à éliminer un maximum de gènes indésirables. On parle alors de « rétrocroisements », qu’il faut généralement répéter plusieurs fois. Tout cela prend du temps, occupe de l’espace et coûte cher. L’essor de la génomique a permis que la sélection se fasse non plus sur des caractères phénotypiques, mais sur des marqueurs moléculaires qui leur sont associés, beaucoup plus nombreux et précis.


        Ainsi est née la sélection assistée par marqueurs. La stratégie générale est la même qu’en sélection classique, mais, au lieu de repérer visuellement les caractères à l’état adulte, on va suivre des marqueurs moléculaires et, en particulier, ceux qui ciblent le gène à introduire, directement sur l’ADN des jeunes feuilles. L’idéal est que le gène correspondant au caractère à introduire et son allèle favorable aient été préalablement identifiés, validés et cartographiés sur la carte génétique de l’espèce considérée et caractérisés au niveau moléculaire, mais on peut se contenter de suivre des marqueurs localisés de part et d’autre du gène en question. On réalise un génotypage des descendants du croisement et l’on ne retient que ceux qui se rapprochent le plus possible de la variété initiale et possèdent l’allèle d’intérêt, ou les marqueurs qui l’entourent. Ces quelques plantes seront ensuite croisées à nouveau avec la variété initiale, comme en sélection classique. Le même processus de sélection sera répété sur plusieurs générations.


        L’avantage de la SAM est qu’elle permet de suivre de façon beaucoup plus précise l’élimination des gènes indésirables et qu’elle diminue de façon importante le nombre de croisements à effectuer, le nombre de plantes à manipuler et simplifie le processus de sélection. Les croisements sont réalisés plus précocement, dès que les plantes fleurissent, sans attendre la maturité. Le résultat est une meilleure précision de la sélection, un gain de temps et d’espace de culture, qui se traduisent par des économies substantielles, pour peu que le coût du génotypage soit raisonnable. La vulgarisation des technologies de séquençage a permis d’atteindre cet objectif. Aujourd’hui, cette approche est devenue une pratique courante chez la plupart des semenciers, et nombre des variétés récemment commercialisées en sont issues.


        En France, une nouvelle variété doit d’abord être inscrite au Catalogue national des semences avant toute commercialisation, ce qui nécessite deux années supplémentaires d’essais au champ, en différents lieux, dont le but est de vérifier qu’elle satisfait aux deux critères requis : distinction, homogénéité et stabilité d’une part, et valeur agronomique, technologique et environnementale supérieure aux variétés existantes, d’autre part. À l’issue de ces essais, une instance du ministère de l’Agriculture, le comité technique paritaire de la sélection, inscrit la variété au Catalogue national et autorise sa multiplication et sa commercialisation. Dans le même temps, le sélectionneur se voit délivrer par l’Union pour la protection des obtentions végétales, un certificat d’obtention variétale, qui garantit ses droits. En Europe, ce certificat remplace le brevet, en usage aux États-Unis et ailleurs dans le monde. L’inscription au catalogue français vaut inscription au catalogue européen, nécessaire pour une commercialisation en Europe.


      


      

        Les plantes génétiquement modifiées


        L’amélioration des plantes, même assistée par marqueurs, reste un processus lourd et long, et donc coûteux. Avec la découverte que la bactérie du sol Agrobacterium tumefaciens était capable de transférer une partie de l’ADN de son plasmide Ti au génome de la plante, il est devenu envisageable de domestiquer cette bactérie pour introduire directement dans le génome d’une plante un gène, le transgène, qui lui conférerait une qualité nouvelle. La construction de plantes transgéniques, ou PGM, a permis de réaliser des progrès considérables en recherche fondamentale en permettant d’élucider la fonction des gènes. Il était naturel d’utiliser cette technologie en amélioration des plantes. Cette stratégie est plus rapide que la sélection classique ou assistée par marqueurs car elle dispense des rétrocroisements. Elle est particulièrement prometteuse pour les espèces chez lesquelles les croisements sont difficiles, voire impossibles (pomme de terre, bananiers, arbres…). Son évaluation doit se faire au cas par cas en comparant avantages et inconvénients.


        L’intérêt majeur des PGM est que l’on n’introduit qu’un seul gène connu dans une variété, alors que dans un croisement, l’introgression s’accompagne d’une redistribution des gènes des deux parents, y compris de ceux qui sont indésirables ou inconnus. On préfère parler de PGM plutôt que d’OGM, car ce dernier terme englobe aussi les micro-organismes et les animaux génétiquement modifiés. En raison des polémiques et de la mésinformation entourant les PGM, il est nécessaire de développer un peu plus ce chapitre.


        

          Les PGM dans le monde


          Lorsqu’en 1983 Luis Herrera-Estrella et Marc Van Montagu ont rapporté la création de la première PGM, un tabac résistant à la kanamycine, il s’agissait de la démonstration du concept. Le gène de résistance à cet antibiotique était pratiquement le seul disponible pour cet exercice. La rareté des gènes utilisables pour faire des PGM a constitué un frein considérable à leur développement. Cette situation a radicalement changé avec l’essor de la génomique et, aujourd’hui, de nombreux gènes potentiellement intéressants sont disponibles, mais la perception négative des quelques PGM commercialisées freine leur exploitation dans de nombreux pays, dont le nôtre.


          La première PGM commercialisée aux États-Unis en 1994, la tomate Savr, est une tomate dans laquelle le gène d’une enzyme qui hydrolyse les pectines a été inactivé, entraînant un ralentissement du ramollissement du fruit mûr et une conservation plus longue. Cependant, cette nouvelle variété ne s’est pas révélée très fiable et la commercialisation a cessé deux ans plus tard. Très vite, des variétés résistantes aux herbicides, ou à des insectes, ont été développées en utilisant des gènes bactériens. Ce sont elles qui, à ce jour, constituent l’essentiel des PGM cultivées et qui font l’objet de polémiques.


          Depuis, la culture des PGM, principalement maïs, cotonnier, soja et colza, n’a cessé de s’étendre, de 1,7 million d’hectares (Mha) en 1994 à 192 Mha en 2018. Cette surface représente environ dix fois la surface agricole utile de la France, estimée à 20 Mha. Environ 18 millions de paysans cultivent des PGM dans 26 pays, dont les États-Unis, le Brésil, l’Argentine, le Canada et l’Inde sont les leaders. Globalement, avec un travail facilité et des revenus améliorés, ils y trouvent leur compte. Aux États-Unis, les maïs PGM représentent 91 % de la production, le soja 93 %, le cotonnier 95 %, le colza 98 %, et la betterave sucrière 100 %. Très peu de PGM sont autorisées à la culture en Europe : le maïs Bt MON 810 (Monsanto), résistant à la chenille d’un papillon, la pyrale, la pomme de terre Amflora (BASF), dont l’amidon est modifié en vue de son utilisation par l’industrie de la pâte à papier et des colles, et enfin des variétés d’œillets, de couleur bleue ou noire (Florigene Pty Ltd, Australie). Aucune de ces plantes n’est autorisée en France. Dans la pratique, seul le maïs Bt MON 810 est cultivé dans cinq pays européens, essentiellement en Espagne, pour une surface d’environ 190 000 ha, ce qui est dérisoire en regard des surfaces mondiales.


        


        

          Résistance aux herbicides


          La majorité des PGM résistantes aux herbicides sont résistantes au glyphosate, un herbicide foliaire, produit initialement exclusivement par la société Monsanto sous le nom de RoundUp, mais dont le brevet est dans le domaine public depuis vingt ans. Il inhibe l’activité d’une enzyme clé de la biosynthèse des acides aminés aromatiques comme le tryptophane. Cette enzyme est spécifique des plantes et des bactéries ; elle n’existe pas chez les animaux, incapables de fabriquer ces acides aminés essentiels. Son inhibition provoque l’accumulation d’un produit toxique pour la plante, qui la tue. La plupart des PGM résistantes au glyphosate ont été obtenues à partir de 1994, par insertion d’un gène bactérien codant une forme de cette enzyme, naturellement insensible au glyphosate.


