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Fiche nouvelles techniques : mutagénése dirigée par oligonucléotides

Utilisations possibles

Ces techniques peuvent étre utilisées pour introduire une mutation ponctuelle dans un
organisme cible. Elles ne permettent pas l'introduction de séquences nucléiques nouvelles
de grande taille. Les utilisations pratiques en amélioration des plantes peuvent donc étre
limitées. Par exemple, I'introduction de mutations en codon de type « STOP » permet
I’extinction de genes. Comme les autres techniques de recombinaison homologue, la
technique peut étre utilisée de facon efficace si elle est couplée a la recherche de SNP liés a
des QTL.

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes

La fréquence de mutation reste tres faible et assez variable en fonction de I'organisme utilisé
- Chez les plantes :

la fréquence de réparation est extrémement variable.
De plus, la fréguence de mutation spontanée de certaines plantes en particulier
(tabac et colza) peut surestimer I'effet réel résultant de I'utilisation du RDO. En effet,
chez ces plantes, un taux de réparation de I'ordre de 2x107 a été observé
(extrémement proche de la fréquence de mutation spontanée). Ce taux peut étre
augmenté d’'un facteur 10 a 20 en fonction de I'état physiologique des cellules
testées.
Cette technique peut étre complétée par I'obtention de cassures simples brins sur
I’ADN de fagon aléatoire ou spécifique (cf ZFN, TALEN et CRISPR).

- chezles animaux :
la fréquence de conversion varie elle aussi beaucoup en fonction des cellules testées,
des conditions de culture des cellules et de la localisation du gene ciblé sur le
chromosome.

- chez les micro-organismes :
la reproduction plus aisée permet une sélection des mutants et rend moins limitant
ce parametre.

En conséquence, cette technique présente peu d’avantage par rapport aux techniques

mettant en ceuvre des nucléases (ZFN, TALEN, CRISPR...) qui sont plus fiables, plus efficaces
et plus souples, si ce n’est son co(t tres faible, sa vectorisation simple.
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Fiche nouvelles techniques : mutagénése dirigée par oligonucléotides

Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Chez les végétaux :

Le stade 1, correspondant a |'optimisation du ciblage du gene et a la transformation de
I’espéce, est en cours pour un grand nombre d’espéces.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique, est accessible sur le plan végétal.

Le stade 3, correspondant au stade de I'essai au champ :

Il y a au moins un projet d’application « agronomique » envisagé avec recherche de zones
pour des essais au champ. Chez les animaux, dans le cadre de |'élevage, cette technique est
associée a la recherche de SNP liés a des QTLs. Ainsi les sélectionneurs ciblent les mutations
ponctuelles capables de modifier un trait d’intérét mais aucune commercialisation n’est
encore prévue. D’autres preuves de concept ont été réalisées (Mais, tabac, riz, blé...)

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing :
La compagnie CIBUS commercialise déja au Canada un Colza tolérant aux herbicides de type

sulfonylurée obtenu par un procédé appelé RTDS (Rapid Trait DevelopmentSystem).

Chez les autres organismes :

Le stade 1, correspondant a |'optimisation du ciblage du gene et a la transformation de
I’espéce, est en cours pour un grand nombre d’espéces.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes évaluables sur le plan phénotypique,
est accessible pour les levures.

Le stade 3, correspondant au stade de I'essai clinique :
Chez la levure il existe de nombreuses utilisations en laboratoire mais il y a peu

d’information quant a une utilisation industrielle.

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : pas de demande
connue.

Recherche fondamentale :

Réalisation (organismes testés)
Cette technique de mutagénése a été mise au point chez les animaux, puis transférée aussi

bien aux levures (deleto perfetto) qu’aux plantes (Beetham et al., 1999) (mais, tabac, colza,
riz et blé) (Kochevenko and Willmitzer, 2003; Okuzaki and Toriyama, 2004; Zhu et al., 1999)
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Fiche nouvelles techniques : mutagénése dirigée par oligonucléotides

Revue de référence

(Igoucheva et al., 2004)

Remarques
Détection de la modification introduite

Cette technique permettant |'obtention de mutations ponctuelles qui pourraient étre
obtenues par des techniques classiques ou par sélection, il n’est pas possible d’en détecter
I'utilisation. La tracabilité documentaire est |la seule disponible.

Transmission

La mutation, si elle est obtenue dans une lignée germinale, est transmissible. Toute
mutation, si le fardeau génétique est important, pourra étre facilement éliminée du génome
de I’h6te par le processus de sélection naturelle.

Spécificité de la modification (Effets dits «Off target»)

Les mutations non ciblées ne peuvent étre exclues mais peuvent étre estimées comme peu
probables compte tenu de la faible fréquence des mutations ciblées. Elles ne peuvent
probablement pas étre discernées de mutations ponctuelles aléatoires.

Bibliographie
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FICHE NOUVELLES TECHNIQUES

MODULATION DE L’EXPRESSION DES GENES PAR
RdDM

Présentation générale de la technique (Grand public)

Certains ARN cellulaires agissent par un mécanisme appelé l'interférence induite par les
ARN. Ce mécanisme physiologique initialement découvert chez un nématode modéle (petit
ver retrouvé dans le sol) et chez les plantes, a été identifié dans la majorité des régnes, y
compris les mammiféres.

L'interférence ARN est un phénomeéne par lequel une molécule d’ARN, généralement de
petite taille, établit une liaison avec une autre molécule d’acide nucléique ou un complexe
de protéines et d’acides nucléiques (ADN ou ARN) afin d’en modifier I'activité, le plus
souvent par inhibition. Ces mécanismes sont naturels et ont une fonction de régulation
cellulaire.

La RADM (RNA-dependent DNA Methylation) est le méchanisme cellulaire qui utilise de
petits ARN interférents (siRNA) pour modifier I'expression de génes par méthylation d’une
séquence spécifigue d’ADN, sans modifier sa séquence nucléotidique. C'est ce que I'on
appelle un changement dit épigénétique. La technique de la RdDM, qui utilise ce mécanisme
naturel, permet en particulier d’éteindre I'expression d’un géne spécifique. L'extinction du
géne obtenue par méthylation peut étre transmise a la descendance sur plusieurs
générations, elle finit le plus souvent par étre perdue.
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Fiche nouvelles techniques : RdDM

Principe et fonctionnement au niveau cellulaire et moléculaire

L’extinction de gene par méthylation de ’ADN (RdDM) peut étre obtenue dans une cellule
ou dans un organisme par l'introduction d’un geéne, qui, une fois transcrit, donnera un ARN
double-brin (dsRNA) qui par maturation donnera I’ARN interférent. Si ces ARN interférents
reconnaissent un promoteur, ils peuvent spécifiquement induire sa méthylation et induire
I’extinction du gene contr6lé par ce promoteur (inhibition de la transcription du géne). Le
profil de méthylation peut se maintenir, méme apres élimination de I’ARN interférent.
L'effet d’extinction peut diminuer au fur et a mesure des générations, mais |'expression du
geéne peut aussi ne jamais étre restaurée completement.

