Rapport de mission

Action Incitative 2008 « Aide a la prospection »
Financement DRS8-0846

Mission en Malaisie
12-22 octobre 2008
Renforcement du partenariat de recherche avec
le Malaysian Palm Oil Board
Collecte d’échantillons de palmier a huile a la
plantation de Tun Razak

Par Estelle Jaligot,
CIRAD-BIOS, UMR100 DiAPC




Estelle Jaligot - Rapport de mission en Malaisie - 12-22 octobre 2008

TABLE DES MATIERES

Objectifs de la mission

10RO SIS G ML . cnmiseasismessimmemsamiasasiimiiie s G e AT C A G TS SRS S 4

Entretien

avec les membres du MPOB - Putra Jaya, Kuala Lumpur

Séjour sur la plantation de Tun Razak et collecte de matériel végétal - Tun Razak Estate,
FEDERAL LAND DEVELOPMENT AUTHORITY (FELDA) .....ccususmnesssssssassaesenesons 5

Illustrations



Estelle Jaligot - Rapport de mission en Malaisie - 12-22 octobre 2008

Objectifs de la mission

L’année 2007 a vu I’aboutissement d’un contrat de recherche entre le MPOB et 1’équipe
DIAPC Palmiers, le troisiéme depuis les débuts de cette collaboration en 1996. A I’occasion
du colloque international PIPOC 2007 a Kuala Lumpur, James Tregear et Thierry Beulé ont
effectué la restitution finale de ce projet MPOB III, puis Alain Rival a proposé un quatriéme
projet que nous avons élaboré conjointement (METHYPALM, ACBP n°07-04-100-00-518).
Ce projet se propose de prendre la continuation des opérations de recherche du projet MPOB
III et de diversifier les pistes poursuivies, en accord avec I’intérét manifesté par les partenaires
industriels du MPOB pour nos recherches.

Dans la perspective de la mise en route prochaine de ce projet triennal, il nous est apparu
indispensable de procéder a la définition d’objectifs scientifiques clairs et de délivrables
appropri€s, en concertation avec les partenaires et bailleurs.

La mise en ceuvre de METHYPALM, outre qu’elle s’inscrit dans la continuité d’un
partenariat fructueux et au long cours entre le CIRAD et le MPOB, contribuera
significativement a I’accroissement des ressources propres de [’équipe. En outre, les
opérations de recherche financées par METHYPALM correspondent & des travaux en cours
au sein de I’équipe Palmiers, destinés a faire I’objet de publications dans des revues a facteur
d’impact. Enfin, la réalisation de METHYPALM est a8 méme de permettre & 1’équipe
travaillant sur 1’épigénétique du développement floral du palmier a huile, au sein de 1’équipe
Palmiers, d’atteindre la masse critique en personnel désirable pour répondre a des appels
d’offre nationaux et internationaux plus ambitieux.

Par ailleurs, la conduite de mon projet de recherche, ainsi que ceux de mes collégues de
I’équipe Palmiers, nécessite une fourniture abondante en matériel végétal. Pour cette raison,
nous nous sommes rendus sur la plantation de Tun Razak Estate et avons bénéficié de
I’accueil et de I’aide du FELDA (Federal Land Development Authority) pour collecter de
nombreux échantillons.
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Déroulement du séjour

Entretien avec les membres du MPOB - Putra Jaya, Kuala Lumpur

Un projet collaboratif avec la Malaisie (METHYPALM, montant du financement : 411 k€)
avait été proposé au MPOB (Malaysian Palm Oil Board) lors de la restitution du projet MPOB
III faisant suite au colloque PIPOC 2007. Les retours favorables, voire enthousiastes,
notamment au sein du panel d’évaluateurs externes, qui nous étaient parvenus par la suite
nous ont fait légitimement espérer une réponse positive a notre demande de financement pour
le début de I’année 2008, ce qui nous aurait permis de faire monter notre projet en puissance.
Malheureusement, les membres du directoire du MPOB semblent de maniére chronique dans
’incapacité de parvenir & une décision consensuelle dans des temps compatibles avec la
conduite d’une recherche de niveau international. Diverses priorités et contraintes ont ainsi
bouleversé le calendrier de nos partenaires et I’arbitrage attendu n’a jamais eu lieu faute de
créneau pour réunir les membres du directoire.