          Le désherbage réduit la compétition entre la culture et les mauvaises herbes pour les nutriments et, en pratique, améliore le rendement. Les alternatives au désherbage chimique sont limitées : désherbage mécanique ou manuel, permaculture. Elles ont aussi leurs inconvénients.


          Le succès du glyphosate s’explique par son faible coût, son efficacité, sa facilité d’utilisation, sa toxicité beaucoup plus faible que celle des herbicides concurrents et par une politique commerciale agressive. À la différence de beaucoup d’autres, il est dégradé par des bactéries du sol, et sa rémanence est faible, de quelques jours à quelques semaines, mais cela dépend beaucoup de la nature des sols et de leur microflore. La France en consomme près de 8 000 tonnes par an, réparties entre les agriculteurs, les collectivités et les jardiniers amateurs. Sa consommation diminue lentement dans notre pays, mais augmente au niveau mondial.


          Sa biodégradabilité et sa faible toxicité sont controversées car on en retrouve des traces dans les eaux, les urines, et qu’il a été récemment classé comme cancérigène probable par le Centre international de recherche contre le cancer. Son utilisation, comme tous les herbicides, a un impact sur l’environnement. Il élimine des plantes adventices qui permettaient le maintien de la biodiversité et il appauvrit la microflore et la microfaune des sols. Surtout, la culture intensive de plantes résistantes à un herbicide a pour résultat brut une surconsommation, bien au-delà du strict nécessaire, et un risque de contamination des produits récoltés. La révélation d’une collusion de la société Monsanto avec nombre d’experts des agences d’autorisation de mise sur le marché et la dissimulation de données ont encore renforcé la méfiance à son égard. Cette situation ainsi que le passé sulfureux de Monsanto ont cristallisé l’opposition aux PGM, qui, pour beaucoup se résume à une opposition aux herbicides, à cette firme et à celles de l’agrochimie. L’Union européenne et le gouvernement français ont ainsi été amenés à en demander l’interdiction à court terme, sans proposer d’alternative.


          Malgré l’étendue considérable des surfaces cultivées en PGM résistantes et traitées avec le glyphosate, et malgré les avantages qu’y trouvent un certain nombre d’agriculteurs, cette innovation n’est sans doute pas la meilleure pour l’environnement, mais cela ne justifie certainement pas non plus de rejeter, en bloc, toutes les PGM.


        


        

          Résistance aux insectes


          Les principales sont résistantes aux chenilles des insectes lépidoptères. Dans ce cas, c’est le gène Cry1A de Bacillus thuringensis (Bt) qui est inséré dans le génome de la plante. Il code une protéine, toxique uniquement pour les papillons et leurs chenilles, sans danger pour l’homme et les animaux, en particulier les autres insectes dont les abeilles. Cette toxine est largement utilisée en agriculture biologique. Ce gène a été isolé à l’Institut Pasteur en 1983, puis inséré dans le génome du tabac, dès 1987. Cette stratégie est particulièrement efficace contre les chenilles foreuses telles que celles de la pyrale du maïs ou de la noctuelle de la capsule du cotonnier, contre lesquelles il est pratiquement impossible de lutter à l’aide des insecticides. En effet, la chenille, à l’intérieur des tiges ou de la capsule, est hors d’atteinte des pulvérisations. Dans la plante transgénique, la toxine est directement accessible, car produite par les tissus de la plante dont se nourrissent les chenilles.


          L’avantage des PGM Bt est donc qu’elles évitent les pulvérisations massives d’insecticides, souvent inefficaces et non spécifiques. Elles sont beaucoup plus saines pour l’environnement et l’agriculteur. En plus, dans le cas du maïs, il a été démontré que ces plantes sont moins contaminées par les mycotoxines. Les principales PGM Bt cultivées sont le maïs et le cotonnier, mais aussi l’aubergine, largement cultivée au Pakistan et au Bangladesh. Différentes souches de B. thuringensis produisent d’autres toxines qui sont spécifiques d’autres groupes d’insectes. Il existe ainsi des pommes de terre résistantes aux doryphores. Près de 45 % des surfaces mondiales cultivées en PGM sont occupées par des plantes Bt et 60 % du coton mondial est produit à partir de PGM Bt.


          La stratégie d’utilisation de la toxine Bt dans des PGM a été contestée par les ONG environnementales, car elles craignaient l’apparition de résistances, qui après plus de dix ans de culture intensive se révèlent très limitées. Des campagnes d’opposition ont été orchestrées lorsqu’il a été rapporté que le maïs Bt constituait un danger pour l’emblématique papillon migrateur monarque aux États-Unis ou était un poison pour les rats. Ces affirmations ont été, par la suite, totalement démenties.


          Plusieurs problèmes collatéraux sont cependant apparus avec l’extension de la culture des cotonniers Bt. En Inde, les surfaces consacrées aux cultures vivrières ont diminué au bénéfice des cultures industrielles, entraînant des pénuries alimentaires. En Chine, l’arrêt des traitements insecticides contre la noctuelle a provoqué la prolifération d’autres insectes nuisibles, insensibles à la toxine Bt, comme la punaise des champs, entraînant un nouveau recours aux insecticides. Les PGM en elles-mêmes ne sont pas directement en cause, mais leur utilisation excessive par un système économique, dont la première priorité est le profit, qui a négligé les bonnes pratiques culturales et les stratégies de lutte intégrée, en est responsable. En agriculture, comme ailleurs, il n’y a pas de solution miracle, et les innovations technologiques doivent être évaluées au cas par cas, en comparant bénéfices et inconvénients avec ceux des méthodes traditionnelles ou alternatives. La même problématique est d’ailleurs observée aussi en agriculture biologique : dès que l’on maîtrise un agresseur, par exemple avec des pièges à phéromones, d’autres, parfois pires, ont tendance à prendre sa place. Quoi qu’il en soit, d’un point de vue environnemental, une plante transgénique produisant son propre insecticide est bien préférable à un épandage massif, non sélectif, qui détruit tous les insectes et, au-delà, les oiseaux. Elle a l’inconvénient de rendre l’agriculteur dépendant du semencier, mais c’est déjà le cas dans les pays développés.


        


        

          Les PGM en développement


          Les PGM cultivées ne se limitent pas à ces deux principaux cas de résistance aux herbicides ou aux insectes. L’ensemble des PGM actuellement autorisées à la culture et à la commercialisation concerne une trentaine d’espèces et plus de 400 événements de transformation. Les traits modifiés sont variés : résistance aux virus, aux champignons, tolérance à la sécheresse, amélioration de la teneur en huiles et de leur qualité, teneur accrue en vitamines, modification de l’amidon, réduction de la teneur en lignine, meilleure utilisation des nitrates, réduction de la teneur en nicotine, manipulation de la fertilité, modification de la couleur des fleurs, ou encore production de lysine ou de phytase… Les gènes introduits sont le plus souvent le résultat de la caractérisation et de la découverte des gènes de plantes. Il existe donc de nombreux exemples de PGM, qui toutes présentent un intérêt pour l’environnement ou l’utilisateur, mais elles n’ont pas atteint le même degré de développement commercial que celles résistant aux herbicides ou aux chenilles. Les facteurs limitant leur essor sont les coûts de développement, la taille du marché et l’acceptabilité par le consommateur.


          Parmi ces PGM autorisées, quelques-unes méritent un commentaire.


          Le riz doré (golden rice) est enrichi en provitamine A. Deux gènes, l’un de plante, l’autre d’une bactérie, y ont été surexprimés, permettant la biosynthèse du β-carotène, ou provitamine A, dans la partie consommable, qui en est normalement dépourvue. Une ration de riz doré suffit à assurer la quantité journalière de provitamine A et à empêcher une malnutrition qui touche des centaines de milliers d’enfants, provoque leur cécité et une mortalité accrue. Ce riz est libre de tout brevet et distribué par des organismes publics. Il a fait l’objet d’une campagne acharnée de dénigrement par des ONG, combattue par une centaine de prix Nobel.