Modalités de mise en ceuvre
Le transfert des ARN interférents est un point clé de leur utilisation :

- Les ARN interférents obtenus par synthese chimique sont administrés sous forme de
complexes avec des molécules permettant leur entrée cellulaire. La durée de I'effet
de ces ARN dépend de la cible et de la stabilité des ARN transférés. Le plus souvent,
I’effet est transitoire et nécessitera d’éventuelles ré-administrations.

- Les ARN interférents exprimés en cellule peuvent, selon le mode choisi, avoir une
expression prolongée, par intégration du vecteur dans les cellules ciblées, ou
transitoire, mais plus durable que celle obtenue par transfert d’ARN. Les vecteurs
utilisés sont trés nombreux : plasmides ou vecteurs viraux.

- Selon le mode de vectorisation, les utilisations pourront avoir lieu in vitro (cellules en
culture) ou in vivo (animaux ou plantes entiers ou organes spécifiques).

- Chez les plantes, I'extinction de géne par méthylation de I’ADN est généralement
réalisée par transgenese, avec une construction codant des petits ARN en épingle a
cheveux (shRNA). Par I'obtention d’un ségrégant négatif (Voir fiche), il est possible
d’obtenir une plante ne comportant plus le transgéne tout en conservant la
modification de méthylation de la plante OGM meére. La stabilité de cette
modification est variable.

Utilisations possibles

Les objectifs recherchés sont divers et concernent tous les organismes, des unicellulaires aux
eucaryotes supérieurs (plantes et animaux), a titre d’exemple et sans limite :

- Lutte anti-virale (HIV*%), anti-bactérienne, anti-parasitaire...

- Inactivation de genes :

* Bobbin, M.L., Burnett, J.B., Rossi, J.J. (2015). RNA interference approaches for treatment of HIV-1 infection.Genome Med. 7(1): 50.
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Fiche nouvelles techniques : RdDM

O Pour la lutte contre le cancer,

0 Pour les maladies chroniques de type inflammatoire ou autres,
0 Pour 'obtention de modeéles de maladies,

0 Pourla compréhension de phénomenes physiologiques,

0 Pourinduire des modifications métaboliques.

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes
I n'y a pas de modification de séquence. La limite de cette technique pour certaines
applications pourrait étre que les changements épigénétiques désirés disparaissent, sans

gue la durée d’action ne soit prédictible. Cette extinction peut aussi étre considérée comme
un avantage si I'effet recherché est transitoire.

Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Chez les végétaux :

Le stade 1, correspondant a I'optimisation du géne et a la transformation de I'espece :
nombreuses études en cours.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique : nombreuses études en cours.

Le stade 3, correspondant au stade de I'essai au champ : pas d’étude connu.

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : pas de demande
connue.

Chez les animaux :

Les mécanismes moléculaires de la RADM ne sont pas établis chez I'animal. Cependant, des
modifications épigénétiques chez I'animal sont tout de méme possibles grace a I'utilisation
d’une CRISPR ou d’une TALEN fusionnée a une déméthylase (voir p39, figure 2).

Dans ce cadre, le stade 1, correspondant a I'optimisation du géne et a la transformation de
I'espéce, est en cours.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique : pas d’étude connue.
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Fiche nouvelles techniques : RdDM

Le stade 3, correspondant au stade de I'essai clinique : pas d’essai connu.

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : pas de demande
connue.

Revues de référence

(Matzke et al., 2014)

Remarques

Détection de la modification

Si ’ARN interférent est exprimé via l'insertion d’un transgene, celui-ci peut étre détecté.

Il existe des méthodes de biologie moléculaire pour distinguer ’ADN méthylé d’'un ADN non
méthylé. Cependant, il n’est pas possible de distinguer une méthylation apparue
naturellement d’une méthylation induite par RADM.

Contraintes

Les points techniques et clés a maitriser :

- la spécificité du ciblage mérite une validation expérimentale et peut étre affinée par
un contrdle d’expression.

- la durée de l'effet.

Bibliographie

Bobbin, M.L., Burnett, J.B., Rossi, J.J. (2015). RNA interference approaches for treatment of
HIV-1 infection Genome Med. 7(1): 50.

Matzke, M.A., Mosher, R.A. (2014).RNA-directed DNA methylation: an epigenetic pathway of
increasing complexity. Nat Rev Genet.15(6):394-408.
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FICHE NOUVELLES TECHNIQUES
AGROINFILTRATION

(AGROINFILTRATION STRICTO SENSU ET AGROINOCULATION)

Présentation générale de la technique (Grand public)

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie classiquement utilisée en biotechnologies
comme vecteur de transfert de matériel génétique dans le génome d’une plante. La bactérie
est génétiquement modifiée (recombinante) afin de porter le gene d’intérét, puis est mise
en contact avec des cellules de plante dans lesquelles elle transfére le géne (transgéne). Il
est ensuite possible d’obtenir une plante génétiquement modifiée a partir de ces cellules
(voir fiche Transgenese classique).

Cette bactérie peut aussi étre utilisée avec un autre objectif : I'agroinfiltration. Dans ce cas,
les bactéries recombinantes sont mises en contact, selon divers procédés, avec les cellules
de tissus d’une plante (généralement les feuilles). En infectant ces tissus et en se multipliant,
les bactéries expriment transitoirement le ou les genes d’intéréts. En pratique, cette
technique est utilisée dans un objectif de production de protéines ou de molécules d’intérét.
Celles-ci sont le plus souvent purifiées apres récolte et broyage des tissus de la plante. Cette
technique permet aussi I'étude de la fonction de génes inconnus.

Cette fiche traite de :

- I'agroinfiltration stricto sensu, effectuée dans des tissus somatiques (composés de
cellules incapables de reproduction, typiquement des feuilles) avec un matériel
génétique sans capacité de multiplication, dans le but d’obtenir une expression
transitoire.

- L’agroinfection ou agroinoculation, effectuée dans des tissus somatiques avec un
matériel réplicatif (gene d’intérét contenu dans un génome viral entier), dans le but
d’obtenir une expression transitoire dans la plante entiere.
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Fiche nouvelles techniques : agroinfiltration

La technique appelée « floral dip », par laquelle des fleurs ou des inflorescences sont
agroinfiltrées, dans le but d’obtenir la transformation stable de quelques embryons, qui
seront sélectionnées aprés germination, n’est pas abordée ici, son statut de production
d’OGM étant clairement établi.

Principe et fonctionnement au niveau cellulaire et moléculaire

L'agroinfiltration stricto sensu est une technique impliquant |'utilisation comme vecteur de la
bactérie Agrobacterium tumefaciens introduit de maniére mécanique, in vivo ou ex vivo,
dans un tissu végétal, et aboutissant a l'expression transitoire d'un ou plusieurs genes
d'intérét dans les cellules végétales agroinfiltrées.

