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La transgenese végétale

I. Introduction sur la transgenese végétale

Les espéeces évoluent continuellement et 'lhommesaanprofit cette variabilité pour
adapter les végétaux cultiveés a ses besoins. dl ®ejours nécessaire d’améliorer les
plantes pour répondre a I'évolution des contraifiesiques (maladies, prédateurs...) ou
abiotiques (salinité, sécheresse...) et assurer eledements minimum. De nouveaux

objectifs de qualité et de durabilité s’y ajoutent.
1. La sélection variétale classique

Les méthodes classiques de sélection restent éesssen particulier pour les
caractéres quantitatifs et multigéniques. Ainsi, eiveaux genes ont été acquis chez
certaines espéces au cours des croisements irtificpEs comme pour le cas de la
tomate. On note que 10% de son génome (3000 genegkent de croisements avec
d’autres especes.

Nous citons aussi I'exemple de la grande famille ci@oux qui s'est encore étoffée ces
derniéres années. Les nouveaux venus sont des-fleauxa la pomme orange ou violette
(riches en anthocyanes). Des couleurs qui n'onéfgasbtenues par un tour de passe-passe
génétique, mais grace a la patience des sélectimné&ffectivement, en 1970, un
maraicher de Holland Marsh (Ontario), a remar@ué&avers ses rangs de choux-fleurs
blancs, un plant qui n’était pas comme les auttasmutation du géne « Or » a donné
naissance a des variétés de chou-fleur oranges Bohbeta-caroténe (provitamine A).
Cette mutation par l'insertion d’un rétro-transposélément mobile des génomes, a créé
véritablement un nouveau gene car s'il est tragsééd’autres especes par transgénese, il
provogue également cette synthése dans les tishes en plastes, comme le tubercule de

la pomme de terre.

Les sélectionneurs de la société Deanhfeldt (adjouir Syngenta) comprennent que le
chou-fleur, sous l'effet du soleil, accumule detharyanes, un pigment naturel. D'année
en année, ils conservent alors les graines deseglamez qui cette couleur s'exprime le
plus. A chague nouveau semis, tous les ans, ifen@mt le caractere violet. Il en fallait,
de la patience ! llIs finissent par obtenir un clieur a la pomme bien violette. Une

nouvelle variété était née.
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La transgenese végétale

Un autre phénomeéne a été observé chegrigias de raisin de la variété Cabernet qui
doivent leur couleur a des pigments rouges « l#wagnes ». Dans les grains de la variété
Chardonnay, l'insertion d'un rétro-transposon dengromoteur du gene d’'une enzyme
nécessaire a la synthese des anthocyanes a ergamn@activation. L'élément mobile a
détruit le promoteur du gene réduisant ce derniesilence et les grains Chardonnay sont

devenus blancs.

Au cours des 60 dernieres années, les rendemestpraeipales cultures ont été
multipliés par cing. L’'amélioration génétique a trdyué pour plus de 50%. Compte tenu
du contexte actuel, 'augmentation des besoinsreduit agricoles est a plus de 70%. De
ce fait, 'amélioration géenétique devra faire ples mieux. Le développement de la
génomique facilite et augmente la puissance deapgsoches et ouvre de nouvelles
perspectives de sélection génomique. Ainsi, lesebimologies ont permis d’élargir la
base génétique utilisable et en fait progressecdesaissances, d’envisager une véritable

ingénierie géenétique.

Les biotechnologies ne modifient pas les contraind&ssiques qui s’imposent a
I'amélioration des plantes et a I'agriculture (nien de la biodiversité, apparitions de
résistances aux herbicides, maladies, prédateurd’effets non attendus). Mais elles
offrent des outils supplémentaires pour y réponae cela soit pour I'amélioration
conventionnelle ou reposant sur les biotechnolpgies disponibilité/diffusion des
ressources génétiques reste un facteur clef ¢t gimae.

2. Comment les biotechnologies modernes ont déjapmeuvent encore y contribuer ?

Entre les méthodes classiques de sélection variégal 'amélioration par les
biotechnologies modernes qui dérive de progresntéage la biologie moléculaire, deux
différences fondamentales apparaissent. La séhectassique est un processus de longue
haleine, il faut compter cing a 15 ans, selon Kseees, pour créer une nouvelle variété
ayant que les caractéres désirables et la mettrdesmarché. De plus, les échanges
génétiques qu’autorise la meéiose dans ces congiportent sur des chromosomes entiers
ou de larges fragments chromosomiques, ce qui doralu transfert simultané de
caracteres défavorables car la transmission dessaoaractéres indésirables se fait de

maniere aléatoire et en mélange.

Dr. Benabdoun Faiza Meriem Page 2




La transgenese végétale

La création d’'un nouvel étre vivamia les méthodes traditionnelles d’amélioration des
plantes ne semble pouvoir provenir que du croisémémdividus d’'une méme espece ou
d’especes apparentées. Sa sélection est assursa pabilité intrinséque, la viabilité de
sa reproduction et son adaptation au monde emaranifi ne semble pas envisageable de
faire franchir aux génes la barriere des espéees (mr I'intermédiaire des bactéries et des
virus). En revanche, les biotechnologies modemegmment la transgénese, transgresse
les barrieres sexuelles liées a la notion d’espelastes les manipulations transgéniques
sont envisageables, il 'y a aucune limite a l'imagon des chercheurs, ainsi, certaines
espéeces peuvent échanger spontanément I'informgéogtique avec I'espéce végétale a

améliorer.

Les choses ont changé depuis la découverte dedhsalité de la molécule d’ADN et
de son fonctionnement a permis aux scientifiquesndsager qu’'un géne de n’'importe
quelle espéce puisse étre ajouté et fonctionnez nhmporte quelle autre espéce et créer
un « OGM » comme pour le cas du gebale Solanum bulbocastanutransféré vers une
autre varieté de pomme de terre cultivée pouetarne tolérante Rhytophtora infestans

(champignon responsable du mildiou).

3. Qu’est ce qu'un OGM ?

Un OGM (Organisme Geénétiquement Modjfiou GMO Genetically Modified
Organisn) est un organisme vivant dont on a modifié de riagon naturelle, c'est-a-dire,
par le biais du génie génétique, ses caractéretiggenétiques initiales, par addition,
suppression, remplacement ou surexpression d'un plusieurs gene(s) dit(s)
« étranger(s) », ou d'un quelconque morceau de rrebgenétique, nommé ADN. Ces
derniers sont dotés de propriétés particulieres darmrganisme afin que celui-la exprime
ces propriétés. Il s’agit la de la définition gexié, académique, elle vaut pour tous les

OGM, quels gu’ils soient, et quel que soit leurtsecd’utilisation ou d’application.

hY

Aujourd’hui, quand on évoque les OGM, l'on penset@it a l'application des
techniques de transformation génétique au régneétakg Les plantes ainsi
« transformées » sont également appelées « plaatesgéniques ». Ce terme a fait couler
beaucoup d’ancre ces derniers temps, et 'on coatde débattre sur les bouleversements
qui pourrait entrainer lintroduction de ces végéta Pour mieux appréhender les
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La transgenese végétale

interrogations que suscite la transgéneése, il @miavant tout d’en connaitre les principes
scientifiques. Que sont donc ces végétaux tranggésiet quelles techniques met-on en

ceuvre pour les obtenir ?
4. Qu'est ce que la transgénése végétale ?

La transgénese est un outii du génie génétique, cqpmpléte les méthodes
traditionnelles d’amélioration des plantes quand aernieres se heurtent a des
impossibilités. 1l s’agit en fait du transfert pmansformation génétique d’'une version
« construite » d’'un géne. De nos jours, de nombrgémomes ont été intégralement
séquenceés dont le génome humain. Il est donc désompossible d’isoler une séquence

d’ADN codant une protéine d’intérét.