          Un autre exemple de succès est le papayer résistant au virus Papaya Ring Spot (PRSV). Ce virus a totalement ravagé la production de papayes à Hawaii, principalement du fait de la monoculture intensive d’une variété unique. Dès 1992, des papayers résistants au virus PRSV ont été obtenus. Les essais au champ ont montré l’efficacité de la résistance et, en 1998, les paysans se sont vus imposer d’acheter ces nouvelles semences. La production de papayes a été ainsi sauvée à Hawaii, sans que cela ne provoque le moindre incident sanitaire. La présence massive de papayers transgéniques sur l’île a permis une réduction drastique de la charge virale, ce qui autorise aujourd’hui la reprise d’une production conventionnelle. La commercialisation de papayes transgéniques a été autorisée aux États-Unis, au Japon, à Taïwan et en Thaïlande, avant d’être interdite dans certains de ces pays, sous la pression d’ONG. La résistance au virus s’est maintenant étendue à de nombreuses variétés conventionnelles, simplement par croisements naturels. Les ONG dénoncent une contamination de grande envergure, mais dont personne n’a démontré le moindre effet néfaste, ou même un risque à court ou à long terme, pour l’homme ou l’environnement.


          La résistance au virus de la sharka (Plum Pox Virus), maladie décimant pruniers, pêchers et abricotiers, mérite aussi un commentaire. Les chercheurs de l’INRA ont mis au point, il y a plus de vingt ans, des plants PGM résistants au virus. Confrontés à l’opposition aux OGM, ils ont arrêté leurs recherches et cédé les constructions à leurs collègues américains, qui, grâce à elles, aujourd’hui commercialisent des pruniers transgéniques ! Cette filière fruitière court à sa ruine car la seule solution proposée à nos arboriculteurs, depuis l’interdiction des insecticides qui ciblaient les pucerons vecteurs du virus, est d’abattre et de brûler leurs arbres malades. Elle sera remplacée par des importations venant de pays où les insecticides ou/et les PGM sont autorisés. Près de vingt ans ont ainsi été perdus dans la lutte contre ce fléau alors qu’une solution biotechnologique existait.


          Outre ces PGM déjà autorisées à la culture et à la commercialisation dans différents pays, nombre d’autres sont en expérimentation. Des PGM sont actuellement développées pour répondre à des préoccupations nutritionnelles, maintenant que les gènes nécessaires sont disponibles. Ainsi, un programme international a produit des maniocs, des riz, des sorghos et des bananiers transgéniques « biofortifiés », enrichis en microéléments comme le fer et le zinc, la vitamine E ou encore des acides aminés essentiels. Des bananiers, des pommes de terre ou des tomates fortement enrichis en vitamine A sont expérimentés. Il existe aussi des plantes dans lesquelles la production d’amidon, d’huiles ou d’acides aminés est modifiée pour faciliter des processus industriels. La connaissance, de plus en plus approfondie, de la biosynthèse des lignines et des parois cellulosiques permet de manipuler ces voies : on dispose ainsi de peupliers ou d’eucalyptus qui ont moins de lignines ou des lignines différentes, et qui sont plus appropriés pour une production moins polluante et plus économique de pâte à papier. Les maïs déficients en lignines ont une meilleure qualité digestive pour le bétail. De la même façon, de nombreuses expériences sont réalisées pour améliorer la biodégradabilité des espèces dont la biomasse est utilisée pour la production d’éthanol biocarburant. La connaissance du métabolisme azoté, ou du métabolisme du potassium ou du phosphate permet de construire des plantes moins exigeantes en ces molécules, car capables de les utiliser plus efficacement. Les maïs PGM à meilleure efficience d’utilisation de l’azote sont d’un grand intérêt pour réduire les pollutions liées aux engrais azotés. Les PGM peuvent aussi servir à fabriquer des produits médicamenteux. Un exemple récent dérive de la connaissance de la voie de biosynthèse de l’artémisine, l’une des rares substances actives contre le paludisme. Un gène régulateur de sa synthèse a été surexprimé dans l’armoise, par une équipe de Barcelone, augmentant ainsi sa production. Des anticorps contre le virus de l’hépatite B, de l’herpès ou du virus Ebola, contre l’antigène de surface du cancer du côlon, et d’autres encore, ont été produits dans des tabacs, des maïs ou du riz. Il est ainsi possible de faire fabriquer aux plantes des protéines recombinantes qui servent ensuite à élaborer des vaccins plus sûrs que ceux obtenus avec des virus atténués. Des bananiers PGM produisent des bananes qui peuvent être substituées au vaccin oral contre la poliomyélite, car elles contiennent une protéine du virus qui induit la protection des enfants qui les mangent. D’autres protéines d’intérêt pharmaceutique, comme l’hémoglobine, les interférons β et γ, l’angiotensine, ou la lipase gastrique de chien, utilisée pour traiter la mucoviscidose, ont également été produites dans des plantes PGM et ont fait l’objet d’essais cliniques. L’intérêt de ces plantes est que les quantités de protéines produites y sont plus importantes qu’avec des cultures de cellules animales ou humaines, avec lesquelles on court toujours le risque d’avoir une contamination par un virus transmissible à l’homme. Par ailleurs, le coût de revient d’un champ PGM est nettement moins élevé que celui d’une installation de culture cellulaire à l’échelle industrielle.


          Les résistances des plantes aux maladies font l’objet de nombreux travaux, et plusieurs gènes de résistance ont été transférés avec des résultats positifs, mais il reste à examiner la durabilité de ces résistances. Des résistances prometteuses aux virus de la rhizomanie de la betterave et du court-noué de la vigne, et à de nombreux autres virus ont été obtenues.


          Cette liste de perspectives pourrait être encore allongée, mais ces quelques exemples suffisent à donner une idée du champ des possibles. Les perspectives offertes par les PGM sont multiples, avec de nombreuses applications utiles pour la santé, l’agriculture, l’environnement et les industries, déjà prêtes dans les laboratoires. Tout cela doit encore passer l’épreuve des essais au champ et des autorisations de mise sur le marché. L’opposition aux PGM en France et en Europe, la lourdeur des procédures d’autorisation, soigneusement entretenues par les ONG, les médias et certains acteurs de la grande distribution, l’ignorance scientifique des personnels judiciaires et politiques ont fortement découragé les chercheurs de poursuivre dans ces directions. Pourtant, ces applications, développées par des pays qui ont fait d’autres choix, risquent d’arriver, tôt ou tard, sur nos marchés, sans que nous y soyons préparés et avec des conséquences sociologiques et économiques importantes.


        


        

          Les atermoiements réglementaires en France et en Europe


          Comment en est-on arrivé à cette situation ? Notre pays a été l’un des premiers à avoir mis en place, dès le début des années 1980, une Commission du génie génétique afin d’examiner l’impact et la sécurité des manipulations génétiques et d’accréditer certains laboratoires à les effectuer dans des conditions de sécurité contrôlées. Une directive européenne de 1990 a recommandé aux États de procéder à une évaluation avant toute dissémination en dehors des laboratoires et leur a demandé de mettre leurs lois en conformité avec la directive. La loi française a été modifiée en 1992 et une nouvelle commission, la Commission de génie biomoléculaire s’est mise en place, sous la double tutelle des ministères de l’Agriculture et de l’Environnement, pour évaluer les projets d’essais au champ. Cette commission a permis la réalisation de plusieurs centaines de ces essais en conditions étroitement contrôlées. L’autorisation de mise sur le marché n’intervient, de toute façon, qu’après que la variété PGM a satisfait aux tests classiques requis pour l’inscription au catalogue, comme toute variété nouvelle.


          Cette situation s’est dégradée avec l’arrivée d’un bateau chargé de soja transgénique, au Havre, en janvier 1997. Les organismes publics de contrôle, non préparés malgré de nombreuses recommandations, n’ont pas été en mesure d’évaluer la nature de la cargaison et les quelques laboratoires compétents sollicités n’avaient pas les moyens de réaliser cette expertise. Très rapidement, le gouvernement d’Alain Juppé, qui, quelques semaines plus tôt, avait été autorisé par la Communauté européenne à permettre la culture, en France, d’un maïs Bt, a fait volte-face et a décidé du premier moratoire français sur les PGM, le 12 février 1997.


          La suite de l’histoire est une longue succession d’atermoiements et de décisions contradictoires dans lesquels la science est complètement oubliée et/où craintes, fantasmes et rumeurs sont allègrement mélangés avec les faits scientifiques. Sans entrer dans les détails, cette triste situation est le résultat des luttes politiques et économiques tant sur les scènes française et européenne que mondiale, et de l’entrée en scènes des ONG, silencieuses jusque-là.