Il était donc important de relancer la discussion avec MPOB et de montrer nos avancées
récentes dans le domaine des marqueurs basés sur des différentiels de méthylation. La réunion
qui s’est tenue le 14 octobre au centre du MPOB de Putra Jaya nous a fourni & Alain Rival et
a moi-méme l'opportunité de récapituler I’ensemble des avancées réalisées dans le passé, de
dénombrer les projets mis en chantier et de reformuler avec précision notre offre de recherche.
Les Drs Ong Abdullah et Madon nous ont notamment manifesté leur intérét pour les
perspectives de collaboration et de formation (notamment sous forme d’accueil de chercheurs
confirmés, via les financements RTRA, ou de doctorants). Elles n’ont pas manqué cependant
de nous faire part de leur sentiment de frustration devant I’inertie de leur hiérarchie et ce
qu’elles ressentent comme une forte réticence, de la part des instances malaisiennes, a s’ouvrir
a des collaborations internationales pourtant susceptibles de donner de I’ampleur et de la
vitesse a leurs recherches. Cette attitude n’est pas nouvelle tant il est vrai que la Malaisie tend
a considérer le palmier a huile comme un patrimoine national, et donc toute recherche le
concernant comme une violation de sa « chasse gardée », si cette recherche est conduite par
tout autre pays que la Malaisie elle-méme.

Nous avons pour notre part déploré I'absence de décideurs lors de la réunion que nous avons
eue au MPOB.Il nous faut donc faire confiance a nos collégues chercheurs (plus
particuliérement les Drs Ong Abdullah et Singh, les mieux informés dans le domaine de la
biologie moléculaire) pour faire remonter rapidement l'information auprés des managers du
MPOB, afin que ce projet puisse démarrer dans les meilleurs délais. Nous avons par ailleurs
appris que la firme de Craig Venter vient d’annoncer la mise en chantier du séquengage
complet du génome du palmier a huile. Cette nouvelle ne peut manquer de semer le désarroi
au MPOB dans la mesure ou il avait été sollicité par Norbert Billotte pour participer en tant
que bailleur de fonds a son propre projet de séquengage du génome du palmier a huile (OPGP,
Oil Palm Genome Project), et n’avait pas su parvenir a une décision. Nous espérons que cette
déconvenue, et la crise qu’elle ne va pas manquer de déclencher au MPOB, [l’incitera a se
prononcer prochainement en faveur de leur participation & notre projet et débloquera ainsi
notre situation. Toutefois, en dépit de déclarations d’intentions une fois de plus extrémement
positives, nous n’avons regu a I’heure actuelle aucune indication que des discussions auront
lieu prochainement.
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Séjour sur la plantation de Tun Razak et collecte de matériel végétal
- Tun Razak Estate, FEDERAL LAND DEVELOPMENT AUTHORITY
(FELDA)