Pour le sélectionneur, il s’agit d’'un moyen deecrén caractére qui n’existe pas dans
I'espece considérée ni dans ses apparentées, cpamexemple, la résistance aux larves
d’un coléoptere. Ce gene peut étre construit arghune séquence présente dans la méme

espece ou dans une espéce tres différente (migestisme, animal).

Du point de vue méthodologique, la transgéneggpal@nte a la mutagenése. En effet,
on peut, théoriguement du moins, imaginer, par sugession de mutations repérées au
niveau de la séquence d’ADN, reconstruirevivo une séguence et donc un géne et une
fonction qui n’existerait pas dans une espece.tgilemeéthode ne conduit pas a une PGM

(plante génétiquement modifiée) car 'ADN n’a jamguitté les cellules de I'espéce.
5. Historique de la transgénese

Depuis le début du 28° siécle, les approches génétiques consistaiennérgédes
mutants (par traitements chimiques, rayons X, ef),a étudier les conséquences
visibles (le phénotype) des mutations. Durant laseas 1970, les biologistes ont mis au
point des méthodes permettant de recombiner I'ABKXadon dirigée, il s’agit de découper
des fragments d'’ADN d'intérét puis les insérer dangénome d'un organisme hote. Ces
méthodes ont tout d'abord été utilisées pour éhucigs fondements moléculaires
des phénomenes biologiques. On parle de génien@gnierie) génétique pour parler de

l'utilisation des méthodes d’ADN recombinant poes dpplications biotechnologiques.
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La transgenese végétale

La plupart des physiologistes du monde végétatetaiceptiques. Il fut I'un des rares a
y croire. Jeff Schell est parvenu, a force de p&Emsdce, a créer le premier outil
permettant de transférer un gene étranger danplantg grace aux découvertes majeures
sur des tumeurs provoquees par deux bactéries |ddgmbacterium tumefacienst A.
rhizogenesDeés 1974, ce chercheur en génétique a l'unieedsitGand en Belgique puis
directeur de I'Institut Max Planck (1978), et safieégue Marc Van Montagu, découvrent
les genes bactériens responsables de cette mafadielent qu'ils sont portés sur une
unité mobile nommée plasmide pTi. Leur hypothése adsrs que ce plasmide peut
s'intégrer de fagon stable dans le génome de tdepkt provoquer ainsi une prolifération

cellulaire.

En effet, il est apparu que ces bactéries ontpaaté naturelle de transférer une partie
de leur information génétique a la plante héteddlesEn exploitant cette propriété, on a
réussi, grace a des marqueurs sélectionnablegnafdrmer des plantes. Depuis lors,
d’autres techniques directes de transfert d’ADN été& mises au point, méme si la
technique la plus employée demeure ['utilisatioA.dtumefaciens Actuellement, on
compte de nombreuses plantes transgéniques apgartan des groupes tres divers
(gymnospermes, dicotyledones, monocotylédonespaetipelles, figurent des plantes de

grande culture.

La transgenése est une technique utilisée endab@ depuis les années 70. Les
premiers travaux significatifs remontent, quantux,ea 1983. Commercialement, son
utilisation est beaucoup plus récente : le premiganisme transgénique commercialisé fut
la tomate Flavr/Savr, qui a été cultivée aux Etdtss dés 1994. Trois ans plus tard, ce sont
les cotons, mais et sojas GM qui prédominaient dangays. Letableau 01 nous
renseigne des dates importantes des OGM.

6. Quelques chiffres

En 2012, 170.3 millions dhectares d'OGHMtaient cultivés dans 28 pays.
Si I'Allemagne, la Pologne et la Suéde ont arréatedlture de plantes génétiquement
modifiées, les surfaces consacrées aux biotechieslogont en hausse en Europe.
Cependant, malgré les arréts de cultures OGM am#dfne, Pologne et Suéde, les OGM

poursuivent leur progression.
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La transgenese végétale

Tableau 01 :Les OGM en quelques dates (InffOGM, 2000 ; Deleztrgl., 2003 ; Clive,
2011).

1973 - La mise au point des techniques de géniétiggre.
1982 - Premiere application commerciale de cetthrtologie : la fabrication d’insuling
pour le traitement du diabete.
1983 - Premiére plante transgénique : une planteliee qui résiste aux antibiotiques.
1987 - Premiers essais en champ en France (tabac).
1989 - Premiére souris transgéniques (prix Nobehédecine a leurs auteurs en 200[7).
- La publication des directives européennes ssabie et la dissémination
volontaire des OGM dans I'environnement.
1990 - La commercialisation du premier produit alimerganodifié par la
biotechnologie, la chymosine, est approuvée au @aenaux Etats-Unis en tant
que substitut & la présure, utilisée pour caiédait.
- Premiere autorisation de commercialisation dorpagd’Union européenne a un
plant transgénique : un plant de tabac résistabt@moxynil (herbicide).
- Mise en vente au Canada de la premiere pommeraeissue du génie génétigue
10941995 résistante au doryphore de la pomme de terre. Gethene de terre n'est plus
commercialisée présentement.
- Approbations américaine et canadienne de la ®mabsgénique Flavr/Savr, a
marissement retardé. Cette tomate n'est plus coomisée présentement.
1996-1997 - Premiéres plantes transgéniques coratieées aux Etats-Unis pour tolérer (in
herbicide et résister aux insectes : le soja RopiRkady et le coton Bollgard.
1998 - Premieres autorisations de cultures degda@GM en Europe.
1999 - moratoire sur les plantes OGM instauré deefaEurope par le veto de sept pays
de I'Union (Autriche, Belgique, Danemark, Francesd@, Italie, Luxembourg).
2001 - Nouvelle directive européenne sur les OGM.
2003 - Entrée en vigueur du Protocole de Cartaganadrant les mouvements deg
OGM entre les frontieres des pays membres de ité.tra
2004 - Entrée en vigueur de nouveaux reglementisiguetage et la tracabilité et
levée du moratoire en Europe.
2005 - Autorisation et culture en Europe du maisNa@0.
2008 - Arrét de la culture de cette plante en Featdoi en préparation.
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En 2012, les surfaces cultivées ont augmenté darfigue le rapport publié en février
par le service international pour l'acquisition pglcations biotechnologiques. La
croissance des plantations génétiqguement modi§éeles forte dans les pays émergents
(11%) que dans les pays industrialisés (3%). LedSouet Cuba ont planté pour la

premiére fois des OGM en 2012, portant a 19 le merdb pays émergents cultivateurs.

Apres 20 ans de croissance continue, les surfdaaegeps en OGM ont reculé pour la
premiere fois en 2015 avec 178,2 millions d'hestaantre 180 millions en 2014 et 175
millions en 2013. En 2016, les surfaces OGM samiveau reparties a la hausse avec une
augmentation de 3 % des surfaces plantées a 18fidnrd'hectares dans 26 pays dont 19
pays en voie de développement et 7 pays indus#&ggliont cultivé des plantes GM. La
superficie mondiale des cultures PGM dans les réiffis pays producteurs est mentionnée

sur letableau 02

Les quatre principales cultures GM, soja, maisprcet colza, par ordre décroissant de
superficie, étaient les plantes les plus adoptaas bks 26 pays. La superficie cultivée avec
du soja GM étaient la plus importante avec 91.4iané d’hectares, ce qui représente 50%
de la superficie mondiale de 185.1 millions d’hessecultivée avec toutes les plantes GM.
Bien que la superficie du soja montre seulement dimgnution marginale de 1% par
rapport a 2015 (92.7 millions d’hectares), elle @store importante avec 91.4 millions
d’hectares. En se basant sur la superficie mondmleiduelle, 78% du soja, 64% du
coton, 26% du mais et 24% du colza étaient desgdadM en 2016. Les empilements de

caractéres occupaient 41% de la superficie mondialei par la tolérance aux herbicides.