          Depuis, la situation est bloquée, malgré une nouvelle loi après le Grenelle de l’environnement et la mise en place en juin 2008 d’un nouveau Haut Conseil des biotechnologies, qui remplace la Commission de génie biomoléculaire et est devenu un lieu d’affrontement plutôt que d’expertise scientifique. L’Union européenne a également baissé les bras, laissant les États libres de leur politique, en contradiction avec ses règles et les accords commerciaux internationaux.


          Nous sommes donc toujours dans la situation ubuesque, et économiquement intenable, où l’on interdit à nos agriculteurs de cultiver un produit que par ailleurs on achète massivement à leurs concurrents !


        


        

          Des risques imaginaires, potentiels ou réels,
et des solutions


          Les débats sur les PGM ont surtout porté sur les risques : qu’en est-il réellement ?


          Dès les premières expériences, les scientifiques ont identifié des risques potentiels et proposé des moyens de les réduire au minimum avant de lancer des cultures à grande échelle. Ceux-ci doivent être évalués au cas par cas, car ils dépendent à la fois du transgène introduit, de la biologie de la plante et de son environnement. Les débats publics sur ce sujet ont souvent été biaisés par la généralisation, la confusion entre risques potentiels et danger immédiat, et entre ce qui est autorisé à l’expérimentation au champ et ce qui n’est qu’une expérience en laboratoire, dans un milieu contrôlé et sans conséquence sérieuse. Ils ont aussi été pollués par le mélange entre arguments scientifiques, économiques, idéologiques et politiques.


          L’inconvénient majeur de la transgenèse médiée par une agrobactérie est que l’insertion du transgène se fait au hasard. Elle peut provoquer la formation d’une chimère dont le produit peut éventuellement se révéler toxique ou allergénique. Les outils moléculaires, disponibles dès le début des années 1990 et en constante amélioration, permettent d’éliminer à un stade précoce les plantes dont l’insertion du transgène serait susceptible de former une chimère présentant un risque. Cette caractérisation est la première requête des commissions d’autorisation à la dissémination des PGM. De plus, elles exigent que des essais de toxicité alimentaire et d’allergénicité soient systématiquement réalisés, avec des protocoles expérimentaux et des statistiques solides. Les tests toxicologiques sont effectués le plus souvent à quatre-vingt-dix jours, sur des rats. Ces tests sont jugés trop courts par certains, mais sont considérés comme suffisants par les toxicologues et, chaque fois que des tests de plus longue durée ont été effectués, ils n’ont pas apporté d’éléments nouveaux. Dans nombre de cas, en particulier pour les plantes Bt, des tests toxicologiques sur les abeilles sont également exigés. À ce jour, la littérature scientifique n’a pas rapporté d’accident lié aux PGM, même si opposants et médias font régulièrement écho à des cas de malformations ou des décès d’animaux, soigneusement mis en scène et imputés à la consommation de PGM, sans que ces cas soient scientifiquement documentés. L’utilisation de promoteurs spécifiques permettant de contrôler l’expression du transgène, de telle sorte qu’il ne soit exprimé que là où l’on en a besoin et, à l’exclusion des organes consommables, est fortement recommandée.


          En plus du transgène d’intérêt, un gène de résistance à un antibiotique pour permettre la sélection des transformants en laboratoire est présent dans la PGM. La crainte est alors que ces plantes ne contribuent au phénomène préoccupant de résistance aux antibiotiques et l’accentue. Les antibiotiques utilisés sont distincts de ceux couramment prescrits en médecine ou en pharmacie vétérinaire. Ils sont employés en laboratoire, pour la sélection initiale des plantes transformées, mais ne le sont plus lors des expérimentations au champ, ce qui fait qu’il n’y a aucun apport d’antibiotique lors des cultures. La probabilité que les gènes de résistance passent de la plante, une fois celle-ci morte, dans les bactéries du sol est très faible. Les restes végétaux font l’objet de dégradations et de transformations en humus par la microflore et la microfaune du sol, et leur ADN est dégradé. Le risque est donc extrêmement faible. Malgré tout, des stratégies permettant d’éliminer ces gènes de résistance aux antibiotiques de la plante finale ont été élaborées.


          D’autres craintes relèvent du fantasme et de l’ignorance. Ainsi, beaucoup de gens affirment qu’ils ne veulent pas manger d’ADN étranger, de peur qu’il ne passe dans leurs gènes, ou encore ne veulent pas manger de produits dérivés d’animaux ayant été nourris avec des PGM, croyant qu’ils sont devenus OGM eux-mêmes, et qu’ils vont présenter une toxicité. Nous ingérons tous les jours, sans problème, des ADN étrangers à notre espèce, dont nous ne connaissons pas encore la fonction, chaque fois que nous mangeons une salade, un fruit ou un morceau de viande. Le risque que le transgène passe dans notre génome ou celui de l’animal est quasiment inexistant et il n’y a aucun risque qu’on le retrouve dans le lait ou dans la viande. On l’y a d’ailleurs recherché, à maintes reprises, sans jamais l’y trouver. C’est là un risque largement imaginaire, sûrement pas un danger qui justifierait le rejet des PGM !


          Les associations de consommateurs et les ONG entretiennent la fiction que notre alimentation contient des OGM en quantité. C’est encore un mythe ! Aucune PGM n’est autorisée à la commercialisation comme aliment pour l’homme dans notre pays. En revanche, on retrouve dans l’alimentation des additifs qui peuvent provenir de PGM : c’est le cas par exemple d’amidons utilisés comme conservateurs en charcuterie, ou encore de lécithines de soja incorporées dans le chocolat ou d’autres produits. Chaque fois, ces additifs sont en quantité très faible et, sauf s’ils représentent plus de 0,9 % du produit final, il n’est pas obligatoire d’indiquer une origine PGM sur l’étiquette. Il ne faut pas confondre la PGM et le produit qui en est dérivé : un amidon de maïs ou une lécithine de soja ne diffèrent en rien, qu’ils proviennent d’une plante PGM ou non PGM. Devant les peurs qui se manifestent dans l’opinion publique, la grande distribution n’a pas tardé à comprendre qu’elle pouvait transformer le non-OGM en argument publicitaire, ce qui lui permet d’augmenter ses marges sans scrupule et à peu de frais. Aujourd’hui, l’argument irrationnel ou publicitaire prime sur tout argument scientifique.


          Plus sérieux sont les risques d’échappement d’un transgène dans l’environnement, du fait simplement de la reproduction sexuée des plantes. S’il n’y a pratiquement aucune chance d’échange de gènes entre espèces éloignées, en revanche, des risques doivent être anticipés entre variétés d’une même espèce et si les croisements entre espèces proches sont possibles. Le pollen peut voyager sur des kilomètres, voire des centaines de kilomètres, véhiculé par les insectes ou par le vent. Cependant, il ne sera effectivement contaminant que s’il est encore vivant à son point de chute. Sa durée de vie varie selon les espèces, de quelques minutes à quelques heures. Dans le cas du maïs, originaire d’Amérique centrale, il n’y a pas d’espèce apparentée en Europe, et donc aucun risque de transfert de transgène à une espèce autre que le maïs. Cette situation favorable n’existe pas pour des espèces comme le colza ou la betterave, qui peuvent se croiser avec des espèces sauvages, et un transgène peut théoriquement être transmis aux descendants. Toutefois, ces hybrides sont stériles et ne survivent pas en conditions naturelles car les différentes espèces ont des nombres de chromosomes différents et il faut avoir recours à des artifices de laboratoire, pour observer des descendants viables.


