Biotechnologies végétales



Biotechnologie

e L'application de la science et de la technologie
a des organismes vivants, de méme qu’a ses
composantes, produits et modélisations, pour
modifier des materiaux vivants ou non-vivants
aux fins de la production de connaissances, de
biens et de services.
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Biotechnologies

«Papplication des principes scientifiques et de l'ingénierie a la
transformation de matériaux par des agents biologiques pour
produire des biens et services » (OCDE)

- technologies de bioconversion

Rieell I
AR ' LA S 5

Fermenteurs

Bioréacteurs


http://www.pharmaceutical-technology.com/projects/grangecastle/index.html#grangecastle6

Bilotechnologies vegetales

« Développement et utilisation de techniques de cultures in vitro
dans differents domaines relatifs au végetal et a I’amélioration
variétale»
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Haplodiploidisation

Culture de meéristemes

Micropropagation

Sauvetage d’embryons

Fusion de protoplastes

Creation de variabilité

Banque de germoplasmes
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Biotechnologies

« Technologies impliguant I’obtention et/ou 'utilisation
d’organismes génetiguement modifiés »

“Blotechnologies modernes”
(Protocole de Carthagene)




Definition proposee par I'’Association Frangaise des
Biotechnologies Vegetales :
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Les biotechnologies végétales sont des technologies qui recouvrent toutes les
interventions en laboratoire sur les organes, les tissus, les cellules ou 'ADN des
végetaux, soit pour mieux maitriser ou acceélérer leur production, soit pour
améliorer leurs caractéristiques, au service de la recherche, de I'agriculture ou
de productions industrielles.

Et une définition plus simple que je vous propose:

Ensemble de pratiques faisant appel aux cultures in vitro
de plantes et aux techniques de biologie moléeculaire dans les
domaines de I'agronomie, I'industrie et la recherche
fondamentale




Totipotence de la cellule vegetale

e a la dédifférenciation
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Les cellules végetales, prélevées sur
un organe quelcongue d'une plante,
possedent la capacité de régénerer
un individu complet identique a la
plante mere.

C'est la totipotence des cellules
vegeétales. Elle repose sur l'aptitude
a la déedifférenciation.




IStorique de la culture de tissus et d’organes
de plantes

e Contexte théorique au début du XX¢eme sjecle:
- Théorie cellulaire (Schleiden et Schwann)

Comment étudier le comportement de cellules
isolées ?

— Microbiologie et biochimie
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Cultures en conditions Caractérisation de substances
stériles de croissance



Aspects historiques

G. Haberlandt : le concept de totipotence de
la cellule végetale

Deux idées importantes :

|la culture de cellules isolées constituerait
potentiellement un modele de recherche

maintien en vie de cellules isolées

*Pas de multiplication cellulaire

0N peut potentiellement régenérer une plante
entiere a partir d'une cellule isolée - totipotence

Echec (mauvais choix d’explants,
meconnaissance des substances de
croissance)



Aspects historiques

Emergence des techniques de culture

- Haberlandt (1902) : concept de totipotence
-~ White (1934) : culture in vitro de racines de tomates

- Gautheret (1935) : utilisation d’auxine pour cultiver
du cambium de saule

- 1939 : lere culture indéfinie de cals de carotte

La culture de tissus est possible en utilisant des substances de
croissance et/ou des tissus meristematiques



Aspects historiques

Emergence des techniques de culture

- Braun (1941) : travaux sur le crown gall st gl

N

= Croissance in vitro des tumeurs
sans ajout d’hormones

— Miller (1955) : cytokinines

— Murashige et Skoog : mise au point de milieux de culture
efficaces contenant des cytokinines et des auxines
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Organogénese &
callogénese




“La totipotence repose sur
I’aptitude a la dedifférenciation”

root cotyledon petal

day O

day 14
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Sugimoto 2010 Dev Cell

Birnbaum 2008 Caell



Aspects historiques

Confirmation des hypotheses
d’Haberlandt

e 1956 (Muir) suspensions
cellulaires

e 1958 (Reinart et Stewart)
Embryogenese somatique
chez la carotte




Aspects historiques

Confirmation des hypotheses de
Haberlandt

e 1960 Production fiable de
protoplastes par digestion
enzymatique (Cocking)

e 1971 (Nagata et Takabe)
Régéneération d'un plant
entier a partir d'un
protoplaste