Le FELDA fait partie des partenaires historiques du groupe CIRAD/IRD en maticre de
biotechnologies appliquées a I'amélioration du palmier a huile. Méme si aucun contrat de
collaboration ne lie le CIRAD au FELDA a ce jour dans le domaine des biotechnologies, nos
relations ont toujours été excellentes et le restent. Ainsi, les moyens matériels (local,
consommables de laboratoire, eau stérile, bombonne d’azote liquide, carboglace, containers
en polystyréne) et humains (chauffeur, équipe de travailleurs sur la plantation) déployés a
notre demande par le Dr Aw Khoo Teng Teng nous ont permis de mener a bien notre mission,
et méme de dépasser largement les objectifs que nous nous étions fixés. D'un point de vue
scientifique et technique, le FELDA est un des rares partenaires malaisiens (avec sans doute
AAR et United Plantations) capables de nous proposer un acceés au champ illimité et un
laboratoire de biotechnologies extrémement performant. L'appui direct du FELDA & nos
programmes de recherches en biologie moléculaire est particulierement déterminant. Nous
considérons d’ailleurs la présence de Miss Siti, PhD student au FELDA, qui nous a
accompagnés et assistés tout au long de notre déjour a Tun Razak, comme un autre signe fort
de I’intérét du FELDA pour une collaboration durable et formalisée avec le CIRAD.

Gréce a cette conjonction de bonnes volontés tout & fait idéales, nous avons pu satisfaire aux
requétes de ’ensemble de 1’équipe Palmiers en matiére de matériel végétal :

e Nous avons eu |’autorisation de procéder a la dissection compléte de deux palmiers
issus de semis afin de prélever, sur chacun, la totalité des inflorescences immatures
portées par I’arbre (soit, selon le dénombrement mis au point & partir de la premiére
feuille pleinement déployée, la feuille +1, les inflorescences d’ordre d’insertion +18 a
-30 sur I’axe). Ces inflorescences nous ont été demandées par Hélene Adam afin de
procéder a une comparaison histologique et moléculaire de la morphogenése florale
entre palmier a huile et palmier dattier, notamment aux stades trés précoces du
développement. Ces échantillons (une centaine d’inflorescences au total pour les deux
arbres) ont été fixés sous vide dans une solution de paraformaldéhyde et deshydratés
sur place dans des bains de degrés alcooliques croissants, grace aux ustensiles et
solutions apportées sur place dans nos bagages.

e Nous avons échantillonné des fruits de palmier a huile matures et immatures
provenants de somaclones normaux et « mantled » appartenant & quatre lignées
clonales distinctes (soit 16 échantillons). La zone de liaison entre le pédicelle du fruit
et le mésocarpe, comprenant la zone d’abscission du fruit, a été disséquée et nous
avons procédé sur place a la fixation et a la deshydratation préalables a I’analyse
histologique. Ces fruits sont destinés a nos collégues Tim Tranbarger et Fabienne
Morcillo, qui étudient les processus de la maturation et de 1’abscission des fruits de
palmier a huile. Nous leur avons également rapporté des épillets de fruits normaux
frais provenant de quatre somaclones de génotypes distincts, afin de procéder a des
mesures de production d’éthyléne (la drupe de palmier a huile faisant partie des fruits
climactériques).
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e Pour mes propres expérimentations portant sur le réle des génes MADS-box floraux
de palmier dans I’anomalie « mantled », des inflorescences immatures de palmier a
huile (deux stades différents par individu, sur deux individus par phénotypes,
régénérants normaux et variants) ont été prélevées sur huit lignées clonales distinctes
(soir un total de 64 échantillons). Afin de caractériser aussi complétement que possible
le stade de développement de ces inflorescences, les tailles respectives de la spathe
externe et de la spathe interne enveloppant chaque inflorescence ont été¢ mesurées, et
une partie I’inflorescence a été traitée en vue d’une étude histologique. Un autre
segment de la méme inflorescence a été soumis a une fixation sous vide des
complexes nucléoprotéiques a 1’aide d’un tampon contenant du formaldéhyde et un
inhibiteur de protéases puis congelée dans 1’azote liquide, pour préparer de futures
expérimentations d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Enfin, un autre
fragment de chaque inflorescence a été immédiatement congelé en vue d’en extraire
ultérieurement les acides nucléiques (ADN, ARN) pour la détection de marqueurs
génétiques et de marqueurs d’expression, respectivement.