          Le risque de contamination des variétés conventionnelles par une variété transgénique est, lui, élevé, mais il n’est pas propre aux PGM. Il existe entre variétés classiques, par exemple entre un maïs destiné à la consommation humaine et un autre destiné à la fabrication d’amidon ou à l’ensilage pour l’alimentation animale. Les agriculteurs savent généralement très bien gérer cette question. Les solutions résident dans le respect de pratiques culturales comme des distances d’éloignement et/ou des dates de semis décalées, définies de sorte que la contamination soit quasiment nulle. Celles-ci sont déterminées expérimentalement, espèce par espèce, en fonction des conditions locales, contrôlées par les organisations agricoles et les acheteurs. Pour le maïs, les distances efficaces sont de l’ordre de quelques dizaines de mètres. Par précaution, les instituts techniques ont recommandé de ne pas semer de maïs PGM à moins de cent mètres d’un champ conventionnel. Le décalage des semis permet que les pollens de PGM soient produits à une période où les variétés conventionnelles ne sont pas fertiles. Cependant, on n’empêchera pas les flux de gènes au sein d’une espèce, même accidentels, et la vraie question à se poser est de savoir si la dissémination d’un transgène dans l’environnement pose un problème ou non : cela dépend largement du transgène. Le cas des papayers transgéniques évoqués précédemment en est une bonne illustration.


          Nombre de résistances aux pathogènes sont liées à un gène de résistance unique, spécifique d’une souche. Ces résistances sont généralement assez vite contournées et peu durables. Aussi, dès le début, il a été recommandé de prendre des précautions afin d’éviter l’apparition de problèmes. Ainsi, pour les résistances Bt, il est recommandé de ne pas ensemencer toutes les surfaces en PGM Bt, de telle sorte que les insectes ne subissent pas une pression de sélection trop forte qui provoquerait l’apparition de résistances. Une deuxième solution, appelée pyramidage, consiste à associer plusieurs gènes, agissant avec des mécanismes différents, par exemple un gène de toxine Bt et un gène d’inhibiteur de trypsine. L’expérience menée depuis des années, en vraie grandeur, avec les gènes de toxine Bt montre que les résistances n’apparaissent pas si la recommandation de maintenir une partie des cultures en conventionnel est respectée.


          Une objection éthique est souvent mise en avant par les opposants aux PGM. Ils dénoncent une mainmise sur le vivant par les grands groupes agrochimiques, qui prive le paysan d’une ressource qui lui appartenait. Cette situation n’est pas nouvelle et n’est pas liée, non plus, aux PGM car, dans la pratique, les agriculteurs de nos pays, à l’exception des petits paysans, ont obligation d’acheter leurs semences chaque année auprès d’un semencier et ont interdiction de produire des semences de ferme, ce qui garantit la qualité et la traçabilité des semences commercialisées et des produits dérivés, exigées par le consommateur. Il est vrai qu’aux États-Unis, et dans un certain nombre de pays, le droit des brevets régit la création variétale, et que l’introduction des PGM restreint les possibilités de création variétale au bénéfice de quelques grands groupes, mais il n’en va pas de même en Europe, où l’obtention d’une nouvelle variété est garantie au sélectionneur par le certificat d’obtention végétale, et non par un brevet. De ce fait, un sélectionneur européen peut réutiliser une variété PGM, dès lors qu’elle est inscrite au catalogue. L’arrivée des PGM ne change rien aux règles européennes et françaises en vigueur sur le marché des semences depuis des années. Ces règles font cependant régulièrement l’objet d’âpres négociations internationales, et il convient de rester extrêmement vigilant pour préserver ce droit européen qui interdit de breveter le vivant.


          Enfin un dernier risque, systématiquement occulté par les opposants aux PGM, doit aussi être considéré : c’est celui que l’on court en rejetant systématiquement les PGM. Ce refus n’est pas sans conséquences déjà bien visibles et réelles. Elles sont principalement d’ordre économique et social : nos gouvernements ont mis nos agriculteurs dans une situation intenable, où on les empêche d’utiliser une innovation, due en grande partie à des recherches menées en Europe et où, dans le même temps, on achète massivement les produits correspondants à leurs concurrents étrangers, alors que nous pourrions les produire ! Les économistes estiment que le rejet des PGM coûte inutilement chaque année à l’Europe 10 milliards d’euros. La production de semences constitue une ressource importante pour notre pays qui en est encore le troisième exportateur mondial, mais avec le refus des PGM, nos parts de marché se restreignent et cette source importante de revenus pour le pays disparaît progressivement. Cette situation a déjà conduit les entreprises semencières à fermer leurs laboratoires de recherches en France pour les installer aux États-Unis, en Amérique du Sud ou en Chine, privant ainsi les jeunes scientifiques français de débouchés qui devraient leur revenir. Un dommage collatéral est un désintérêt de ces derniers pour la recherche sur les plantes et un affaiblissement de celle-ci. Le coût, toujours plus élevé des essais, imposés par la réglementation, prive, de fait, les PME d’investir sur ce secteur et conduit à une concentration de plus en plus importante des industries agrochimiques, concentration que dénoncent nombre d’opposants aux PGM, sans se rendre compte qu’ils en sont aussi responsables.


          Les conséquences risquent d’être dramatiques au niveau écologique, car on se prive d’un outil qui peut réduire l’impact de l’agriculture sur l’environnement, comme limiter les épandages de pesticides et d’engrais, améliorer l’efficience de l’utilisation de l’azote du sol, celle de l’eau ou encore la tolérance aux maladies. Se priver de plantes PGM résistantes aux bioagresseurs conduit à continuer à utiliser massivement des pesticides et à maintenir des pertes significatives qui pourraient être évitées. L’interdiction, sans discernement, des pesticides et sans qu’une alternative ne soit mise en place conduit à encore affaiblir la compétitivité de notre agriculture. L’importation massive de produits agricoles PGM, avec une empreinte carbone très significative, alors qu’ils pourraient être cultivés localement pour le plus grand bénéfice de nos agriculteurs et de notre environnement, constitue une autre aberration écologique. L’opposition systématique va à l’encontre des discours en faveur d’une agriculture plus respectueuse de l’environnement et plus durable, mais le citoyen, pas plus que le politique n’est à une contradiction près, fût-elle dommageable pour l’avenir.


          Enfin, ce refus des PGM a un impact d’ordre politique : beaucoup de pays africains observent l’évolution de la situation des PGM en Europe et ont tendance à s’aligner sur des positions européennes, même si notre situation de nantis est différente de la leur. Retarder ainsi, indirectement, l’adoption de technologies qui pourraient aider au développement des pays africains est une lourde responsabilité pour les Européens.


        


      


      

        L’édition génomique


        La situation des PGM est donc largement bloquée en Europe, et offre peu d’espoir d’une issue positive, malgré son intérêt. Dans le même temps la science progresse, et une nouvelle révolution se fait jour, l’édition génomique, qui rend la précédente partiellement obsolète.


        

          Le principe de l’édition génomique


          L’édition génomique, ou réécriture du génome, est une technologie nouvelle qui devrait se substituer à la technologie PGM. Au lieu d’introduire de façon aléatoire dans le génome de la plante, un nouveau gène par transformation, on modifie directement, in situ, un gène d’intérêt ou on le remplace par un allèle plus favorable. Cette technique a l’énorme avantage d’intervenir à un endroit précis du génome et de ne plus être aléatoire.


          Elle trouve son origine dans la découverte, par Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna, en 2012, d’un mécanisme de défense du streptocoque contre ses virus. Elle est connue sous l’acronyme barbare CRISPR/Cas9, pour clustered regularly interspaced palindromic repeats (« répétitions palindromiques groupées interespacées »), et Cas9, du nom de la nucléase associée (CRISPR associated protein 9). Le complexe CRISPR/Cas9 est guidé vers sa cible par un petit ARN associé, complémentaire du gène visé. La nucléase Cas9 crée ainsi une coupure de l’ADN à l’endroit voulu. La simple réparation de cette coupure est, le plus souvent, imparfaite, et produit au site de coupure une mutation du type addition, substitution ou délétion d’un ou de quelques nucléotides. On peut aussi provoquer la réparation par recombinaison homologue et décider de la nature de la mutation, de telle sorte que le gène ciblé soit remplacé par une version porteuse d’une mutation déterminée. En pratique, le complexe CRISPR/Cas9/ARN guide est introduit dans des protoplastes où il provoque une coupure double-brin de l’ADN, qui est réparée, et le complexe est ensuite dilué au fur et à mesure des divisions cellulaires qui permettent la régénération d’une plante entière, dont l’un des gènes a été modifié. Ainsi, cette technologie permet l’introduction dans le génome, de façon précise grâce à l’ARN guide, de mutations aléatoires ou déterminées dans un gène donné, qui sont indistinguables des mutations spontanées ou induites. Elle peut permettre de muter, de façon simultanée, plusieurs copies de gènes appartenant à une famille multigénique, ce qui est très difficile à réaliser par d’autres méthodes. Il est également possible d’introduire par recombinaison homologue un gène étranger à l’endroit voulu. Dans ce cas, le résultat est une PGM qui présente deux avantages considérables sur les PGM de première génération : l’insertion est précise, et la plante obtenue ne présente aucune trace, ni du vecteur, ni des gènes de sélection.