Aspects historiques

Développements : des
outils agronomiques

e 1965 (Morel) Germination et
micropropagation in vitro des
orchidees

e 1967 (JP Bourgin & JP Nitsch) :
tabacs haploides a partir d’antheres

e 1973 : hybride issu d'une fusion de
protoplastes




Aspects historiques

Développements : production de
meétabolites secondaires

e 1977 : culture de cellules de tabac dans un réacteur
de 20 000 litres

e 1983 (Mitsui Petrochemical) : production industrielle
d'un pigment: la shikonine

e 1997 L'entreprise Samyang Genex (Daejeon, Corée)
produit un anticancéreux, le Genexol, a partir de

cultures in vitro de Taxus



Aspects historiques

Développements : la transgenése

e Marc Van Montagu (1983) : tabac
résistant a la kanamycine

e 1994 : Flavr Savr (Calgene, antisensage
d'une polygalacturonase)

e 1996 : mais transgeniqgue commercialisé
aux USA



Aspects historiques

Conclusions

e Problématique initiale :
- recherche d’'un modele de cellules isolées

- démonstration de la totipotence des cellules
vegeétales

/
ldentification du réle des substances de

croissance

Mise au point de nombreuses techniques

Jransgénése




Revenons sur le phéeénomene de
totipotence...




Totipotence et culture cellulaire
végetale

La figure ci-contre montre un exemple de
totipotence et présente un apercu des etapes
menant a la culture cellulaire, puis de la marche
a suivre qui conduit a la régénération d'une
plantule. Les cellules vegétales mises en
culture a partir d'un explant montrent leur
totipotence en se dedifferenciant d'abord pour
former un cal et en régénérant ensuite un
proembryon, lequel se développe en embryon,
qui devient ensuite une plantule, puis une

plante entiere.




Cellule méristématique ou

Explant —-oL Celules e mc::*d' ——3  cellule embryonnaire non
S il différenciés

it Obtention des différents —m'w
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entier tige, racine) R

Schéma explicatif de la totipotence



e Embryogénese
ea partirde ¢

Garces et al. PNAS 2007

Embryogenese / Organogénese

ellules somatiques

ea partir de cultures de
cellules “indifférentiees”

e Regeneération d'organes et de tissus a partir de cellules

somatigues ou de
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Birnbaum 2008 Cell

Ambystoma mexicanum
(the axolotl)
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Des cellules plus ou moins
totipotentes

Les méristémes : ¢
un réservoir de cellules totipotentes
Les autres types cellulaires :
* une totipotence plus ou moins facile a exprimer

Utilisation de substances de croissance exogenes

/

Variabilité *Régeneération directe
<

Interspecifique | .rggénération en passant par un stade de cal
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Principales méthodes de micropropagation
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“La totipotence repose sur
I’aptitude a la dédifférenciation” (?)

root cotyledon petal

day O

day 14
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Sugimoto 2010 Dev Cell

Birnbaum 2008 Caell



Comprendre la nature des cellules
souches

e Notion de cellule souche en biologie vegétale

e Notion de niche de cellule souche en biologie
véqgétale

A Stem cells

Stem cells
ac [l PLT1.2
[ SCR

B PLT12
SCR




Comprendre les mécanismes de
dedifferenciation

G. Grafi / Developmental Biology 268 (2004) 1-6

Differentiation Dedifferentiation:
Acquisition of
pluripotentiality

Redifferentiation

Cellulase no hormones

P Cell death
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Protoplasts Proliferation

Mesophyll cells (Plant cells devoid
of cell walls)




ecanismes de dédifférenciation

Differentiation Dedifferentiation:
Acquisition of
pluripotentiality

Redifferentiation
@ y’

Cellulase no hormones

= P Cell death
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< - n/cytokinin
- Protoplasts Proliferation
Mesophyll cells (Plant cells devoid

of cell walls)




Le rGle du péricycle : un
grain de sable dans le
modele

Developmental Cell

Arabidopsis Regeneration from Multiple Tissues
Occurs via a Root Development Pathway

Kaoru Sugimoto,? Yuling Jiao," and Elliot M. Meyerowitz+*
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*Correspondence: meyerow@its.caltech.edu
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Figure 1. Callus Derived from Root Is a Moderately Organized
Tissue Similar to a Lateral Root Primordium

2,4-D NAA (2.5 M) NAA (10 M)

C

pWOXS5::GFP-ER

pSCR::GFP-ER

Figure 2. Callus Resembles the Tip Part of the Lateral Root
Meristem

pWOX5::GFP-ER (A)HC) and pSCR::GFP-ER (D)-(F) marker expression
(green) in the root explants treated for 10 days with NAA or 2,4-D. (A) and (D)
2,4-D (same concentration as normal CIM); (B) and (E) 2.5 uM NAA; (C) and
(F) 10 uM NAA. Cellular outlines were visualized with propidium iodide staining
(red). Scale bars represent 50 um.
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CONCLUSION:

In this study, we show that callus formation
from multiple organs is not a process of
reprogramming to an undifferentiated state,
but rather the differentiation of pericycle-like
cells present in the organ toward root
meristem-like tissue.

In this case, the pericyle-like cells are
functionally analogous to animal tissue stem
cells, which are found in many tissues
throughout the body and can divide and
differentiate into specialized types of cells.

This leaves open the question how root
meristem-like callus tissue has the ability to
form aerial shoots in the next stage of the
regeneration process