Quant au nombre d’agriculteurs cultivant PGM, ést évalué a : 12 millions en 2007
dont 90% d’exploitants a faibles ressources cuitivdu coton Bt , correspondant a : 7,1
millions d’agriculteurs de différentes provinces@eine et 3,8 M en Inde (coton Bt), des
milliers d’agriculteurs d’Afrique du Sud (mais, apjcoton) et plus de 100 000 aux
Philippines (mais Bt). Récemment, en 2017, 189@@hectares de cultures GM ont été
plantés par 17 millions d'exploitants agricoles,lest surfaces OGM sont a nouveau

reparties a la hausse avec 189,8 millions d'hestdeans 26 pays.
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Tableau 02 : Superficie mondiale des plantes génétiquement fidedien 2016 par pays

(en millions d’hectares) (ISAA, 2016).

Rang Pays Superficie Plantes GM
(millions d'hectares)
1 | LSA* 729 Mais, s0ja, coton, colza, betterave sucriére, luzeme,
papaye, courge, pomme de terre
1 |Brasi* 481 Soja, mais, coton
i | Argenting® 238 S0ja, mals, coton
4 |Canada’ 116 Colza, soja, maks, coton, betterave sucriére, luzerne
5 |Inge* 108 Coton
b |Paraguay* 36 S0ja, mais, cotan
7 | Pakistan® 28 Coton
B | China* 28 Eatﬂl'l, papaye, peuplier
9 | Afrique du Sud* 27 Mais, soja, cotan
10 Jngap | 13 [ssamas
11 |Bolivie® 12 Soja
12 |Australie® 09 Cotan, colza
13 | Philippines* 0.8 Mais
14 | Myanmar 03 Coton
15 |Espagne* 0.1 Mais
16 |Soudan* 01 Coton
17 | Mexique* 0.1 Coton, 0ja
18 | Colompie* 01 Coton, mais
19 | Vietnam <01 Mais
20 |Honduras <01 Mais
21 | Chil <1 Mais, soja, colza
2 | Pormugl D |Mas
131 | Bangladesh* 1 Brinjal/Auberging
24 | CostaRica <01 Coton, 503, ananas
25 | Slovaquie <] Maiz
% |République Tchéque EX Mas
Total 1851
*18 mega-pays M cultivanit au moins 50 000 hectares de plantes GM
T Arrandi 2 13 centaing de milliers 13 plus proche.
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La transgenese végétale

7. Les différentes stratégies de la transgenese
7-1. Introduire un nouveau caractere

Le transfert de genes s’'accompagne généralementagparition d’'un nouveau
caractére. Une copie du géne d'intérét est intteddans la plante. Son expression, par
I'intermédiaire d’'un ARN messager, entraine la picitbn d’'une protéine, responsable du

nouveau caractefg&igure 01).

Les exemples dans ce domaine sont nombreux : uttioth d’un géne de résistance a
des insectes, a des pathogenes, gene de tolérades leerbicides, a la sécheresse ou la
salinité des sols, ou encore modification de la mosition des graines, production de

molécules d’intérét industriel ou pharmaceutiquédimaments).

7-2. Inactiver un caractere

Dans ce cas, le transfert de genes ou d’'un ARNitifichhibition d’'une fonction déja
existante. La stratégie anti-sens fut la premietibsée. Elle consiste a bloquer la
traduction d’'un géne cible. Une copie « inversé@esce gene est introduite, d’ou le nom
de la technique. Les ARNm produits par la copiginglle du géene et par celle introduite
sont complémentaires. lls s’hybrident donc et farmene molécule d’ARN double brin.
Cette molécule aberrante ne peut étre traduitbecést dégradée. Les protéines a l'origine
de la fonction ne sont donc pas produites et laatare ne s’exprime donc pl{Sigure
01). Cette technique a permis d’obtenir des espécgétaies a teneur en lignine réduite,
des melons a maturation retardée, ou des pomntesrdeiches en amylopectine.

II. Technique de construction des plantes transgéques : Cas du tabac

Les plantes peuvent-étre régénérées assez faniiémegartir d'une cellule somatique.
La cellule végétale est donc apparue comme |'doitdamentale dans le processus de la
création d'une lignée de végétaux transgéeniqueprdgaiété de totipotence lui confere,
vitro, dans des conditions contrélées, la capacité dénérer une plante entiére. En
revanche, la paroi pectocellulosique cellulairedegconstitue un obstacle au transfert de
gene, qui est contourné par l'utilisation des bagé@u genrégrobacteriumpossédant un

systeme naturel de transfert de genes aux cellégpitales.

Dr. Benabdoun Faiza Meriem Page 9




La transgenese végétale

Introduire Inactiver un caractere

un nouveau caractére o .
Exemple de la strategie antisens

Intraduction Intraduction
Gl antisens
Geine cfindérét Géne cibe du géne clble
. N S
Tranacription
Transeription
ARNm
—_— — PR
Hybridatlon
ol dégradation
Traduction
ARM
doible brin
Synihise Blocage de la synthése
d'une nowvelle pratéine de la protéine et done

de I'expression du géne

Figure 01 : La transgeneése : différentes stratégies (gnisguagie, s.d.).

La transformation génétique d’'une espéece végetajaiert plusieurs étapes, qui sont
actuellement maitrisées pour de nombreuses plaAfas.de bien les distinguer, nous
allons prendre l'exemple d'une plante de grandetuocel le tabac, et décrire sa

transformation au moyen de la bacté&grobacterium tumefaciens

1. Identifier et isoler un géne d’intérét

La premiere étape est l'identification d'un careetque I'on veut introduire dans la
plante, comme par exemple, des caractéres deéjualititionnelle, la résistance a certains
insectes, a certaines maladies, a des herbicitied,eegéne d'intérét peut provenir de tout
organisme vivant, plante, animal ou bactérie piedgucode génétique est universel. Il doit
ensuite étre isolé de I'organisme donneur. Dan® rextemple, le gene d’intérét que I'on
souhaite transférer, code une toxine insecticidgdBi confére une résistance aux insectes.
Ce géne a été isolé chBacillus thuringiensisbactérie dont certaines souches empéchent
la prolifération de larves de |épidoptéres.
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2. Réaliser une construction chimérique

La transgénése constitué du géne « d’intérét »uegahe « marqueur » sont intégrés
dans un vecteur de transformation (ADN plasmidiq@® géne marqueur confére dans la
plupart des cas une résistance a un antibiotiqperatet de sélectionner les cellules qui
ont intégré le géne dintérét. Quant au derniersil trés souvent remplacé au stade
expérimental par un géne «rapporteur » dont l'esgion est aisément mesurable et

observable en histologie.

Dans le cas du tabac, la construction chimérigue@aposée de génes artificiels (ou
composites) suivants : - Le gene d’intérét Bt geurl conférant une résistance aux
principaux insectes nuisibles (la pyrale) ; - Lenganarqueur composé d’'une séquence
codant un geéene bactériéequence codante de la néomycine phosphotrarsférasu
nptll) qui leur conféere la résistance a un antibiotigagadnamycine, généralement toxique
pour les cellules végétales ; - un promoteur eteuminateur. Les deux dernieres parties
sont nécessaires pour pouvoir faire fonctionnegdae associé dans un environnement
nouveau, la cellule végétale. La construction essuge multipliée (clonée) dans
Escherichia coliafin de disposer d'une quantité suffisante d'ADirpson introduction

dans les cellules végétales que I'on veut trangorm
3. Transférer la construction génétique dans le géme d’une cellule végétale

Le vecteur de transformation génétique peut idtegré dans la cellule végétale soit
par les méthodes de transfert direct dont: laidtigle, ou par la transformation
biologique qui requiert I'intervention des bactériellurigues du genrédgrobacterium
Dans notre exemple, nous ferons app@. aumefacienspossédant dans les conditions
naturelles, la capacité unique de transférer uniepde son matériel génétique, '’ADN-T
(T pour transfert), dans le génome de la celluigétale, capacité que les chercheurs ont

mise au service de la transgenése.