          L’idée d’utiliser la coupure double-brin de l’ADN à un endroit précis et les systèmes de réparation naturels pour modifier la séquence d’un ADN n’est pas nouvelle. En effet, des stratégies dans lesquelles une protéine reconnaît une séquence précise, puis est couplée à une endonucléase, ont ouvert la voie à la technologie d’édition génomique. Toutefois ces stratégies sont plus limitées et plus délicates à utiliser que le système CRISPR/Cas9.


        


        
            
            Les premières réalisations

            Plusieurs exemples d’édition génomique ont récemment été rapportés, tant chez les animaux que chez les plantes. L’un d’eux concerne le gène MLO, qui confère une forte susceptibilité au mildiou. Il existe une mutation naturelle de MLO1 chez la tomate qui a pu être mimée par édition génomique. Plusieurs plantes ainsi modifiées ont été obtenues et, après séquençage de leur génome, se sont révélées parfaitement identiques au mutant naturel, montrant que le procédé est aussi sûr que la mutagenèse classique. L’avantage est qu’il permet d’obtenir précisément et rapidement, en moins de dix mois, la mutation dans une variété élite, alors que les méthodes classiques de croisement nécessitent plusieurs années. Les gènes MLO ont également été mutés chez le blé, créant ainsi une résistance durable à cette maladie. Quelques exemples, plus rares, concernent des transferts de gènes, comme, chez la pomme de terre, d’un gène de résistance au nématode Globodera pallida, isolé d’espèce sauvage voisine.

            La technologie est en pleine explosion dans les laboratoires de recherche et va probablement se substituer à l’utilisation des collections de mutants d’insertion par ADN-T car elle permet de muter directement n’importe quel gène, sans avoir à trier une collection de mutants, et aucune de ces plantes n’est transgénique. Ses applications pratiques en amélioration des plantes sont innombrables, depuis que l’on a accès à la connaissance des génomes et à leur diversité. Elles devraient, à terme, remplacer les PGM.

            Cependant, une fois toutes ces modifications réalisées en laboratoire, y compris directement sur des variétés élites, il faut les évaluer au champ comme n’importe quelle variété nouvelle. Les expériences réalisées en laboratoire ont révélé que la technologie n’est pas parfaite et que des mutations sont parfois introduites ailleurs qu’à l’endroit voulu (mutations hors cible). Il convient de les détecter et d’éliminer les plantes non conformes aux attentes. Les recherches en cours visent à résoudre ce problème, notamment en recherchant dans la biodiversité des systèmes bactériens d’autres enzymes Cas, à meilleure fidélité.

            Plusieurs nouvelles applications prometteuses sont en cours de développement. Leur principe général est d’inactiver l’enzyme Cas pour qu’elle ne coupe plus l’ADN, et de la coupler à une autre activité. Ce nouveau complexe est toujours guidé précisément vers sa cible grâce aux petits ARN guides. Ainsi, en couplant l’enzyme inactivée avec une cytosine désaminase, on peut muter un résidu cytosine en thymidine et créer une nouvelle mutation sans avoir à couper l’ADN, ni utiliser les systèmes de réparation de la plante. Si le couplage se fait avec un facteur de transcription, on peut activer spécifiquement un gène déterminé.

            Comment faut-il traiter ces plantes au plan réglementaire ? Aux États-Unis et dans un certain nombre de pays, dont l’Angleterre et la Chine, elles sont considérées comme n’importe quelle plante issue des processus classiques de mutagenèse et d’amélioration. Les États européens tergiversent encore sur la question de savoir s’il faut les considérer comme transgéniques ou non, sans qu’une décision ne soit prise par le Parlement. Toutefois, la Cour européenne de justice, dans un arrêt de fin 2018, considère que la régulation sur les OGM doit leur être appliquée ! Cette décision, qui ne repose sur aucun argument scientifique, soulève les plus vives protestations des chercheurs. Elle risque, si elle est entérinée, de tuer pratiquement tout développement en Europe de cette technologie, et met en danger notre industrie agroalimentaire. Elle est irréaliste car, à la différence des PGM qui possèdent un gène étranger, il est techniquement impossible de distinguer une plante mutée issue d’une édition génomique d’une plante sélectionnée dans la nature ou résultant d’un procédé de mutagenèse aléatoire. Juridiquement, il n’est pas acceptable de considérer différemment deux plantes identiques obtenues l’une par mutagenèse naturelle ou induite, l’autre par mutagenèse biotechnologique. Il sera donc impossible de faire respecter une telle réglementation. Malgré cela, une décision du Conseil d’État français est venue récemment confirmer l’arrêt de la Cour de justice de l’Union européenne !

            Le rejet des PGM, et peut-être bientôt celui des plantes « éditées », par l’opinion publique et le législateur constitue un handicap de plus pour notre pays et pour l’Europe. Il nous prive d’outils efficaces pour accroître ou maintenir la production agricole avec moins d’intrants, alors même que celle-ci sera sujette à des risques accrus, liés aux aléas climatiques, et à la pression plus forte des agents pathogènes. Ces outils étant largement utilisés dans d’autres pays, en particulier aux États-Unis et en Chine, nous risquons fort de devenir dépendants de nos concurrents pour nos approvisionnements, avec toutes les conséquences économiques et sociales que cela implique. Simultanément l’agriculture mondiale devra faire face à l’expansion démographique et à la diminution des terres arables. Les méthodes conventionnelles ont atteint leurs limites et il est peu crédible et irresponsable de vouloir se priver des innovations technologiques pour relever les défis de l’urgence alimentaire et écologique.

            L’objectif de l’amélioration des plantes est clairement de mettre au point des nouvelles variétés plus « vertes », mais encore faut-il qu’elle puisse utiliser toute la gamme des outils existants, sans a priori dogmatique, et de façon pragmatique.

          


      


    


  



  

    
        
        
          Conclusion
        

        
          

        

        
          Nous voici arrivés au terme de la partie scientifique de cette plongée dans le monde des gènes et des génomes. J’ai largement illustré, à partir de mon expérience personnelle, comment la biologie moléculaire, puis la génomique ont conduit à isoler et identifier les gènes des plantes à fleurs, à élucider leur fonctionnement et à pénétrer un peu plus profondément dans les mystères de leur biologie. La génomique a révélé l’incroyable diversité génétique du monde vivant, porteuse d’espoir pour son adaptation aux changements à venir. Nous avons aussi beaucoup appris sur la façon dont les plantes ont évolué au cours des temps géologiques, et nous commençons à percevoir les mécanismes qui leur permettront de survivre aux changements annoncés et de continuer à satisfaire aux besoins de la population humaine. Toutes ces connaissances doivent encore être consolidées et généralisées, et il ne faudrait pas conclure de ces avancées spectaculaires que l’histoire est terminée. Nous avons des outils de plus en plus performants pour aller plus loin, pour encore mieux comprendre les mystères fascinants de la biologie des plantes et en tirer parti pour nourrir l’humanité, améliorer sa condition et préserver son environnement.

          Cet objectif ambitieux ne pourra toutefois être réalisé sans un soutien efficace et désintéressé à la recherche, apporté à la fois par la société et ses représentants politiques, entre les mains desquels reposent les choix et les décisions. J’ai illustré à maintes reprises les difficultés et les errements de ces choix. Pour le scientifique, il y a une part considérable de hasard et de chance qui font qu’il saisit ou non les opportunités, qu’il a les bons collaborateurs et les financements au bon moment et que, finalement, il rencontre le succès au bout du chemin. Les applications de ces découvertes dépendent de nombreux autres facteurs : la situation économique, les conflits d’intérêts, l’opinion publique souvent mal informée et manipulée, la qualité du personnel politique souvent très inégale et peu au fait des réalités scientifiques… La situation actuelle est difficile pour les scientifiques, car le citoyen constate les méfaits d’une industrialisation sauvage et d’une agriculture productiviste sur son environnement, sa qualité de vie, et doute des apports de la science.