Techniquement, l'agroinfiltration consiste en l'introduction intratissulaire, a I'aide d'une
seringue, d'une suspension d'agrobactéries comportant un plasmide « désarmé® » sur
lequel se trouvent les génes d’intérét a transmettre, dans les feuilles d'une plante (figure 1).
La plante la plus utilisée est le tabac (Nicotiana benthamiana). Une alternative est
I'utilisation d'une pompe a vide pour infiltrer la suspension bactérienne dans les tissus
végétaux (figure 2). La combinaison de ces deux méthodes peut également étre utilisée.

Figure 1 : Agroinfiltration de feuilles de Nicotiana benthamiana avec Agrobacterium tumefaciens, a I'aide d’une
seringue. Les agrobacteries portant les genes d’intéréts sont en suspension dans un tampon d’infitration. Une
blessure est faite sur la face inférieure des feuilles (A). Les agrobactéries sont ensuite infiltrées dans I'espace
interstitiel de la feuille a I'aide de la seringue, a I’endroit de la blessure (B et C) (Leuzinger et al., 2013).

* Le Plasmide Ti est naturellement présent dans la bactérie et comporte des génes de virulence responsables de la pathogénicité de la
bactérie. Ici, la forme désarmée correspond a un plasmide dépourvu des genes de synthése de phytohormones.
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Figure 2 : Infiltration sous vide de feuilles de tabac avec Agrobacterium tumefaciens. Les agrobactéries portant
les genes d’intéréts sont en suspension dans un tampon d’infiltration déposé dans une cuve. Cette derniere est
ensuite placée dans un dessiccateur, lui-méme connecté a une pompe a vide (A). Un plant de tabac (de 6
semaines) est placé dans dessiccateur (B), de facon a ce que le systeme foliaire soit immergé dans la
suspension bactérienne (C). L’agroinfiltration est obtenue en appliquant le vide dans le dessiccateur (Leuzinger
et al, 2013).

Une fois infiltrées, les agrobactéries se trouvent dans I'espace intercellulaire, elles n’entrent
pas dans les cellules végétales. Une ou plusieurs copies de I’ADN-T (ADN de tranfert) sont
transférées dans les cellules végétales de la zone injectée. Ces ADN-T sont utilisés comme
matrice de transcription par la machinerie cellulaire, les ARN produits sont traduits en
protéines. L'ADN-T n’est pas nécessairement répliqué, ni intégré dans le génome de la
cellule.

L'intégration de I'ADN-T dans le génome des cellules végétales est rare, mais peut
néanmoins se produire dans quelques cellules de la zone agroinfiltrée (Jia et al., 2007).
Cependant, le but de I'agroinfiltration stricto sensu n’est absolument pas de régénérer une
plante entiére a partir de ces cellules génétiguement modifiées qui seront détruites en fin
d’opération.

Généralement, I'expression est limitée a la zone injectée ; en effet, les agrobactéries restent
localisées dans la zone infiltrée, ol elles peuvent se multiplier si les conditions sont
favorables. Des mouvements de bactéries vers des zones non infiltrées et notamment vers
des organes de reproduction (avec contamination potentielle de graines) sont concevables
mais restent tres peu probables. L'intégration de I’ADN-T dans le génome de cellules
germinales est donc théoriquement possible mais trés improbable. Cependant, les données
pour évaluer rigoureusement la fréquence de ces événements sont manquantes. L’utilisation
de cette technique sur des plantes entierement broyées, récoltées avant floraison, permet
d’éviter le risque de transmission.

Dans le cas de l'agroinfection ou agroinoculation, en conditions in vivo, ’ADN-T peut

contenir un matériel réplicatif (génome viral entier) dans le but d’obtenir une expression en
dehors de la zone agroinfiltrée, voire dans toute la plante.
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Fiche nouvelles techniques : agroinfiltration

Modalités de mise en ceuvre

Ce point est indissociable de la technique et est donc décrit plus haut.

Utilisations possibles

Cette technique est utilisée :
- ades fins de production de protéines ou de molécules d’intérét (Fischer et al., 2012 ;
Rybicki, 2014) ;
- enrecherche fondamentale :

0 pour étudier les interactions plante-pathogeéne, en clonant notamment des
génomes entiers de virus ou des réplicons dans ’ADN-T ;

0 pour sélectionner des plantes résistantes ou tolérantes a un pathogene, avec
une potentielle application dans des programmes de sélection variétale
(agroinfiltration avec des génes spécifiques de pathogeénes, ou l'effet sur le
phénotype de la plante et la résistance/tolérance sont évalués) ;

0 pour analyser la fonction de genes encore inconnus (notamment par
extinction de géne induite par virus / Virus-Induced Gene Silencing (VIGS), ou
par interférence) ;

0 Pour tester la fonctionnalité d'une construction génique.

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes
L'agroinfiltration est une approche rapide pour I'expression transitoire de genes dans les
plantes. Les avantages de I'agroinfiltration, par rapport a la transgenése classique, sont la

facilité de mise en ceuvre de I'expérimentation, la rapidité de I'expression des genes étudiés
et le haut niveau d’expression atteint.

Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Chez les végétaux :

Le stade 1, correspondant a 'optimisation du gene et a la transformation de I'espece :
nombreuses études en cours.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique : nombreuses études en cours.

Le stade 3, correspondant au stade d’essai au champ : pas d’essai connu.
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Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : il existe des
projets de production de vaccins via des plants de tabac agroinfiltrés, en conditions de
culture confinée (Fischer et al., 2012 ; Rybicki, 2014).

Réalisation (organismes testés)
L'infiltration a la seringue est largement utilisée chez le tabac (Nicotiana benthamiana).
Cette méthode offre la possibilité de pouvoir faire plusieurs infiltrations avec des genes

différents sur une méme feuille, ce qui n’est pas le cas pour l'infiltration sous vide.

L'infiltration sous vide nécessite un matériel spécialisé, c’est une technique est plus robuste
et mieux adaptée pour la production commerciale de protéines pharmaceutiques. Il offre
également l'avantage de permettre I'agroinfiltration d’espéces végétales qui ne se prétent
pas a l'infiltration a la seringue comme la laitue et Arabidopsis.

Revue de référence
(Chen et al. 2014).

Recherche appliquée / industrie / médicale

Intérét des entreprises
L'agroinfiltration est utilisée pour la production de protéines recombinantes a haute valeur

ajoutée. La technique permet un haut niveau d’expression du gene d’intérét dans un temps
tres court (1 mois environ) en comparaison avec la transformation stable.

Remarques
Le plus souvent, les plantes agroinfiltrées ne sont menées ni a fleurs ni a graines et sont

cultivées en milieu confiné. La gestion de ces plantes et des déchets issus de I'extraction des
protéines d’intérét suit les regles classiques des cultures de plantes en milieu confiné.

