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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.







CHAPITRE 1

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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