Le plasmide porteur d’'une région d’ADN-T incluaasltransgenes est introduit dans les
cellules bactériennes qui vont accomplir le tramsfees disques foliaires du tabac
(désinfectés et coupés au préalable) sont mis etactoavec les agrobactéries en culture
liquide (on parle de co-culture) pendant un certamps qui varie de quelques minutes a

quelques heures.
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Au niveau de la coupure, les cellules végétales Isl@ssées, ce qui stimule le systeme
naturel de transfert de gene8.dumefaciensLes explants sont ensuite transférés dans un

milieu nutritif (co-culture de 2 a 6 jour@yigure 02).

Agrobacrérium
rumefaciens
modifié

Disgues découpés
a 'empaorte piéce

] —— Oy

lemps .
Culture de cellules P Développement de cals
végétales en présence (amas de cellules
d'Agrobactérium indifférencidas)

tumefaciens modifia

Figure 02 : Co-culture du tabac et développement de calsgdiwécolo, s.d.).

4. Sélectionner les cellules végétales transfornséet régénération d’'une plante

entierement transformée

Apres avoir lavé les explants pour éliminer I'excies agrobactéries, les fragments de
feuilles du tabac sont ensuite incubés en présgad@mnamycine et de céfotaxime, sur un
milieu nutritif additionné de phytohormones. La atékime est un antibiotique ayant
comme rdle de stopper la croissance des agrolextéainsportées avec le disque foliaire.
Seules les cellules transformées, qui ont intégrgehenptll, résisteront a la kanamycine

et donc proliféreront sur ce milieu sélectif.

Apres sélection des cellules transformées, il feadénérer de nouvelles plantes
transgéniques en cultuire vitro. Les cellules transformées se développent d'adormhls,
larges amas de cellules indifférenciées (véigare 02). Ce phénomene est observé dans
un petit nombre de cellules de I'explant d'ou lacessité de multiplier les cellules

transformées. Aprés quelques semaines, on obsedéyeloppement de tige.
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Le milieu de culture doit posséder une balancenboale (rapport cytokinnes/auxines)
favorable a la différenciation de bourgeons dassciglules transformées. Les explants
sont alors placés dans un nouveau milieu de culperenettant le développement des
racines(Figure 03). Dans notre exemple du tabac, le milieu de culoamatient, en plus
d’éléments minéraux, une cytokinine, la benzyladénet une auxine, I'acide naphtaléne
acétigue. Quand les racines sont suffisamment dgpégs, les vitroplants sont repiquées
en pot et acclimatées en serre concue spécialggoanies PGM. La régénératiam vitro
des cellules transformées est une étape difficieaériser. Aussi, le génotype, le type de

tissus et les conditions de culture sont choisifoaantion de leur aptitude a la régénération.

Les transgénes sont intégrés de maniere stabteldagenome et sont donc héritable.
On peut donc multiplier le tabac transgénique paie \sexuée. Le temps écoulé entre
I'introduction du transgéne dans les disques famiet I'obtention de la premiere
descendance est généralement compris, dans le ¢aBat, entre 4 et 6 mois.

4
R

transsf;#ilsl.{iz ;ilrsvivent Les cals transgéniques Plantes
senig se différencient transgénigues
en plantules

Figure 03 : Régénératioim vitro du tabac transgénique (biotech-ecolo, s.d.).
5. Evaluer les plantes transformées

Statistiquement, 1/4 des plantes ne possedentlepggne de résistance ; c'est la
proportion attendue pour un géne quelconque (leisvendel). Ce géne introduit se

conduit comme n'importe quel autre gene : il featapartie du patrimoine génétique de la
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plante que l'on qualifiera de transgénique. Il falidbord s’assurer qu'une plante
sélectionnée par sa résistance a un agent deigg|doerbicide ou antibiotique, a bien
intégré le gene d’intérét dans son génome. Endi@te&nement de transformation doit étre
caractérisé. Ainsi des analyses moléculaires smmdwites pour confirmer l'insertion de la

construction génétique dans leur génome.
6. Incorporer le transgene dans une lignée commeasde €élite

La plante ayant intégré le gene d'intérét et &asiant le mieux a I'évaluation
agronomique est retenue, on parle de lignée mecaitefis, cette plante n'est
généralement pas encore la variété commercialeffen 'efficacité de transformation et
de régénération étant dépendante du génotypeatdepfui a été transformée est d’un
génotype facilitant ces étapes. C'est pourquopliastes retenues sont ensuite soumises a
une succession de rétrocroisements afin d'intredlér géne dans le matériel élite et
d'obtenir de nouvelles variétés commerciales exgminte caractere. Au cours de ces
générations d’hybridation, seul le géene d’intérét eonservé et le reste du patrimoine
génétique de la lignée mére est éliminé. Le réisditace processus est I'obtention d’'une
lignée quasiment identigue a la lignée élite, maigtenant le nouveau caractere
transgénique. La variété transgénique obtenuda@st @roposée a l'inscription. Toutes les

étapes de la transformation génétique du tabacdsanites sur léigure 04.

La Chine est I'un des pays qui ont commercialsséabac résistant aux insectes.
D’autres plantes transgéniques (coton, tomate &, par exemple) ont été produites selon
ce méme protocole et sont commercialisées, priteipent en Amérique du Nord, mais

aussi en Europe, en Amérique latine, en Asie étfeque du Sud.
[ll. Agrobacteriumet le transfert de genes chez les végétaux
1. Généralités sur les agrobactéries

Les bactéries du genAgrobacteriumsont naturellement présentes dans les sols et sont
plus particulierement retrouvées dans les solsospizériques. Elles appartiennent a la
famille desRhizobiacea@lans la classe des alpha-protéobactéries. Ce gemnmagrend une
douzaine d’espéces réparties en différents grouprenomiques. Plusieurs especes

d’agrobactéries sont des phytopathogénes de l#eplan
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dans le noyau
%

Prolifération des
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Figure 04 : Etapes de la transformation génétique du tatmégrobacterium tumefaciens

(Crété, 2006).
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En effet, en présence déléments génétiques pheticucertaines especes doft
tumefaciens peuvent provoquer des maladies néoplastiques.c@mait trois autres
especes d’'grobactéried\: rhizogenesque nous décrirons plus loix, radiobacterqui est
une espece non virulente, &t rubi, I'agent du «cane gall »,qui induit des tumeurs sur

certaines dicotylédones telles que la roreb(s.

Les agrobactéries sont des bacilles de coloratramGéegative dont la taille varie entre
0,6 a1 umsurla3pum. Ces bactéries sont pqiupeart des aérobies strictes. Elles sont
chimioorganotrophes, non sporulantes et sont tidsles grace a des flagelles péritriches.
Elles utilisent comme source de carbone une graadété de composés organiques. Leur
température optimale de croissance est située @atret 28 °C. Dans ces conditions et

dans un milieu de culture favorable, leur tempgé@weration avoisine 120 minutes.
2. Agrobacterium tumefaciens
2.1. Formation de la galle du colletdrown gall)

Agrobacterium tumefaciersst une bactérie isolée pour la premiere fois ¥V ldans
un fragment de galle par Smith et Townsend som®he deBacterium tumefacienEette
maladie affecte le développement et la productidéénombreuses plantes dont un certain
nombre sont d’intérét agronomique comme les ponsnies poiriers, les rosiers, etc ...
Elle touche une large gamme de plantes : enviréhe&péces réparties dans 93 familles.
L'étude approfondie du spectre d’hdte a mis enewie un effet phytopathogene sur un
grand nombre de dicotylédones et gymnospermese¥anche, peu de monocotylédones
développent des tumeuré&grobacteriumest capable de se fixer et dintroduire de
nouveaux matériels génétiques dans une celluletalégéd la suite de ce contact, ces
cellules végétales se multiplient de maniére ingrad, donnant naissance a une formation
tumorale située au niveau du collet, d'ou le nomcdite formation : la galle du collet

(crown gal) (Figure 05).

Ces tumeurs apparaissent au départ au niveau i della plante puis au niveau des
tiges et de la base des feuilles. Elles sont deeaoblanchatre et de consistance molle, et
sont plus ou moins sphériques avec une surfacguiieée. Leur taille peut atteindre

parfois 30 cm de diametre.
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Figure 05 : Tumeurs derown gallinduite parAgrobacterium tumefaciens
(Créte, 2006).

