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Laboratoire d’Ingénierie Cellulaire de l’Arbre LICA

Mise en service  Janvier 2018
Site Orléanais du Centre INRAE Val de Loire

Production et caractérisation d’arbres transformés ou édités par ingénierie 
cellulaire

Bâtiment combiné laboratoire – Serre

Aide à la réalisation de tout projet de biologie intégrative sur le 
fonctionnement des arbres et leurs capacités d’adaptation à différentes 
contraintes environnementales 

Vocation : devenir une référence pour les études sur les arbres édités et 
génétiquement modifiés 

https://www6.inrae.fr/lica/
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Conseil Scientifique 
Patricia Faivre-Rampant,Véronique Jorge, Annabelle Déjardin, 
Justine Corret, Françoise Laurans, Patrick Poursat, Gilles Pilate.
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▪ Produire en routine des arbres génétiquement modifiés

▪ Expérimentations en milieux confinés

▪ Connaissances sur la fonction des gènes et leur rôle dans la construction du 
phénotype

▪ Architecture génétique des traits complexes Propriétés du bois

Maitrise des techniques de transformation génétique

Dédié aux Recherches en génomique fonctionnelle chez les arbres
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Transformation génétique via Agrobactérium tumefaciens

Bactérie tellurique
Infecte naturellement les végétaux 

Galle du Collet  = tumeur bactérienne

Transfert fragment ADN plasmidique ( ADN-T) 
de la bactérie au génome de la plante

Détournement du mécanisme
ADN-T  remplacé par un gène d’intérêt 

TRANSGENESE

Auteur : Marie Weidner, Gilles Furelaud Auteur : Marie Weidner, Gilles Furelaud
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Transformation génétique du peuplier via Agrobactérium tumefaciens

Etape 1

Etape 3

Etape 2

P. tremula x P. alba
clone INRA 717-1B4

Coculture

Callogénèse

Sélection

Régénération

Enracinement

Acclimatation

6 Mois

Protocole Leplé et al., 1992

D’après OGM.org
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Transformation génétique via Agrobactérium tumefaciens

Différentes 
Stratégies 

Introduction  
Gène étranger

Franchissement

barrière d’espèce

Modification

Gène existant

Surexpression 
Gène cible Stratégie sens

Blocage traduction 
Gène cible

Stratégie 
antisens

Stratégie RNAi

Limite

• Insertion du transgène aléatoire
• Ne permet pas de cibler le site génomique d’intégration du transgène

• Chaque événement de transformation est particulier

• Observation  d’un grand nombre de plantes transformées
• Caractérisation de l’insertion par séquençage 
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Edition du génome « Genome editing »

Modifier le génome avec précision 

NUCLEASES « Ciseaux moléculaires »

▪ Dérivées de systèmes bactériens
▪ Reconnaissent une séquence spécifique 

d’ADN
▪ Coupent l’ADN double brin à des endroits 

spécifiques

D’après Romay et Bragard, 2017
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Edition du génome « Genome editing »

Modifier le génome avec précision 

NUCLEASES « Ciseaux moléculaires »

▪ Dérivées de systèmes bactériens
▪ Reconnaissent une séquence spécifique 

d’ADN
▪ Coupent l’ADN double brin à des endroits 

spécifiques

CRISPR-Cas9
Simple
Flexible
Abordable 

D’après Romay et Bragard, 2017
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Endonucléase 
guidée par ARN

Coupure double brin ADN

Réparation
Différents mécanismes 
cellulaires pour corriger la 
coupure

Edition du génome :  « Genome editing »

CRISPR-Cas9
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

D’après  Gunilla Elam / Science Photo Library / Cosmos
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Si ADN de « réparation »

Edition de gène ou 
remplacement d’allèles 

(KI, Knock-In)

+/-
0,1 - 1% d’efficacité

Réparation par recombinaison homologue 
(HR)

Réparation par jonction
des extrémités  de façon 
non homologue ou par 
microhomologie
(NHEJ,MMEJ)

Cas9
Guides ARN

Coupure ciblée de l’ADN  

Cas9 modifiée : nickase + cytidine
deaminase
Guides RNA

T

Edition de base

++ 
5 – 50 % d’efficacité

C

Inactivation de gène par 
mutagenèse ciblée 

(KO, Knock-out)