Certains des échantillons fixés pour la ChIP (correspondants aux inflorescences prélevées sur
les régénérants normaux et anormaux appartenant a quatre lignées clonales) ont été acheminés
par transporteur depuis Kuala Lumpur aux laboratoires du CSIRO de Canberra (Australie). En
effet, notre collégue Thierry Beulé était sur le point de partir y effectuer des expériences de
ChIP sous la supervision directe de Jean Finnegan dans le cadre projet FEAST/EGIDE
« EPIDEV » et il semblait non seulement absurde, mais risqué, de tenter de ramener ces
échantillons avec nous en France, pour qu’ensuite Thierry les emmeéne avec lui en Australie.

L’autre moitié des échantillons destinés aux expériences de ChIP, ainsi que ceux destinés a
I’histologie (sur fleurs et fruits) ou & I’extraction d’acides nucléiques, ont été rapatriés au
laboratoire de Montpellier dans des colis de carboglace que nous avons confectionnés et
inclus dans nos bagages. Les épillets de fruits frais, quant & eux, ont été sommairement
emballés dans des sacs de plastique perforés (afin de ne pas entraver les échanges gazeux) et
enfermés dans une valise que nous avons achetée sur place (en raison des réglementations en
cours il n’a pas été possible de conserver ce bagage en cabine, aussi cette valise est-elle partie
en soute, ce qui compromet quelque peu I’obtention de résultats fiables puisque la production
d’éthyléne naturelle peut s’en trouver affectée).

Les prélevements de matériel inflorescenciels indispensables & nos projets ont par la suite été
complétés par Alain Rival lors de sa visite a la plantation de Pobé (Bénin) en novembre.
L’ensemble de ces prélévements nous permettra dans un premier temps d’affiner voire de
valider les résultats obtenus par Thierry Beulé en Australie, et de compléter ensuite au cours
de I’année 2009 notre profilage des régulations des génes MADS-box dans le contexte de la
variation « mantled ».
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lllustrations

De haut en bas et de gauche a droite :
Rang 1 - Repérage des arbres sur le plan de la plantation de Tun Razak par Alain Rival (4 droite) avec 1’aide de

Miss Siti et de Chief Ata, chef de 1’équipe de travailleurs mise & notre disposition lors de notre séjour.

- Le matériel de laboratoire apporté de Montpellier et destiné au traitement du matériel végétal.

Rang 2 - Les trois étapes du prélévement des inflorescences : i) 1’élagage progressif des feuilles sur un palmier a
huile ; ii) dégagement d’une inflorescence immature ; iii) dissection de I’inflorescence stricto sensu aprés
ablation des spathes externes et internes.

Rang 3 - Le processus d’imprégnation sous vide des échantillons, permettant la fixation des structures cellulaires
en vue de I’étude histologique ou des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP).
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De haut en bas et de gauche a droite :
Rangs 1 et 2 - Marquage des rangs d’insertion des feuilles selon le systéme de dénombrement basé sur la

premie¢re feuille pleinement déployée, puis élagage de celles-ci pour dégager successivement toutes les
inflorescences de I’arbre, d’autant plus petites que 1’on progresse vers le cylindre central.

Rang 3 - Une fois que la taille réduite des inflorescences ne permet plus un repérage facile sur le terrain, le
cylindre central (formé de feuilles immatures enroulées les unes autour des autres) est coupé 4 la base, emballé et
acheminé dans la glace vers le laboratoire, ou il est ensuite disséqué finement pour dégager les plus petites
inflorescences. Chacune de celles-ci est photographiée pour assurer une détermination fiable du sexe et du stade
de développement.
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De haut en bas et de gauche a droite :

Rang 1 - Collecte des données par Miss Siti et dispositif permettant d’effectuer les bains de deshydratation pour
les échantillons destinés aux analyses histologiques.

Rang 2 - Inflorescence méle présentant un phénotype « mantled » trés sévére ; inflorescence femelle également
fortement atteinte par la variation somaclonale ; régime de fruits « mantled » & maturité.