En vieillissant, les tumeurs prennent une teint@nbroiratre, elles durcissent et se
craquellent pouvant étre la cible de micro-orgaesrtels quePhytophthora, Fusarium
Cylindrocarpon.., qui participent au dépérissement de la plarfextée. Depuis 1974, on
sait que cette induction est due au transfert getit ADN plasmidique depuis la bactérie

jusque dans le génome des cellules de la plante.

Une premiere caractéristique des tissus résultant'idfection par Agrobacterium
tumefaciensest qu’ils sont capables de croitre indéfiniment,absence de tout régulateur
de croissance. La seconde caractéristiqgue estafgilude a synthétiser une novelle classe
de molécules de faible masse moléculaire, les spuérivés de sucres et d’acides amineés.
Enfin, une derniére caractéristique est la présesimultanée de cellules végétales

transformées et de cellules non transforn{Eagire 06).
2.2. Structure du génome dA. tumefaciens

La souche modelagrobacterium tumefacierS858 a été complétement séquencée. Elle
possede quatre réplicons : un chromosome circu@m®C58, 2,84Mb) comportant la
plupart des génes impliqués dans les processusghioes essentiels a la survie de la
bactérie (synthése d’acides nucléiques, traducti@tabolisme des acides aminés ...), un
chromosome linéaire (LcC58, 2,07Mb), un plasmidg@tique At (pAtC58, 0,54Mb) et un
plasmide Ti («Tumor inducing», pTiC58, 0,21Mb). Son génome contient 5419 genes
codant pour des protéines dont plus de 60% possadenfonction putative attribuée par
homologie de séquences.
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Figure 06 : Propriétés de la gall du collet (Franche et Duh@@®01).

2.3. Organisation du plasmide Ti « pTi ;Tumor inducing »

Agrobacterium tumefacierest capable d’injecter un ADN dans une celluleétglg ou
il s'insere dans le génome chromosomique. Cet AN, peut circuler ainsi d'un
organisme a un autre, est un fragment de plasmideplasmide Ti tumor inducing.
L'ADN qui est ainsi transféré est nommé ADN-Tafisferred DNA Il a été rapidement
proposé, une fois ce mécanisme connu, de le dé&odans un but de transgenése. Pour
cela, il suffit de remplacer 'ADN-T par un autreDA portant un géne d’intérét, par

exemple.
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Le plasmide pTi déterminant essentiel de la pathicgé des agrobactéries, n'est
présent gu’en un seul exemplaire dans les bactéuekks hébergent. De la meme facon
que I'on parle des agrobactéries de souche a o&api a nopaline, on parlera de plasmide
Ti a octopine, a nopaline, etc. Ce mégaplasmidecesstitué d’un nombre de régions
fonctionnelles qui sont : les deux bordures dreitegauche (BD et BR), la région de
I'origine de réplication (ori), les génes de tramsfconjugatif (tra et trb), les genes de
virulence (vir), les génes du catabolisme des @p{nec, acc, moc) et les génes du T-DNA
(Figure 07).

pTiCs8

pTi15955

Plasmide & octopine Plasmide i nopaline

tra & trb : fonctions de conjagaison ; noc, ace, moc : région de catabolisme des opines

Figure 07 : Organisation des plasmides pTiC58 a octopinenefpaline
d’ Agrobacterium tumefacier{§ranche, 2013).

a. ADN-T

L'ADN-T est délimité par deux séquences répétéesduve droite RB (pouright
border) et bordure gauche LB (poueft borde), constituées par des séquences de 25
nucléotides. Ces séquences servent de sites daneessance pour une endonucléase
spécifiqgue qui n'hydrolyse qu'un des deux brinsDiNA Puis un processus d'excision-
réparation aboutit a I'expulsion d'un fragment ABhple brin pris en charge par des
protéines SSBsfngle strand bindingtandis que le plasmide Ti est remis sous forme

circulaire double brin.
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C'est la région comprise entre les deux bordurésesfutransférée. Elle contient les
géenes qui conferent a la plante des propriétés ralewy c'est-a-dire qu'ils entrainent la
prolifération continue et incontrélée des cellwégétales (la tumorisation) par production
d'’hormones de croissance (auxine et cytokininey @nes entrainant la biosynthese de

composeés azotés particuliers appelés : opinesggattment présents sur I'ADN-T.

v' Les oncogénes

Par définition, un oncogéne est capable par lui-en@® causer une transformation
néoplasique et de donner I'apparence du phénotypertl a la cellule qui le renferme.
ChezA. tumefaciensle terme oncogene semble approprié pour les gémdsDNA tels
que iaaM et iaaH (du locus tms) codant pour leymes impliqués dans une nouvelle voie
de biosynthése de 'AlA (acide indole-3-acétigw)xine majeure endogéne des plante, ipt
(du locus tmr) code une isopentenyl transférasecqgtalyse la synthése de la cytokynine

isopentenyladenosine 5’MP a partir de I'isopentylgphosphate et 5’AMEFigure 08).

v’ Les opines

Les opines (nopaline ou octopine) sont des pratespecifiques des bactéries qui ne
sont pas habituellement présentes dans les tiagus Relachées dans le milieu, les opines
favorisent la multiplication des souches pathogestedétournent une partie de l'activité
photosynthétique de la plante au profit des batéiCes derniers servent de source de

carbone, d’azote et d'énergie pour les bactéFigsire 08).

b. Région de virulence

Sur le plasmide, en dehors de 'ADN-T, on trouve tggion de virulence d’environ 30-
40 kb, qui n'entraine pas directement la formadieha maladie, mais est indispensable au
transfert et a l'intégration de I'ADN-T. Cette @gicomprenant des gengs organisés en
opérons est située proche de la frontiere gauchidD&l-T. Elle est composée d’au moins
6 opérons essentiels au transfert de 'ADN-T (viBA,C, D, E, G), et de 11 opérons non
essentiels (virF, H). Ldigure 09 présente les principaux genes vir du plasmide Ti a
octopine et a nopaline.

Dr. Benabdoun Faiza Meriem Page 20




La transgenese végétale

Oelopine
1] B Bis BD
m-:r” faa’ pr urr r.-|.! i miiad rlmlF m:
— \ / \ 4
- _-- - - - --
ADN.TI ADN-TR
"'|f.ll|]-|'||||h:
Bl BD
ey 5 VT T T i LT ey
- —r — == =
N N _ [ §F B N

Figure 08 : Localisation des oncogenes et des génes de biesmt’opine dans la

région T d’'un plasmide a octopine et d'un plasnéddepaline (Franche, 2013).
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Figure 09 : Organisation de la région de virulence de plasrfideoctopine et a

nopaline (Franche, 2013).
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c. Région du catabolisme des opines

La région du catabolisme des opines est globaleaygelée opc. Les génes impliqués
dans le catabolisme des opines sont regroupés&orop noc pour celui de la nopaline,
occ pour celui de I'octopine et acc pour celui @grocinopine. Pour étre utilisées, les
opines doivent pénétrer dans les bactéries. Adesi,protéines spécifiques sont nécessaires

a leur transport.

d. Fonctions de réplication et de conjugaison

En dehors de la région T et de la région de viedetiautre moitié du plasmide Ti est
occupée par des génes impligués dans des fongliassidiques classiques de réplication
du plasmide (région ori), d'incompatibilité (régiamc) et de transfert conjugatif (région
Tra). Ces génes vont assurer le maintien du plasifiidans les cellules bactériennes et sa

propagation par conjugaison.