Bibliographie
Bhaskar, P.B., Venkateshwaran, M., Wu, L., Ané, J.M., Jiang, J. (2009). Agrobacterium-

mediated transient gene expression and silencing : A rapid tool for functional gene assay
potato. PLoS ONE. 4(6) : 1.

63

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - Tél. : 01 44 49 84 64 - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



Fiche nouvelles techniques : agroinfiltration

Chen, Q,, Lai, H., Hurtado, J., Stahnke, J., Leuzinger, K., Dent, M. (2014). Agroinfiltration as an
effective and scalable strategy of gene delivery for production of pharmaceutical proteins.
Adv Tech Biol Med. ; 1(1).

Du, J., Rietman, H., Vleeshouwers, V.G.A.A. (2014). Agroinfiltration and PVX agroinfection in
potato and Nicotiana benthamiana. ). Vis. Exp. (83).

Fischer, R., Schillberg, S., Hellwig, S., Twyman, R.M., Drossard, J. (2012). GMP issues for
recombinant plant-derived pharmaceutical proteins. Biotechnol Adv. 30(2): 434-439.

Gomez, E., Lucero, M.S., Chimeno Zoth, S., Carballeda, J.M., Gravisaco, M.J., Berinstein, A.
(2013). Transient expression of VP2 in Nicotiana benthamiana and its use as a plant-based
vaccine against infectious bursal disease virus. Vaccine. 31(23):2623-7.

Jia, H,, Liao, M., Verbelen, J.P., Vissenberg, K. (2007). Direct creation of marker-free tobacco
plants from agroinfiltrated leaf discs. Plant cell report. 26 (11) : 1961-1965

Leckie, B.M. and Stewart C Jr., N. (2011). Agroinfiltration as a technique for rapid assays for
evaluating candidate insect resistance transgenes in plants. Plant Cell Rep. 30(3): 325-334.

Leuzinger, K. Dent M, Hurtado J, Stahnke J, Lai H, Zhou X, Chen Q. (2013). Efficient
agroinfiltration of plants for high-level transient expression of recombinant proteins. J. Vis.
Exp (77).

Panwar, V., McCallum, B., Bakkeren, G. (2015). A functionnal genomics method for assaying
gene function in phytopathogenic fundi through host-induced gene silencing mediated by
agroinfiltration. Methods Mol Biol. 1287:179-89.

Rybicki, E.P. (2014). Plant based vaccins against viruses. Virology Journal.(11) :205.

Von Lanken, C. and Hunt, A.G. (2015). Transient expression using agroinfiltration to study
polyadenylation in plants. Methods Mol Biol. 1255 :127-133.

64

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - Tél. : 01 44 49 84 64 - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



Fiche nouvelles techniques : la greffe végétale

aut
onseil
des
iotechnologies

FICHE NOUVELLES TECHNIQUES
LA GREFFE VEGETALE

Présentation générale de la technique (Grand public)

La greffe est utilisée couramment en arboriculture et horticulture. C'est une technique
permettant de combiner les caractéristiques intéressantes de 2 especes distinctes ou de 2
variétés d’une méme espéce. Il s’agit souvent d’améliorer des caractéristiques
agronomiques (résistance a des maladies, tolérance a des stress biotiques ou abiotiques,
amélioration de la vigueur de la plante, de sa productivité, de son adaptation a des
conditions pédoclimatiques, accélération de la mise a fruit...).

La plante obtenue consiste en un porte-greffe implanté dans le sol et d’'un greffon (partie
aérienne produisant tiges, feuilles, fleurs et fruits/graines). Au niveau de la greffe, des tissus
vasculaires permettent les échanges entre greffon et porte-greffe.

3 cas peuvent étre considérés :

- le cas d’un greffon non-génétiquement modifié (GM) greffé sur un porte-greffe GM (par
exemple, l'utilisation d’un porte-greffe génétiquement modifié résistant a la maladie du
court-noué).

- le cas d’un greffon GM greffé sur un porte-greffe non GM (moins courant mais possible) :
les fruits et les graines issues du greffon sont transgéniques.

- le cas d’un greffon GM greffé sur un porte-greffe GM.
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Principe et fonctionnement au niveau cellulaire et moléculaire

Dans le cas d’un greffon GM greffé sur un porte-greffe non GM, les tiges, feuilles, fleurs,
graines et fruits seront transgéniques.

Lorsqu’un greffon non GM est greffé sur un porte-greffe GM, les cellules végétales
composant les tiges, feuilles, fleurs, graines et fruits du greffon ne portent pas les
modifications génétiques. Méme si le porte greffe et le greffon conservent leur propre
identité génétique, certaines molécules comme des peptides, protéines, facteurs de
transcriptions (MRNAs, miRNAs, siRNA, issus notamment de l'expression du ou des
transgenes du porte-greffe) peuvent étre mobiles dans le systéme vasculaire de la plante de
part et d’autre du point de greffe.

Par exemple, I'extinction de géne dans le porte-greffe peut étre obtenu par la technique de
I’ARN interférence. Dans ce cas, les siRNA utilisés peuvent circuler vers le greffon non GM et
y affecter I'expression des genes, sans modifier la nature non GM des cellules le constituant.
La partie génétiquement modifiée (greffon ou porte-greffe suivant le cas) peut également
I’étre par le biais d’autres techniques comme l'intragenese, la cisgenése, les SDN (Site-
directed Nucleases), la mutagénese dirigée par oligonucléotide (voir fiches).

Modalités de mise en ceuvre

La transformation génétique du porte-greffe ou du greffon peut étre obtenue par les
techniques traditionnelles de transgeneése, via le vecteur bactérien Agrobacterium
tumefaciens, ou par des approches de biolistique.

Utilisations possibles

La greffe est utilisée particulierement en arboriculture (pomme, poire, péche, abricot,
poivrier...), mais aussi en horticulture (tomate, pastéque, concombre, melon...) et en
viticulture (vigne).

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes

L’intérét principal de cette technique est d’utiliser des porte-greffes GM résistants a certains
champignons du sol comme Fusarium pour la tomate et la pastéeque, ou encore Phytophtora
pour le poivrier, et ainsi protéger ces cultures des ravages causés par ces pathogenes du sol,
sans modifier génétiquement les parties consommées de la plante. Un porte-greffe unique
permet la greffe puis la culture de variétés différentes.
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Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Le stade 1, correspondant a 'optimisation du gene et a la transformation de I'espéce :
nombreuses études en cours.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique : nombreuses études en cours.

Le stade 3, correspondant au stade de I’essai au champ : Vigne : Des essais en champ ont été
mis en place en France, ltalie, Australie.

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing: la pomme
« Artic » a recu son AMM aux USA et au Canada en 2015 (greffons génétiquement modifiés
pour les variétés Granny-Smith et Golden, pour ne pas brunir apres épluchage, ceci par
I'introduction d’un ou de plusieurs copies d’'un gene de pommier (géne codant I’'enzyme
Polyphénol Oxydase), et l'introduction d’un transgene de résistance a la kanamycine ne
s’exprimant pas dans le fruit).