          Mon parcours m’a amené à fréquenter quelques hommes politiques, les uns grands ministres de l’Éducation nationale et de la Recherche, comme Jean-Pierre Chevènement, Hubert Curien ou Claude Allègre, les autres moins tournés vers les sciences, et nombre d’élus locaux. Ce sont surtout avec ces derniers que j’ai interagi et que j’ai pu mesurer la difficulté du dialogue, le poids des inimitiés politiques locales et la lourdeur des procédures administratives. Mon expérience la plus criante a été la construction d’un nouveau laboratoire pour mener à bien nos recherches : au total, onze longues années de marchandages et de péripéties, dignes d’un roman-feuilleton, auront été nécessaires, depuis la première décision des conseils de l’université jusqu’à ce que nous puissions emménager dans de nouveaux locaux fonctionnels. De tels délais plombent sévèrement les efforts des chercheurs pour être présents dans une compétition internationale acharnée.

          Si la confiance de l’opinion publique et le soutien des politiques sont indispensables au succès de la recherche, il est aussi évident que cela ne peut se faire sans une information la plus objective possible, ni sans la plus grande intégrité de la part des scientifiques. Cela se voit particulièrement dans les débats de société sur les OGM, la protection de l’environnement, de la biodiversité, sur le climat et bien d’autres sujets. Ma génération a été confrontée au monde de la communication sans y avoir été préparée. Le chercheur est de plus en plus amené à communiquer avec les médias et le grand public, et à justifier le bien-fondé de ses recherches. Il y est souvent maladroit et peu entraîné au débat qui parfois n’est plus qu’un spectacle. Malheureusement, le chercheur est le plus souvent dans l’impossibilité de corriger des informations erronées ou déformées, surtout si elles sont relayées par Internet. Dans presque tous les débats auxquels j’ai pu participer, j’ai toujours dû batailler pour expliquer que ce n’était pas parce qu’une information était sur le net qu’elle était vraie et pouvait être acceptée. Cette notion est très difficile à assimiler pour un public qui n’a pas vraiment reçu une éducation scientifique, basée sur la preuve, la reproductibilité et l’esprit critique. La diminution programmée des horaires consacrés à l’enseignement des sciences de la vie et de la Terre, et des sciences en général, dans l’enseignement secondaire ne va pas dans le bon sens d’une éducation croissante du public. Outre cette formation de base, un certain nombre de professionnels devraient recevoir une formation scientifique supplémentaire, qui leur est nécessaire pour une prise de décision éclairée : les cas les plus flagrants sont les journalistes, mais aussi les juges et les cadres administratifs de l’État.

          À l’issue de ce témoignage, j’espère avoir décrit les progrès fantastiques de la biologie végétale ces cinquante dernières années et ce que sont la vie et l’activité d’un chercheur. J’ai essayé de montrer combien cette activité est diverse et exaltante, et le lecteur aura compris que j’y ai pris un immense plaisir. Elle apporte très généralement un bénéfice pour la société, mais n’exclut pas des dérapages individuels ou les mauvais usages de la science. C’est la raison pour laquelle il est important que le citoyen soit toujours le mieux informé possible et puisse garder la maîtrise politique et sociale des applications du progrès scientifique. Si cet essai permet au lecteur de mieux comprendre comment s’élabore la recherche, combien elle est riche et diverse, s’il donne l’envie à de jeunes lecteurs d’embrasser une carrière de chercheur, alors il aura atteint son but.

        

      


  



  

    
    Glossaire

    
      

    

    
      Acide abscissique (ABA). Hormone de stress.

      Acide aminé. Acide organique présentant une fonction amine, dérivée de l’ammoniac. Constituant des protéines.

      ADN satellite. Fraction de l’ADN nucléaire, constituée de séquences répétées en tandem.

      ADNc. Copie ADN d’un ARNm.

      ADN-T. Partie de l’ADN du plasmide Ti d’Agrobacterium tumefaciens, transférée dans le génome de la plante.

      Allèle. L’une des formes alternatives d’un gène. Un gène peut être représenté dans un individu ou une population par différentes séquences proches. Le test d’allélisme permet de savoir si l’on a affaire à deux allèles distincts d’un même gène ou à deux gènes distincts.

      Allélopathie. L’ensemble des interactions chimiques entre plantes et entre plantes et micro-organismes.

      Anticodon. Séquence de trois nucléotides complémentaires d’un codon, portée par un ARN de transfert.

      ARNm. La copie ARN du gène d’une protéine.

      ARNr. ARN structural constitutif des ribosomes.

      ARNt. ARN de transfert, intermédiaire de la synthèse protéique. Ils apportent l’acide aminé qu’ils spécifient au site de formation de la liaison peptidique sur le ribosome.

      Auxine. Acide indole acétique, hormone végétale impliquée dans la croissance.

      Bactérie recombinante. Se dit d’une bactérie qui héberge un plasmide recombinant.

      Bases puriques, bases pyrimidiques. Les deux types de bases constitutives des nucléotides de l’ADN et de l’ARN.

      Blot. Opération qui consiste à transférer par capillarité, sur une membrane de nitrocellulose ou de nylon, un acide nucléique ou une protéine. Le Southern blot correspond au transfert d’ADN, le Northern blot au transfert d’ARN et le Western blot à celui des protéines.

      Centromère. Région chromosomique, au centre du chromosome, dont la fonction est d’en assurer la ségrégation au moment de la division cellulaire. Il est riche en séquences répétées.

      Chaperon(ne). Qualifie une protéine qui aide d’autres protéines à acquérir une configuration permettant leur adressage.

      Chromatine. Substance constitutive des chromosomes, composée d’ADN et de protéines, qui fixe les colorants. On distingue l’euchromatine, relâchée, de l’hétérochromatine, condensée.

      Codon. Ensemble de trois nucléotides de l’ADN ou de l’ARN, déterminant un acide aminé.

      Crucifère. Famille botanique comprenant les choux, la moutarde, Arabidopsis, etc.

      Cruciférine et napine. Les deux types de protéines de réserve des crucifères. Les napines sont des albumines et les cruciférines des globulines.

      Cytokinine. Hormone végétale, impliquée dans la division cellulaire.

      Cytologie. Ensemble de techniques qui permettent l’observation des tissus à l’échelle cellulaire.

      Cytochrome P450. Famille de protéines possédant un hème comme cofacteur, catalysant des réactions d’oxydoréduction.

      Électrophorèse. Procédé de fractionnement dans lequel les molécules sont séparées en fonction de leur charge, en les faisant migrer dans un champ électrique.

      Élément transposable. Séquence d’ADN, capable de se déplacer au sein d’un génome. La classe I transpose par l’intermédiaire d’un ARN (rétrotransposon) selon un mode copier/coller. La classe II transpose directement selon un mode couper/coller.

      Épigénétique. Partie de la génétique s’intéressant à l’étude des mécanismes qui modifient de façon transmissible et réversible les caractères des êtres vivants sans changer la séquence de l’ADN.

      Épiphytisme. Relation dans laquelle un organisme vit en surface d’un végétal qui lui sert de support, sans qu’il y ait parasitisme.

      Épissage. Processus permettant l’excision d’un intron et la soudure entre deux exons.

      Espaceurs externe et interne. Régions des gènes déterminant les ARNr. L’espaceur externe constitue la région intergénique entre le gène de l’ARN 25S d’une unité et le gène de l’ARN 18S de la suivante. Les deux espaceurs internes séparent le gène de l’ARNr 18S de celui de l’ARNr 25S de la même unité.

      Eucaryote. Organisme vivant, dont les cellules présentent un noyau.

      Exon. Segment codant d’un gène.

      Expression génique. Décrit le fonctionnement d’un gène, depuis sa copie en ARN jusqu’à sa traduction en protéine.