2.4. Processus d'infection

Le processus de transgénese mise en placé.pamefaciengrace a la présence du
plasmide Ti a permis la mise en évidence du ligneda tumorigenese et l'intégration de
son ADN-T dans le génome de la cellule végétalechdie. Plus schématiquement, le cycle

d’infection dA. tumefaciense décompose en trois étapes :

a. Reconnaissance et attachement des bactéries @elules végétales blessées

Dans les conditions naturelles, les celluleA.dumefaciensont attirées vers les sites
blessés, par chimiotactisme. Ceci est, en partie,réponse a la libération de sucres et
d’autres composés communs (acides aminés, démérmfiques) exsudés par les plantes
(Figure 10). Cependant, les agrobactéries qui hébergent Iempdie Ti répondent
fortement parce qu’elles reconnaissent les compasé&soliques tels que I'acétosyringone,
qui est trés attractif méme a tres faible concéiotral’attachement des agrobactéries aux
cellules de plantes fait intervenir différents édins génétiques déterminés par le
chromosome tels que les loci : chvA, chvB, chvEett
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Figure 10 : Chimiotachtisme entre la plante et les agrobaetéet libération des opines
(Weider et Furelaud, 2003).

b. Activation des genes de virulence

L'activation des genes de virulence (vir) est étape indispensable pour le processus
de transgenese. Les genes vir présents sur la& penti transférable du plasmide Ti ont
besoin d’étre induits par I'exsudat des cellulessbées pour étre exprimeés. Les composés
phénoliques synthétisés par la plante sont recopauta protéine VirA (récepteur présent
dans la membrane interne de la bactérie). Apredidin des composeés, la protéine VirA
s’auto-phosphoryle puis phosphoryle la protéinellg@gce cytoplasmique VirG qui se fixe
sur la boite vir qui active la transcription desmoteurs des genes \figure 11). Cette
derniere étape permet de stabiliser le contact Bvéie et permet d’engager le processus
de transfert du T-DNA.
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Figure 11 : Modéle d’activation des genes de virulenc&gitobacterium tumefasciens
(Franche, 2013).

c. Transfert de 'ADN-T

L'expression des genes vir conduit & la productdam brin d’ADN-T. Pour cela, les

endonucléases VirD1 et VirD2 vont agir spécifiquampour couper un fragment de

plasmide Ti et VirD1 sépare les deux brins d’ADN:&. protéine VirD2 quand a elle, clive

'ADN-T au niveau des séquences répétees de 2%otinbs, spécifiques des régions

flanquantes de ce fragment. VirD2 se fixe covalemindel’extrémité 5’ du brin d’ADN-T.

Le complexe VirD2/ADN-T se sépare du reste du pldsiret ainsi le brin T est formé et il

va pouvoir s'orienter afin d’étre transféré dansddlule hdte pendant que le plasmide Ti

est regénéreé a I'aide de la machinerie de répardid’ADN de la bactéri¢Figure 12).

Dr. Benabdoun Faiza Meriem

Page 24




La transgenese végétale

’Tllt Endonucléases nécessaires
(1]

i Vexcisbon de "ADN-T

T D2
= | ADN-T -

Cassure au niveau des borduores
droiies ef gauches

®- ®.
s s

Disenroalement du brin T
et remplacement par synthise
" ATEN

@

5

e = = =
kS

complexe ADN-T passe dans la cellule vigélale et
#'intégre dans le génome STl

Raaaa SWP ]

&2 VIR E2

Figure 12 : Modeéle de synthese de I’ADN-TAigrobacterium tumefaciens
(Créte, 2006).

d. Translocation du brin T dans la cellule végétaleet son intégration dans le

génome de I'hbte

Le complexe brin T/VirD2 ainsi que quatre autrest@ines effectrices bactériennes
(VirE2, VIrE3, VIirF et VirD5) sont transférés dalascellule végétale. Ce transfert requiert
une machinerie protéique particuliére qui formecanal entre la bactérie et la cellule hote,
il s’agit de l'intervention de 12 protéines : 1bf#ines VirB et de la protéine VirD4. A son
entrée dans cellule végétale, le brin T est reatulee protéines VIrE2 afin de le protéger
des nucléases végétales et de lui conférer latgteumécessaire pour son transport

jusqu’au noyau de la cellule hote.

Le tableau 3 et la figure 13 nous résument les étapes du processus d'infection
d’Agrobacterum tumefacierssec la plante hote et les différents génes néicessgui y

interviennent.
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Tableau 03 :Etapes de l'interactioAgrobacterium tumefaciefigante hote et intervention

des différentes protéines (Franche, 2013).

Etape
Reconnaissance cellule/
cellule
Transduction des signaux
Activation
transcriptionnelle
Formation du brin-T
Transport intercellulaire

Transport dans le noyan

Intégration

Caractéristique spécifique de l'interaction

Attachement d'Agrobacterium aux cellules végétales blessées
Reconnaissance des signaux de la plante et activation du systéme
de transfert de 'ADN-T

Phosphorylation de l'activatenr transeriptionnel et expression des
génes yir

Coupure sur les bordures de I'ADN-T et mobilisation d'un complexe
ADN-T simple brin/protéines

Formation d'un pore transmembranaire qui permet le passage du
complexe T dans le eytoplasme de la cellule végétale hite

Interaction avec les récepteurs SLN de la cellule hite et passage
du complexe T & travers le pore nucléaire

Intégration de I'ADN-T dans le génome végétal et synthése du
second brin de I'ADN-T

Protéines impliquées

ChvA, ChvB, PscA, Att

ChyE, VirA, VirG

VirDl, VirD2, VirCl
VirE2, VirEl, VirD2, VirD4,
protéines Virl

VirD2, VirE2

(VirD2, Virk2)

sugEnr

apine
utilization

2. Sensing plant signals
phenalics

Plant signals

Acid 4. T-DNA and
elMeciors

neclear import

auxim

apine
permease
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Figure 13 : Etapes de l'infection de la plante pegrobacterium tumefaciens

(Hwanget al.,2017).
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2. Agrobacterium rhizogenes
2.1. Formation des chevelus racinaireshgiry roots

En 1930, des études ont montré que la bact@gembacterium rhizogenegtait
responsable de la maladie du chevelu racinaire duwairy root » qui provoque la
différenciation de chevelus racinaires caractépuss, au niveau de sites d’infection. Les
tissus ainsi formés (chevelus racinaires) sont desseéquences de la transformation
génétique de cellules normales en cellules a gralibn active. Ces tissus peuvent étre
cultivésin vitro en I'absence de la bactérie et possedent deugtéastiquegFigure 14):
la premiére est qu’ils peuvent se développer ehséace de facteurs de croissance
exogenes car les cellules qui les constituent oguia le pouvoir de synthétiser leurs
propres phytorégulateurs (auxines et cytokininés)seconde caractéristiqgue est gu'ils
produisent et excretent des dérivés d'acides anmadgculiers appelés opines qui sont
spécifiqgues de la souche bactérienne inductriceleguutilise comme source de carbone.
Ces racines se différencient des racines normadeslgurs nombreuses ramifications
latérales et leur agéotropisnfieigure 15). Il en résulte une biomasse importante en un

temps relativement court.

Chez de nombreuses especes de plantes, il esblpodsnduire une régénération du
végétal a partir de ces racines, avec un phénatgpactérisé le plus souvent par des
feuilles gaufrées, des internceuds plus courts etdaminance apicale réduite. Toutes les
cellules d’'une racine deairy root dérivent d’une cellule d'un méristeme transforneée
constituent un clone, contrairement a celles derfgeeur decrown gallqui est une chimere,

mélange de cellules transformées et de cellulenales.

Les propriétés des racines transformées ont subicitérét des chercheurs sur de
nombreux aspects. Les axes de recherche dévelgppésde I'étude de la composition et
de la biologie des racines a leur utilisation pdévelopper des caractéres agronomiques
particuliers. La possibilité de les cryoconserverfat un outil particulierement intéressant
pour des applications tant en recherche qu’en indug’amélioration des rendements de
production en métabolites. De nombreux métabolitastérét tels que des alcaloides,
terpenes, et composés phénoliques sont naturefterpesduits dans les racines
transformées de différentes espeéces.
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Figure 14 : Propriétés des chevelus racinaires (Franche ebiDyt2001).