Recherche fondamentale :

Beaucoup de recherches sont menées sur des arbres fruitiers, et se concentrent
essentiellement sur les échanges de molécules (protéines, ARN, etc...) entre le porte-greffe
et le greffon.

Réalisations (organismes testés)

Vigne, melon, pastéque, concombre, tomates, poivrier, courge, aubergine.

Revue de référence

(Haroldsen et al., 2012).

Remarques
Détection de la modification

L'aliment obtenu par la partie du greffon non GM ne contient pas de transgene. Cependant,
il peut contenir des ARN ou des protéines issus de |'expression du ou des transgenes du
porte-greffe.

Par les techniques de biologie moléculaire, la nature transgénique du porte-greffe est
détectable, mais il n’est pas possible de détecter si les productions issues du greffon non GM
se sont développées sur un porte-greffe GM ou non.
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Transmission

Bien que le transport de macromolécules soit possible du porte-greffe GM au greffon non
GM, il n'y a pas d’insertion de genes dans le greffon. Le risque de dissémination du
transgene est donc impossible : le pollen des fleurs du greffon n’est pas génétiquement
modifié, il en est de méme pour les graines.

Lorsque I'objectif est de modifier la production du greffon par I'expression d’un ARNi par le
porte-greffe, le changement obtenu n’est pas héritable par les graines issues du greffon.

La reproduction végétative du porte-greffe GM ne peut étre exclue mais est controlable.
Spécificité de la modification (effets dits « off target »)

Comme décrit précédemment, les mRNAs, les miRNAs, les siRNA sont mobiles dans le
systéeme vasculaire de la plante et aussi de part et d’autre du point de greffe (du porte greffe
GM au greffon non GM). Une extinction involontaire de géne dans le greffon non GM
pourrait donc survenir.
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FICHE NOUVELLES TECHNIQUES
CISGENESE / INTRAGENESE

Présentation générale de la technique (Grand public)

La cisgenése correspond a un transfert de gene intact (sans modification) au sein d’une
méme espéce, ou entre espéces sexuellement compatibles (qui pourraient échanger des
génes par fécondation). Le géne transféré est non modifié fonctionnellement, méme s'il
peut contenir des variations de séquences (mutations ponctuelles) dans sa séquence
codante, son promoteur, ses introns et son terminateur de transcription.

L'intragenéese correspond au transfert de séquences au sein d’'une méme espéce ou entre
especes sexuellement compatibles. Cependant les séquences transférées peuvent étre
réarrangées ou comporter différents éléments génétiques de la méme plante. Elles peuvent
correspondre a des séquences de genes complétes ou partielles, ou a des éléments isolés de
différents genes d’especes sexuellement compatibles. Par exemple, un gene régulé par un
promoteur et/ou un terminateur d’un autre géne de la méme espéce ou d’une espéece
sexuellement compatible. L'orientation de la séquence codante du géne peut étre la méme
qgue celle de I'organisme donneur ou étre inversée (permettant de cette facon I'expression
ou l'extinction d’un gene).

Les objectifs recherchés sont, par exemple :

- lintroduction d’alléles d’'un géne (d’une autre variété ou d’une espéce voisine par
exemple) conférant une résistance a une maladie alors que l'alléle de la plante
cultivée ne la présente pas.

- la surexpression ou sous-expression d’un gene par changement de son promoteur.

- I'expression d’un géne anti-sens pour inhiber I'expression d’un gene.
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Principe et fonctionnement au niveau cellulaire et moléculaire.

Une plante cisgénique peut comporter plusieurs cisgénes, mais ne comporte en aucun cas de
séquences génétiques étrangeres a la plante ou a une plante sexuellement compatible.
Aucun géne marqgueur n’est présent dans une plante cisgénique. Cependant dans le cas d’un
transfert de gene via Agrobacterium tumefaciens, les bordures de I’ADN-T peuvent étre
intégrées dans la plante, sans que le statut de cisgene ne soit a reconsidérer.

Lorsque produites par des techniques non ciblées, la cisgenése et l'intragenése peuvent
mener a une interruption d’ORF (Open Reading frame / cadre de lecture ouvert) existantes
ou a la création de nouvelles ORF, du fait de I'insertion aléatoire du gene dans le génome de
la plante.

Pour générer une plante cisgénique ou intragénique, les mémes méthodes que celles
décrites pour la transgenese peuvent étre utilisées pour transférer le géene.

Genes of the sexually Cisgene (b)
compatible pool (a)

Expression construct

Promoter Coding sequence Terminator

(Gene 1) (Gene 1) (Gene 1)
T-DNA T T T-DNA
border Exon Intron border

Intragenes (c)

Expression construct

Promoter Coding sequence Terminator
(Gene 2) (Gene 1) (Gene 3)
P-DNA P-DNA
border border
Silencing construct
Promoter Coding sequence Terminator
(Gene 2) (Gene 1) (Gene 3)

|

P-DNA P-DNA

harder Spacer (Gene 4) border

Figure 1 : lllustration des constructions génétiques utilisables pour la cisgenése et I'intragenése™.

Le cisgene est une copie identique a un géne provenant d’'un pool de genes d’especes sexuellement
compatibles (a), incluant promoteur, introns, terminateur (b). Lorsque Agrobacterium tumefaciens est utilisée
pour la transformation génétique, le cisgéne est inséré dans le génome de la plante avec les bordures de I’ADN-
T. Uintragenése (c) permet une recombinaison in vitro d’éléments isolés de différents genes d’un pool de génes
d’espéces sexuellement compatibles (a). Les introns ne sont pas forcément requis : ’ADNc ou simplement des
fragments de génes peuvent étre utilisés. Des constructions permettant I’expression d’un gene ou I’extinction
d’un géne peuvent étre développées. D’apres Rommens (2004)37, I'intragene doit étre inséré entre des
bordures ayant le méme role que les frontieres de 'ADN-T mais isolées d’ADN d’espéces sexuellement
compatibles (P-DNA), quand la transformation via Agrobacterium tumefaciens est utilisée.

** Holme 1.B., Wendt T., Holm P.B. (2013) Intragenesis and cisgenesis as alternatives to transgenic crop development. Plant Biotechnol. J.
11(4), 395-407.

¥ Rommens, C.M. (2004). All-native DNA transformation: a new approach to plant genetic engineering. Trends in Plant Science, 9(9), 457-
464.
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Modalités de mise en ceuvre

Le vecteur le plus couramment utilisé pour la cisgenése ou l'intragenése végétale est le
vecteur bactérien Agrobacterium tumefaciens désarmé (voir fiche Transgenése). D’autres
méthodes sont utilisées pour transférer I’ADN dans la cellule végétale, par exemple la
biolistique (introduction d’ADN adsorbé sur des microbilles d’or), ou lintroduction
mécanique d'ADN dans des protoplastes (cellule végétale sans paroi pectocellulosique)
nécessitant I'action d'un agent chimique (par exemple le PolyEthylene Glycol (PEG),
polymere qui déstabilise de fagcon réversible les membranes plasmiques, permettant ainsi le
transfert de I'ADN au travers de la membrane) ou d'un champ électrique (électroporation).