      Fluorochrome. Substance chimique capable d’émettre une lumière de longueur d’onde caractéristique en réponse à une excitation.

      Génotype. L’information génétique d’un individu, défini par la séquence de son ADN.

      Gibbérelline. Hormone végétale impliquée dans la croissance en longueur des tiges et dans la floraison.

      Hème. Molécule constituée d’un noyau porphyrique avec un atome métallique en son centre, capable de fixer un gaz comme le dioxygène. Souvent associé à une protéine.

      Histones. Principales protéines constitutives de la chromatine.

      Homopolymère. Se dit d’un polymère constitué d’un seul élément.

      Homozygote. Se dit d’un individu qui possède deux allèles identiques au même locus sur ses deux chromosomes. Si les allèles sont distincts, l’individu est hétérozygote.

      Indel. Insertion ou délétion de quelques nucléotides.

      Introgression. Introduction par croisement d’un fragment de génome d’une espèce ou d’une variété dans une autre.

      Intron. Portion non codante d’un gène, transcrite puis éliminée lors de la formation de l’ARNm.

      LEA (late embryogenesis abundant protein). Catégorie de protéines particulièrement abondantes à la fin de la formation de la graine.

      LEA. Laboratoire européen associé, formation créée par le CNRS en partenariat avec un autre pays européen.

      Liaison hydrogène. Force intra- ou intermoléculaire impliquant un atome d’hydrogène et un atome électronégatif comme l’oxygène ou l’azote.

      Liaison peptidique. Liaison formée entre le groupe NH2 d’un acide aminé et le groupe COOH d’un autre acide aminé par élimination d’une molécule d’eau.

      Liaison phosphodiester. Liaison formée par un groupement phosphate qui établit une liaison ester avec chacun des sucres de deux nucléotides consécutifs.

      Liaison disulfure. Liaison formée entre deux atomes de soufre de deux cystéines.

      LTR (long terminal repeat). Séquence de quelques dizaines de nucléotides, répétée en orientation directe à chaque extrémité d’un rétrotransposon.

      Méiose. Division de la cellule, en deux étapes, à l’origine de la formation des gamètes, au cours de laquelle le nombre de chromosomes est réduit de moitié.

      Métabolisme, métabolite, métabolomique. Ensemble des réactions chimiques permettant le fonctionnement des cellules. Les métabolites sont les produits du métabolisme, et la métabolomique est leur étude.

      Microsatellite. Courte séquence répétée en tandem d’un à quatre nucléotides.

      Mitose. Division de la cellule au cours de laquelle chaque chromosome se dédouble.

      Mutation. Modification ponctuelle, ou plus importante de la séquence de l’ADN.

      NAD et NADP (Nicotinamide adénine dinucléotide et nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). Deux facteurs associés aux enzymes d’oxydoréduction existant sous une forme oxydée ou une forme réduite (NADH et NADPH).

      Nucléase. Enzyme capable d’hydrolyser un acide nucléique.

      Nucléole. Partie du noyau dans laquelle les ARNr sont transcrits et assemblés avec les protéines ribosomiques.

      Oligonucléotide. Séquence de quelques nucléotides.

      Panicule. Inflorescence en grappe ressemblant à un épi.

      Pb, kpb, Mpb, Gpb. Paires de bases, kilopaires de bases (1 000 bp), mégapaires de bases (100 000 pb), gigapaires de bases (1 million de pb).

      PGM. Plante génétiquement modifiée.

      Phénotype. Traduit l’ensemble des caractères morphologiques ou chimiques d’un individu.

      Plasmide. Molécule d’ADN, extrachromosomique, à réplication autonome.

      Ploïdie. Définit le nombre d’exemplaires de chaque chromosome. Une espèce diploïde a deux exemplaires de chaque chromosome. Une espèce haploïde n’en a qu’un, et une espèce polyploïde en a plus de deux.

      Procaryote. Organisme vivant unicellulaire dépourvu de noyau.

      Promoteur. Partie en amont du gène, reconnue par l’ARN-polymérase et les facteurs de transcription.

      Protéasome. Particule protéique assurant la dégradation des protéines, dépendante de l’ubiquitine.

      Protéine de réserve. Protéines qui s’accumulent dans les graines et assurent la nutrition azotée lors de la germination. Elles sont constituées de deux types de protéines : les albumines, de faible poids moléculaire et les globulines, de plus grande taille.

      Pseudogène. Séquence d’ADN dérivée d’un gène et devenue non fonctionnelle.

      Pyrophosphate. Molécules de deux phosphates condensés, libérées lors de la formation d’une liaison phosphodiester entre deux nucléotides.

      QTL (quantitative trait loci). Terme utilisé pour désigner un locus qui rend partiellement compte de l’hérédité d’un caractère complexe, par exemple la taille d’une plante ou sa date de floraison.

      Réplication. Copie de l’ADN en deux molécules filles par une ADN-polymérase.

      RFLP (restriction fragment length polymorphism). Traduit le polymorphisme observé entre deux individus après découpage de l’ADN par une enzyme de restriction et hybridation avec une sonde selon la méthode de Southern.

      Ribosome. Particule cellulaire, ribonucléoprotéique, sur laquelle s’effectue la synthèse des protéines. Le ribosome lit l’ARNm. Plusieurs ribosomes sur un même ARNm constituent des polyribosomes, signes d’une activité de synthèse protéique.

      SAM. Sélection assistée par marqueurs.

      SiARN (small interfering ou silencing RNA). Petit ARN impliqué dans la mise sous silence d’un gène, d’un transposon ou d’une région de la chromatine.

      SnoARN. Petit ARN nucléolaire, guide de la méthylation des ARNr.

      SNP (single nucleotide polymorphism). Polymorphisme de la séquence d’ADN associé au changement d’un seul nucléotide.

      Spliceosome. Particule ribonucléoprotéique capable d’exciser un intron d’un pré-ARNm.

      Strigolactone. Hormone végétale contrôlant la ramification des tiges.

      Suspenseur. Ensemble de quelques cellules, issues de la première division de l’œuf, qui ancrent l’embryon dans l’albumen.

      Talle. Tige adventive à la base de la tige principale des graminées.

      Télomère. Région située à chaque extrémité d’un chromosome, constituée d’une courte séquence répétée en tandem.

      Traduction. Traduction d’un ARNm en protéine.

      Transcription. Copie de l’ADN par une ARN-polymérase.

      Transcrit. Copie ARN d’une séquence d’ADN, assurée par une ARN-polymérase.

      Transgène. Gène introduit dans un génome par génie génétique.

      Ubiquitine. Petite protéine qui se greffe sur les protéines à dégrader. Cette greffe est assurée par une série d’enzymes, les ubiquitines-ligases.

      Xeroderma pigmentosum. Maladie génétique rare se traduisant par une extrême sensibilité de la peau aux rayons UV.
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Des graines, des fleurs et de PADN

Vers une biologie moléculaire des plantes

Les plantes sont indispensables 2 notre survie, mais leur connaissance est
longtemps restée empirique. Au recensement des quelque 400 000 especes
ont succédé la physiologie végétale puis la génomique, il y a quelques
dizaines d'années. C'est cette derniére période qu'a vécue Michel Delseny :
une passionnante aventure scientifique qui s'est déroulée dans les labora-
toires d'Europe, d'Asie et d'Amérique, et dont le point d'orgue a éi¢, en
2000, le premier séquencage complet du génome d'une plante : 'arabette
des dames (drabidopsis thaliana). La botanique était désormais une science
«dure »..

Bien dautres plantes, @ priori plus « utiles » tels le riz, le mais, mais aussi
le fraisier ou le peuplier, ont depuis vu leur génome séquencé, offrant une
riche moisson de données aux spécialistes de la botanique, de I'agronomie,
de alimentation et de la pharmacologie. La vision moléculaire des plantes
augure une véritable révolution scientifique. Au-deld, les génomes de plantes
levent le voile sur le mystére des origines, et Ia facon dont les plus anciens
végétaus — une algue, une mousse, puis une fougere — ont engendré le rosier,
le baobab et le séquoia géant

Michel Delseny, spécialiste de génomique végétale, est directeur de
recherche émérite au CNRS et membre de I'Académie des sciences.
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