Figure 15 : Chevelus racinaires induits p&grobacterium rhizogenashez I'arachide
(Guimaraest al.,2017).
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2.2. Organisation du plasmide Ri (pRi Root inducing

Le principal élément pathogéene de la bactékgrobacterium rhizogenegst un
plasmide de haut poids moléculaire (~ 200 kb), Eppkasmide Ri (pRi Root-inducing.
Le nom donné au plasmide reflete le symptéme dediadie : apparition d’'un important
chevelu racinaire au point d’'infection avkcrhizogenes

Le plasmide Ri comporte : une origine de réplicaffori), la région d'incompatibilité
(inc), les genes de transfert conjugatif (tra), d&mes responsables du catabolisme des
opines (opc), les génes de virulence (vir), eéldian T qui est délimitée par des frontieres
gauche et droite (LB et RB). Cette derniére congdifférentes parties : les genes rol A, B,
C et D, qui sont des facteurs de croissance etiftiremhciation des cellules, les genes
iaaM et iaaH qui sont responsables de la synth&sexides et qui modifient ainsi la
balance hormonale de la plante pour induire la &ion de racines, et les genes masl,
mas2 et ags, responsables de la synthese d’opanda plante, qui seront ensuite utilisées

comme source de nutriments par la bactgétrigure 16).

reld rol8 rlC rolD mas|' fgalH feaM
[ » ags | /
LE TL  ORF10 ORF11 ORF12 ORF15[mas2’ ags|/ 1p pp

I \
|
Ki Flagmmid )

Eegion Opine
Cataboksm

Figure 16 : Représentation schématique du plasmide Rgabacterium rhizogenes
(Guimaraest al.,20017).
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2.3. Processus d'infection

Dans la nature, lkairy roota été observé sur un nombre limité d’espécesataqs : le
pommier, le concombre, et le melon. La biologieégale du processus d’infection semble
étre similaire a celle &. tumefaciensLes études du processus de transfert de 'TADN-T
ont porté principalement s. tumefacienset c’est donc ce micro-organisme qui est le

mieux connu.

IV. Méthodes directes de transfert de génes chezslplantes

Parallelement aux recherches menées Agmobacterium se sont développées, a
l'origine essentiellement sur cellules animales @ehniques de transfert direct d'’ADN,
par des méthodes chimiques, physiques ou faisgl apdes impulsions électriques. Les
cellules issues de différents types de tissus wégéipeuvent étre soumises a la
transformation. Selon les espéeces, ce seront dgaek foliaires, des sections de tige, des
cotylédons, des embryons, des microspores ou de®ppastes. On utilise le plus

fréquemment des disques foliaires comme pour kectab la tomate.

1. Transfert dans les protoplastes

Les protoplastes constituent un matériel privilég@ur le transfert direct de geénes.
Débarrassées de leur paroi pectocellulos{gigure 17), ils ne présentent plus d’obstacle
a l'intégration de I’ADN. Pour provoquer une periidiaation temporaire et réversible de
la membrane plasmique des protoplastes en cultuee HADN, on procéde a des
modifications des conditions physico-chimiques duliemn. Les molécules d’ADN
pénetrent ainsi dans les protoplastes et certaifezdre elles s’integrent a 'ADN du

noyau. Dans ce cas, le protoplaste est transformé.

C'est grace a ces techniques sur la transformd#srprotoplastes que des céréales de
grande culture, monocotylédones, telles que leleimais ou l'orge ont été transformées
pour la premiere fois. Effectivement, ces plantemie@t réputées insensibles
aAgrobacterium De plus, cette méthode est relativement facifeedire en ceuvre, mais
suppose toutefois la possibilité de régénérer dmstgs a partir de protoplastes, ce qui

limite leur emploi chez les espéces récalcitrantes.
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Figure 17 : L’obtention de protoplastes (gnis-pedagogie, s.d.)

Les techniques de transfert direct nécessitentepgait une étape de sélection des
cellules transformées. Trois techniques permettdibtroduire I'ADN dans les

protoplastes :
1.1. Méthode chimique : utilisation du PEG

Premiére méthode historique (1982) qui consisttliaar le polyéthyléneglycol (PEG),
un polymere qui déstabilise de facon réversiblenesnbranes plasmiques, permettant
ainsi le transfert de ’'ADN au travers de la memieraCette méthode a permis I'obtention
de mais résistant a un herbicide, le glufosinalée Est également utilisée pour la

betterave.
1.2. Lipotransfection

Il s’agit d’'une technique physique qui consister@apsuler 'ADN dans des petites
vésicules sphériques artificielles de phospholipidgpelées liposomes. Ces liosomes
fusionnent avec la membrane des protoplastes éxelib leur contenu dans le cytoplasme
du protoplaste des cellules végétales. Cependanteraent une minorité de ces génes
pourront parvenir jusqu’au noyau et s'intégrer laasuite au génome de la cellule, c’est

pourquoi cette méthode est peu utilisée.
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1.3. Electroporation

Cette méthode, efficace et I'une des plus simplesettre en ceuvre, fait appel a des
impulsions électriques. Elle consiste a soumettrenglange de protoplastes et d’/ADN a
une série de chocs électriques de courte durée wngion élevée. Le champ électrique
provogque la déstabilisation de la membrane plasenjmar polarisation des phospholipides
qui la constituent et induit alors la formation pleres au travers desquels les molécules
d'ADN peuvent transiter. Si le choc électrique pea été trop violent, le phénomeéne est
réversible et la membrane reprend ensuite son iéitial, laisant le protoplaste

parfaitement viabléFigure 18).

Membrane plasmique

Cellule wégétale

LADN étranger migre
a travers les pores formés
parle choc &lectrigue

Fégénération d'une
Cellule whgétale
avec ADMN intégré

Les pores formés se
referment et piggent NAaDN
dans la cellule, 'AaDN vwa

alors dans le noyvau

Le choo &lactrigue forme
des pomes dans la membrane
du protoplaste,

A Etranger paut alors
entrer wia ces pores

Figure 18 : L’électroporation des protoplastes (Chimie-Sufd,3)0

La figure 19 nous montre les différentes étapes de la transfiiom génétique du riz
par électroporation de protoplaste, ou la condtrmcthimérique contient un gene de
sélection qui est I'hygomycine phosphotransferd3 jours apres, ils sont mis en
présence d’hygromicine. Trois semaines plus taed,mdicrocals résistants a l‘antibiotique
sont visibles (1 & 2 mm de diametre). lls sontsatcansférés sur un milieu de régénération
dépourvu d’antibiotique. Deux mois aprés ce tramsfdes plantules peuvent étre

régénérées sur 60 a 80 % des cals résistantsgadtinicine.
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Figure 19 : Les différentes étapes de la transformation ggnétpar électroporation de

protoplastes de riz (Franche et Duhoux, 2001).
1.4. Micro-injection

La micro-injection est une autre technique pobritper un OGM. C'est l'introduction
de petites quantités d'un matériel généralementidég comme I'ADN, I'ARN, les
enzymes, dans un tissu biologique qui est défilhe & réalise sur des protoplastes, dont
nous avons vu précédemment la formation. L'opératomsiste a introduire directement le
gene étranger dans la cellule a modifier, a I'aide micromanipulateur monté avec un
microscope. On maintient le protoplaste a transéormavec une micro-aiguille et on
introduit la construction génigue dans le noyalmide d’'une micro-pipette. La cellule est

alors génétiqguement modifiéeigure 20).

Aprés linjection, le protoplaste est libéré et nais culture sur un milieu approprié
jusqu’a obtention d’'un cal et régénération de m@antransgéniques. Cependant cette
méthode ne s'applique que dans des cas particaiggrelle est complexe et lourde a
utiliser : pour réussir l'opération, il faut injectmille copies du géne dans l'espoir qu'une

cellule puisse accepter cet ADN étranger.
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Figure 20 : La transgenese par micro-injection (Perrin, 2016).
2. Biolistique

Il s'agit, dans ces différents cas de palier auikds de la transformation de protoplastes
pour les espéeces dont on ne maitrise pas la régi@médes plantes en cultuir vitro.