Utilisations possibles

Des genes de résistance a des maladies comme le mildiou ont été repérés dans des variétés
sauvages de pomme de terre, de fraises ou de raisin et ont pu étre introduits dans des
variétés cultivées sensibles a cette maladie.

D’autres applications sont développées, comme la modification des teneurs en amylopectine
(peupliers, pommes de terre) ou en phytase (orge). La surexpression d’'un gene ou son
inactivation par cisgenese peut également améliorer la tolérance a la sécheresse ou des
caractéristiques qualitatives (qualité boulangére du blé).

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes

La cisgenese permet d’accélérer de facon significative la création d’'une nouvelle variété par
rapport a 'amélioration végétale conventionnelle, en particulier pour des plantes comme la
pomme de terre ou le pommier. En effet, une nouvelle variété peut étre développée en 5
ans environ en utilisant la cisgenése alors que cela peut prendre jusqu’a 25 ans ou plus par
les méthodes conventionnelles d’amélioration génétique, ceci du fait de certains génes non
désirés qui sont introgressés avec le gene que I'on souhaite sélectionner et qui doivent étre
éliminés par rétrocroisements successifs avec la variété parentale élite.

Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Le stade 1, correspondant a I'optimisation du géne et a la transformation de I'espece :
nombreuses études en cours.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique : nombreuses études en cours.
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Le stade 3, correspondant au stade d’essai au champ : des essais au champ ont été
récemment menés en Europe : essai au champ d’orge cisgénique® au Danemark (activité
augmentée de la phytase), essai au champ aux Pays-Bas de pommiers cisgéniques39
(résistance au champignon Venturia inaequalis responsable de la tavelure).

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : pas de demande
connue.

Recherche fondamentale :

Réalisation (exemples d’organismes testés)

- Pommes cis et intragénique pour la résistance a la tavelure.

- Pomme cisgénique pour éviter le brunissement aprés épluchage.

- Pomme de terre cisgénique pour la résistance au mildiou.

- Pomme de terre intragénique, pour un contenu diminué en acrylamide.

- Fraisier intragénique pour la résistance a la pourriture grise.

- Orge cisgénique pour une activité augmentée de la phytase (amélioration de la digestibilité
pour I'alimentation animale).

Revues de référence

(Espinoza et al., 2013)
(Holme et al., 2013)

Remarques
Détection de la modification

Un cisgéne ou un intragene peut étre spécifiguement détecté par PCR dans les régions
flanquantes du site d’insertion.

Transmission

Une cisgene ou un intragene, étant inséré dans le patrimoine génétique de la plante, est
transmis a la descendance.

38 Holme, I.B., Dionisio, G., Brinch-Pedersen, H., Wendt, T., Madsen, C.K., Vincze, E., Holm, P.B. (2012). A Cisgenic Approach for Improving
the Bioavailability of Phosphate in the Barley Grain. ISB news report.

* Krens, F.A., Schaart JG, van der Burgh, A.M., Tinnenbroek-Capel, I.E.M., Groenwold, R., Kodde, L.P., Broggini, G.A.L., Gessler, C. and
Schouten, H.J. (2015). Cisgenic apple trees; development, characterization, and performance. Front. Plant Sci. 6:286.
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Effets non souhaités (dits « off target »)

De méme que pour les techniques utilisées pour la transformation génétique, I'insertion
aléatoire du cisgene ou de l'intragéne peut conduire a des altérations dans le génome de la
plante, comme par exemple la création de nouvelles ORF, ou des interruptions de genes (si
le cisgene ou lintragéne est introduit dans la séquence d’'un géne de la plante). Ces
altérations de I'expression du gene inséré par rapport a I'expression endogene dans la plante
donneuse peuvent également modifier le contenu métabolique de la plante, et venir
modifier I'allergénicité et/ou la toxicité de la plante.
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FICHE NOUVELLES TECHNIQUES
SEGREGANTS NEGATIFS

Présentation générale de la technique (Grand public).

Lors de la production des gametes, le patrimoine génétique des organismes a reproduction
sexuée est « brassé », les chromosomes parentaux échangent du matériel, ce qui permet de
produire des gametes différents. De ce fait, lors du croisement mettant en ceuvre un OGM il
est possible d’obtenir dans la génération suivante des « individus » ne possédant pas le
transgene. Ces individus sont dits « ségrégant négatifs ». Cette caractéristique peut étre
mise a profit pour éliminer le transgene d’une plante une fois que sa présence n’est plus
requise pour le caractére recherché. Ceci permet donc d’obtenir des plantes non
génétiquement modifiées, mais ayant le caractére recherché, a partir de plantes
génétiquement modifiées. La technique repose sur la possibilité d’éliminer toute
modification introduite par simple croisement suivi de sélections.

Principe et fonctionnement au niveau cellulaire et moléculaire.

La méiose, lors de la formation des gametes, permet un brassage des genes de l'individu.
Dans le cas d’un individu hétérozygote pour un transgéne, sa descendance sera non
porteuse de transgéne, dans % des cas pour un croisement avec deux parents OGM porteurs
du méme événement de transformation et % pour le cas ou un seul des parents est OGM.
Cependant ces individus non transgéniques auront pu bénéficier de la présence transitoire
du trait conféré par le transgene.

La ségrégation négative est mise en ceuvre dans le cadre de différentes techniques par

exemple la SPT (seed production technique), le reverse breeding ou le flowering time
reduction.
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SPT (seed production technigue) :

Cette technique vise a maintenir et multiplier par autofécondation une lignée de plante male
stérile afin d’obtenir en seconde génération des plantes hybrides sans avoir recours a la
castration physique de la plante. Elle s’appuie sur le maintien a I'état hétérozygote d’un gene
restaurant la fertilité d’'une lignée male stérile, lié¢ a un geéne conférant une perte de viabilité
du pollen et un marqueur de transformation.

Par exemple, la technologie développée par la société Pioneer permet de multiplier par
auto-fécondation des lignées de plantes males stériles mutées dans le géne Ms45
(ms45/ms45). La fertilité du pollen est restaurée par I'expression de I'alléle sauvage du gene
Ms45 dans un transgene contenant par ailleurs le géne codant une amylase spécifique des
anthéres (zm-aal) et un marqueur fluorescent (DsRed2). L'expression du gene Zm-aal rend
le pollen incapable de germer alors que le géne de fluorescence exprimé dans les graines
permet d’identifier les graines porteuses du transgene. Cette lignée hétérozygote pour le
transgene est appelée « GM maintainer ». La lignée peut ainsi étre amplifiée par
autofécondation en sélectionnant les graines colorées en rouges par |'expression du
transgene DSRed2. Dans la descendance de cette lignée, les graines jaunes seront de
génotype ms45/ms45 non transgéniques et males stériles.