+++
10 - 100% d’efficacité

Edition du génome CRIPSR-Cas9  chez les plantes
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Collection in vitro de peupliers transformés et édités  ≈ 200 lignées

Ingénierie cellulaire : un outil pour décrypter les mécanismes moléculaires  de la xylogénèse

▪ Peupliers RNAi (CAD) activité CAD réduite, 
meilleure aptitude à la saccharification

▪ Peupliers exprimant PMT de graminée

Transgénèse

CRISPR-Cas9

Transgénèse 

Edition du génome

Inactiver un gène

Introduire une 
mutation ciblée

Corriger une 
mutation

Insérer un nouveau 
gène

Modification de 
l’expression de gènes 

candidats

Comprendre leur fonction dans la xylogénèse

Lien  entre événements moléculaires et propriétés 
résultantes du bois à l’échelle macroscopique

Produire du bois aux propriétés nouvelles et 
intéressantes

Gènes de la voie de biosynthèse des lignines

QQ Exemples Synthèse des monolignols
Modification structure des lignines

▪ Mutant pertes de fonction HCT1, teneur Unité H
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Décrypter les mécanismes moléculaires de la xylogénèse

Comprendre ce qui contrôle la production , la qualité et les propriétés du bois

Xylème 
mélange complexe de différents types cellulaires à différents stades de développement 

Développement d’approches  à l’échelle de la cellule

Microphénotypage

Lien entre expression des gènes et caractéristiques des parois cellulaires 

Microspectroscopie IR
ATR-FTIR
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Microphénotypage - Immunolocalisation

Fluorochrome
Bille d’or

Marqueur

Localisation polysaccharides non cellulosiques pendant la 
différenciation des fibres de Bois de tension

180 anticorps

Acteurs moléculaires responsables des contraintes de maturation du Bois de Tension
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Microphénotypage - Immunolocalisation Acteurs moléculaires responsables des contraintes de maturation du Bois de Tension

Combiner Immunolocalisation et AFM

Approche couplée Physiologique et Micromécanique
Collaboration avec LMGC –Université Montpellier

Module d’indentation
Proxi ≈ rigidification couche G au 

cours de la maturation des fibres Polysaccharides associés à la formation d’un gel dont le gonflement serait responsable 
de la mise en tension des µfibrilles de celluloses 
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Microphénotypage – Microspectroscopie FTIR Caractérisation in situ de la composition des parois à l’échelle cellulaire

Imagerie chimique : Distribution des composants chimiques de la paroi 
Combine spectres d’absorption IR et informations spatiales

+ Informatif  /Analyse qualitative
Bibliothèque de spectres / Assignation des pics 

Couple un spectromètre IR à un imageur 

Obtenir de façon non destructive des cartographies hyperspectrales résolues 

MIR

Mode FTIR

Transmission Résolution 
6,25 µm

Echantillon fin 
10-15 µm

Réflexion Résolution 
6,25 µm Surface polie

ATR Imaging Résolution 
1,56 µm

Champ maxi 
500x500 µm

Perkin Elmer
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Principe de l’imagerie ATR-FTIR

6.25 µm

1.56 µm
Cristal Ge  fort 
indice de réfraction 

Bec et al., 2020

Cristal de Germanium

Kazarian, 2010

échantillon

Infrarouge à transformée de Fourier en réflectance totale atténuée

Signal IR réfléchiRayon IR incident

Microphénotypage – Microspectroscopie ATR-FTIR
ATR = Attenuated Total Reflectance
FTIR = Fourier Transformed InfraRed

Chaque pixel : 1 spectre
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Microphénotypage – Microspectroscopie ATR-FTIR

Analyses d’images multivariées

Images brutes Images segmentéesAnnotation

Etude composition des parois des fibres et de rayons

150µm x 200µm
≈ 13000 spectres/image

Nombres d’ondes différentiellement absorbés

Les parois de fibres apparaissent plus riches en cellulose.
Les lignines et les hémicelluloses présentent des 

différences de qualité et/ou de quantité entre parois de 
fibres et de rayons.
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Merci pour votre attention !

https://www6.inrae.fr/lica/