Afin de générer des plantes males stériles en quantité suffisante pour la production
d’hybrides, les lignées males stériles ms45/ms45 sont semées a proximité de GM maintainer.
Alors que le pollen transgénique des plantes GM maintainer ne pourra germer du fait de
I’expression du transgene zm-aal, seuls les grains de pollen non transgéniques polliniseront
les plantes ms45/ms45 et permettront d’amplifier la lignée. Ce croisement spécifique pourra
étre vérifié par I'absence de coloration des grains de mais (Cigan et al., 2014)(Unger et al.,
2002).

Reverse breeding :

Cette technique a pour objectif d’obtenir, a partir d’'une plante hybride d’intérét, deux
plantes qui une fois croisées donneront la plante hybride souhaitée. Elle s’appuie sur une
inhibition de la recombinaison méiotique par I'inactivation d’un géne (Par exemple : DSMC1,
géne impliqué, chez les plantes, dans les crossing-over lors de la méiose). Cette inactivation
peut étre réalisée par une approche ARN interférent ou d’autres techniques. L’absence de
recombinaison conduit a la génération de gametes males et femelles dont les chromosomes
parentaux restent « identiques ». A partir de chacun de ces gametes, il est alors possible, in
vitro, chez les plantes permissives, de générer des plantes haploides doubles homozygotes
(DHs). Par sélection de ces plantes, il est par la suite possible d’identifier 2 parents potentiels
qui permettront de produire des plantes hybrides identiques, non transgéniques (Wijnker et
al., 2014)(Wijnker et al., 2012).
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Figure 1 : Stratégie du reverse breeding, génotypes du descendant sauvage (WT) et du descendant double
haploide. (Wijnker et al., 2012) (a) Le reverse breeding commence avec une plante hétérozygote dans laquelle
la recombinaison méiotique peut étre supprimée.

(b) Génotype de 29 plantes sauvages doubles haploides sélectionnées au hasard. 3 individus sont représentés
de maniére verticale, les autres sont représentés par des lignes horizontales. Chaque ligne représente les
chromosomes 1 a 5 pour une plante individuelle. Des chromosomes non recombinants sont présentés.

(c) 21 génotypes sans crossing-over obtenus de 36 plantes double-haploides suite au reverse breeding. La
premiére ligne présente un génotype identique a celui d’'un des parents d’origine. Les autres lignes présentent
des génotypes avec substitution d’un ou plusieurs chromosmes. Les quatre dernieres lignes sont des
descendants haploides qui ont tout de méme réalisés des crossing-overs.

(d) Trois paires de double-haploides obtenus par reverse breeding ont été croisées pour obtenir I'hybride
original.

Flowering time reduction :

Cette technique a pour objectif de réduire le temps entre 2 générations de plantes afin de
rendre la sélection classique par croisements plus courte.

Modalités de mise en ceuvre

Toutes les techniques de transfert génétique peuvent étre utilisées pour obtenir des

ségrégants négatifs. Les virus non intégratifs et sans transmission verticale sont parfaitement
adaptés.
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Utilisations possibles
L'utilisation des ségrégants négatifs peut permettre :

- la réduction du temps entre 2 générations en jouant sur le temps de floraison des
arbres fruitiers(Yamagishi et al., 2014) ou d’ornement

- la facilitation des croisements en utilisant des genes de stérilité male (Pioneer seed
production technology SPT)

- le reverse breeding

- toute utilisation nécessitant de faire bénéficier les plantes parentales d’un trait non
transmis a la descendance.

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes
Cette approche met en ceuvre des techniques existantes et permet d’obtenir des plantes

non transgéniques ayant bénéficié de traits conférés par leurs parents génétiquement
modifiés ou d’une sélection plus simple.

Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Le stade 1, correspondant a |'optimisation du ciblage du gene et a la transformation de
I'espéce, est en cours pour jouer sur le temps de floraison du pommier (Yamagishi et al.,
2014) et sur le reverse breeding sur Arabidopsis thaliana (preuve de concept) (Wijnker et al.,
2012).

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes évaluables sur le plan
phénotypique : pas de données connues.

Le stade 3, correspondant au stade de I’essai au champ : pas d’essais connus.
Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : le systeme SPT

de Pioneer permettant de maintenir une lignée male stérile pour la génération de plantes
hybrides non GM. (https://www.pioneer.com).
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Recherche fondamentale :

Réalisation (organismes testés)

Cette « technique » peut étre appliquée a tous les organismes a reproduction sexuée
(animaux, végétaux ou micro-organismes)

Le SPT développé par Pioneer a été appliqué au mais mais serait utilisable chez beaucoup
d’autres plantes.

La réduction de temps de génération a été mise en évidence chez le pommier mais pourrait
étre appliquée a d’autres arbres fruitiers ou ornementaux.

Le reverse breeding reste réservé a des plantes modeéles pour le moment car |'étape
généreration des plantes haploides doublées homozygotes (DHs) est limitante.

Revues de référence
Reverse breeding : (Dirks et al., 2009)(De Storme and Geelen, 2013)

SPT : site de Pioneer (https://www.pioneer.com)

Flowering time reduction : pas de revue, un article unique (Yamagishi et al., 2014)

Recherche appliquée / industrie / médicale

Remarques
Détection de la modification introduite.

L'utilisation des ségrégants négatifs est non détectable puisqu’il n’y a aucune trace. La seule
tracabilité papier peut rendre compte de l'utilisation de cette technique.

Transmission
La technique est basée sur la non transmission du caractere.
Spécificité de la modification (Effets dits «Off target»)

Ceci est dépendant de la technique utilisée mais une vérification de I'absence de transgene
est nécessaire et devrait permettre d’éliminer toutes les plantes encore transformées.
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FICHE NOUVELLES TECHNIQUES
TRANSGENESE VEGETALE

Présentation générale de la technique (Grand public)

La transgenese chez les végétaux résulte du transfert, de I'insertion stable et héritable de
géne(s) dans le génome de cellules végétales. Elle a pour objectif, par exemple, I'expression
de caractéres nouveaux dans une plante, ou la suppression de I'expression de certains
caracteres de la plante. En général, la plante transgénique est obtenue par transfert du géne
(ou des genes) dans des cellules végétales, suivie de la régénération d’une plante entiére et
de la sélection des plantes transformées. Le critere de sélection est la conservation des
caractéristiques initiales de la plante associée a I'expression du caractere attendu.

3 éléments sont nécessaires pour générer une plante transgénique :

- un ou plusieurs génes a transférer ;
- un vecteur permettant d’introduire I’ADN a transférer dans la cellule végétale ;
- une cellule végétale capable d'étre régénérée en plante entiére.

Principe et fonctionnement au niveau cellulaire et moléculaire.

- Lidentification d’un ou plusieurs genes d’intérét a introduire dans le génome d’une plante
pour lui conférer les propriétés voulues, est une étape préalable a la transgenése. Par
exemple il peut s’agir d’un gene permettant la résistance a certains insectes ou a certaines
maladies, la tolérance a un ou des herbicides, I'ajout d’un caractére d’intérét nutritionnel ou
d'un caractére d'adaptation a des conditions climatiques particulieres, ou encore
I’expression de protéines a usage thérapeutique... Les génes introduits peuvent donc étre
d’origine végétale, animale, virale, bactérienne, fongique, ou synthétique.
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- La premiere étape, apres identification de I'organisme donneur, consiste a intégrer le gene
d’intérét dans une construction génétique associant parfois un gene marqueur. Ce marqueur
permet de sélectionner aisément les cellules qui ont intégré le gene d'intérét.

- La deuxiéeme étape consiste a transférer la construction génétique dans une cellule
végétale. Il existe différentes méthodes :

- les méthodes dites directes comme la biolistique, qui consiste a bombarder les cellules
de la plante par des particules de tungsténe ou d’or, de diametre micrométrique, elles-
mémes enrobées d'ADN ; ou par introduction d'ADN dans des protoplastes (cellule
végétale sans paroi pectocellulosique) par action d'un agent chimique ou d'un champ
électrique (électroporation). Il faut ensuite parvenir a régénérer une plante entiere a
partir de cette cellule végétale transformée.

- les méthodes dites indirectes, utilisent des agents bactériens, le vecteur le plus souvent
utilisé est la forme désarmée d’Agrobacterium tumefaciens :

Cette bactérie pathogene a I’état sauvage cause, chez les plantes infectées, la formation
de tumeurs principalement au niveau du collet (zone de transition entre le systeme
racinaire et la tige feuillée). Cette maladie appelée galle du collet ou « crown-gall »
résulte du transfert d'une partie d’'un ADN plasmidique de la bactérie (ADN-T) dans le
génome de la plante. C'est I'expression des génes de virulence (vir) dans les
agrobactéries qui permet le transfert de I’ADN-T dans les cellules végétales.

Agrobacterium tumefaciens réalise donc, naturellement, la transgenése d'une partie de
ses genes dans |'organisme végétal. Une fois ce mécanisme connu, il a été utilisé en
biotechnologies dans le but de transformer génétiquement des végétaux. Pour cela, il
faut modifier le plasmide Ti (en construisant un plasmide "désarmé") afin qu'il n'y ait pas
de formation de galle du collet (délétion des génes responsables du pouvoir pathogene
de la bactérie), mais qu'il y ait quand méme transfert et intégration de genes d’intérét
dans le génome des plantes. Il suffit pour cela de garder intactes les deux frontiéres
gauche et droite de I'ADN-T, ainsi que les fonctions de virulence. Le(s) geéne(s) a
transférer sera (ont) alors inséré(s) entre ces deux frontiéres et la bactérie portant cette
construction pourra transférer le(s) transgene(s) dans les cellules végétales et contribuer
a leur insertion dans les chromosomes des cellules végétales.

- Enfin, la troisieme étape est la régénération : une fois ’ADN recombinant introduit dans la
cellule végétale, quel que soit le vecteur utilisé, il faut régénérer la cellule modifiée en plante
entiére (notamment a l'aide d’hormones végétales seules ou en combinaison que |'on
incorpore au milieu de culture in vitro) et s’assurer que le ou les genes transférés ont été
intégrés de fagon stable dans le patrimoine génétique. La transformation d’Arabidopsis
thaliana réalisée in planta par trempage floral permet cependant de s’affranchir des
techniques de culture in vitro.
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Modalités de mise en ceuvre

Le vecteur le plus couramment utilisé pour la transgenése végétale est le vecteur bactérien
Agrobacterium tumefaciens désarmé.

D’autres méthodes sont utilisées pour transférer 'ADN dans la cellule végétale, par
exemple :

- la méthode directe de biolistique, nécessitant des billes de tungstene ou d’or sur lesquelles
I’ADN a été adsorbé au préalable,

- Iintroduction d'ADN dans des protoplastes (cellule végétale sans paroi pectocellulosique)
nécessitant 'action d'un agent chimique (par exemple le PolyEthylene Glycol (PEG),
polymeére qui déstabilise de facon réversible les membranes plasmiques, permettant ainsi le
transfert de I'ADN au travers de la membrane) ou d'un champ électrique (électroporation).

Utilisations possibles

La transgenese végétale trouve des applications dans différents domaines comme, la
recherche, I'agriculture, la santé, I’environnement, ou encore dans l'industrie. Elle permet de
générer, par exemple, des plantes :

- résistantes a certains insectes ou a certaines maladies,

- résistantes au brunissement enzymatique,

- tolérantes a des herbicides,

- tolérantes a un stress abiotique (comme la sécheresse, ou la réduction des apports
hydriques),

- exprimant une protéine a usage thérapeutique,

- présentant un changement de composition nutritionnelle (par exemple, modifier la teneur
en huile ou la composition en acides gras de certaines plantes),

- utiles a la remédiation des sols,

- permettant la production de plastiques biodégradables...

Avantages et contraintes par rapport aux techniques existantes

Par rapport aux méthodes d’amélioration végétale classique, la transgenese permet
I'introduction dans une plante réceptrice d'un géne provenant de tout organisme donneur, il
peut méme s’agir d'un gene "artificiel" (synthétique).

Un des avantages, par rapport aux méthodes plus traditionnelles faisant appel aux

rétrocroisements entre especes et que dans le cas de la transgenése, seul le transgene est
transféré dans l'espéece réceptrice.
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Des méthodes de plus en plus précises et fiables, applicables pratiquement a toutes les
especes cultivées (plantes ornementales, arbres, céréales, légumes, plantes tropicales,
plantes médicinales...) ont été développées pour modifier les plantes. Cependant, les
méthodes décrites dans cette fiche ne permettent pas de cibler le site génomique
d’intégration du transgéne.

Etat de I’art (non exhaustif)

Phase d’avancement :

Le stade 1, correspondant a l'optimisation du géne et a la transformation de I'espece:
nombreuses études en cours.

Le stade 2, correspondant a la génération d’organismes qui sont évaluables sur le plan
phénotypique : nombreuses études en cours.

Le stade 3, correspondant au stade d’essai au champ : pas d’essai en France depuis 2013
(plusieurs centaines d’essais réalisés entre 1998 et 2013). En 2015, des essais sont en cours
dans différents pays européens.

Le stade 4, correspondant au stade de la soumission AMM, pré-marketing : plantes GM
ayant obtenu une AMM pour la culture et/ou l'importation, la transformation et
I'alimentation humaine et animale dans I’'Union européenne.
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