Cette technique est applicable a une large vadigtéssus, aussi bien vivo qu’in vitro.

Le principe consiste a forcer la pénétration d®NRA travers la paroi pectocellulosique
des cellules végétales en utilisant un canon aicple$s en projetant sur le tissu a
transformer de toute petites billes, de 1 a 3 prdidmétre, d'or ou de tungstene enrobés
d'ADN. La force de propulsion est obtenue par détefun gaz sous pression (I'hélium le
plus souventlFigure 21).Ces billes projetées on suffisamment d'énergiéticjne pour
traverser la paroi et la membrane des cellules lsamsnfliger de dommages irréparables.
On peut ainsi introduire de I'ADN dans des tissuisvgnt directement générer une plante
comme des embryons ou des méristemes. Il faudreegijours environ pour s'assurer

que ces nouveaux genes ont bien été introduitsldagéiome de l'organisme.

Cette méthode est facile d’emploi et permet d'oiotefes plantes transgéniques,
notamment chez les monocotylédones, comme le tealdé, le riz. C'est ainsi qu’a été
obtenu le premier mais résistant a la pyrale. Cetéthode peut parfois engendrer
I'insertion de nombreuses copies du gene d’intdrédut donc trier les plantules obtenues

par analyse moléculaire.
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Figure 21 : La transgeneése par canon a particule (Perrin,)2016

La transfection biolistique a également de nombravantages comparativement aux
autres technigues de transfection :-cette méthitbaee et trés prometteuse, elle permet
de facon simple et rapide d'injecter de 'ADN dane grande quantité de cellules sans
passer par une phase protopasmique, encore tresnaislsée chez certaines especes,
- linjection peut étre réalisée sur un tissu noésalidarisé de l'organe d'origine,
- l'utilisation d’'un canon a ADN ne requiert aucument l'insertion précise d’ADN dans
les cellules, - opération d’'une grande difficulé&cessitant précision et lenteur, - un co(t
bien plus faible et une toxicité cellulaire bienimdye que pour la lipotransfection, - une
spécificité et un taux de mortalité inférieurs, shigu’une facilité de préparation des
cellules, supérieure a I'électroporation. Bien ¢pieolt des consommables utilisés par la
machine soit relativement faible, I'inconvénientjena est cependant le prix du canon a
ADN.
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3. Agrobiolistique

L’agrobiolistique est une technique qui combinedialistique avec le transfert direct

par Agrobacterium Cette derniere est utilisée quand une seule igebrest peu efficace.

Les microbilles provoquent simplement des micraslges dans les cellules qui sont

ensuite soumises aux agrobacteries possédant & géransférer. Ces micro-blessures

facilitent I'envahissement des tssus par les agitébas et augmente le rendement de

transformatior(Figure 22).
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Figure 22 : La transgenése par agrobiolistique (Perrin, 2016).

D'autres techniques de transfert direct sont errscdiétude : la transformation du

pollen, la sonication de tissus, la macro-injecttbADN dans les tissus conducteurs ou

encore l'imbibition d'embryons et méme des systedees$ibres carbones ou I'ADN est

adsorbé, sont en cours d'étude. On sait mainte@atiser la transformation d'organites

(comme les chloroplastes) et utiliser des virus menvecteur. A I'heure actuelle, on peut

considérer que la plupart des plantes de grandereysoja, mais, blé, riz, coton tournesol,

pomme de terre, colza, tomate) sont accessibeesrarisformation génétique.
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Le systeme de transfert direct idéal doit étre gmppplicable a toutes les espéces
végétales, efficace et peu couteux. Comme nousod®avindiqué précédemment,
nombreuses techniques permettent désormais d’unteode 'ADN dans les plantes ; ces
techniques conduisent a I'expression transitoiretrdasgenes et éventuellement, a la
régénération de plantes fertiles transformées denfatable. Les plus efficaces sont sans
nul doute le bombardement par des microprojectesélérés a grande vitesse er la
transformation de protoplastes. Aucune n’est taigetiéale, comme l'indique lableau
04 qui résume les avantages et les inconvénientslitfiésentes approches citées dans ce
chapitre. De nouveaux progrés seront a attendsguer des recherches seront entreprises
pour comprendre au niveau fondamental les procedsusansfert et d’intégration de
I’ADN exogene sans le noyau des cellules hotes.

Tableau 04 : Evaluation des différentes techniques de transfieeict de genes pour la
transformation stable des cellules végétales (et Duhoux, 2001).

Technique Efficacite de. Toxicité pour les Complexité technique2
transformation’ cellules
Protoplastes +++ ] +
Biolistique +++ + +++
Electroporation (tissus) (+) ++ +
Electrophorése - + 4+ -
Sonication (+) ++ -
Fibres + + .
Laser (+) +4 44
Micro-injection (+) ++ +++ 4+
Macro-injection - + 4 F
Imbibition 8 = -
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V. Vecteurs de transformation
1. Vecteurs dérivés du plasmide pTi dAgrobacterium tumefaciens

La capacité é&grobacteriumde transférer une partie de son ADN offre la ok
d'introduire des genes a caracteres agronomiques lel plantes cultivées. L'idée était
d’utiliser le plasmide pTi comme vecteur de génest en conservant les genes essentiels
au transfert et a I'intégration de 'ADN-T (régiosr) mais, en éliminant la région des

oncogenes, on obtient alors des plasmides ditsrdéséFigure 23).

BG
[ |

: "'.‘1 ADN-T / aux cyt opine
sauvage l,

Plasmide l,

Ti
[ P

Geéne d’ intérét Géne de sélection

Vecteur de

transformation IRE

Figure 23 : Souche désarméeAtjrobacterium tumefacierfEranche, 2013).

Ainsi, fut établi un systeme de co-intégrat ou IMBtranger est cloné sur 'ADN-T d'un
plasmide Ti débarrassé de ses oncogenes. Mais gratale taille des plasmides Ti qui
rend leur manipulation délicate, un deuxieme systdéat créé : le systeme binaire ou
I'ADN étranger est cloné dans un petit plasmideldatent manipulable au niveau d'un
mini ADN-T comprenant les deux séquences de bor@tren gene codant pour un
caractere de sélection. Le transfert du mini ADNeFtant le gene étranger est réalisé en

trans par la région vir d'un plasmide Ti ou adjasen
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1.1. Systeme de transfert par co-intégration (plasite navette)

Le plasmide Ti qui contient la région vir est maimi dang\grobacterium tumefaciens
Un plasmide intermédiaire déscherichia coliest utilisé pour faciliter le transfert du
transgéne. Les séquences bordures, indispensabbed, placées sur le plasmide
intermédiaire afin d’encadrer les génes que I'amhsite transférer aux plantes. Ce méme
plasmide est porteur du gene d'intérét (+ geneétbxtion vegeétale + gene de sélection
bactérienne). Il est sélectionnable et il compairte origine de réplication fonctionnelle
chez E.coli et Agrobacterium Il s'integre dans le plasmide Ti par recombinaiso
homologue grace a une région homologue (souventsagaence du plasmide pBR322
dont beaucoup de plasmides dérivent), qu’ils passeidus les deux. Ainsi, les régions vir
et 'ADN-T vont se retrouver sur le méme plasmidagrobactérie recombinante ainsi
obtenue (‘plasmide navette'), peut alors étresadlipour transformer génétiguement des
cellules végétales. Les souches de I'agrobacee@mbinante choisie de facon a combiner

I'ensemble des genes de virulence en fonctionedgpéce végétale cible.

Par définition, le 'plasmide navette' est un plaEriapable de se répliquer dans deux
organismes hétes différents car il porte deux pegide réplication différentes et peut, par

conséquent, étre utilisé pour transférer des gé¢'neshote a autr@-igure 24).

1.2. Systeme de transfert binaire par conjugaisornrriparentale (plasmide binaire)

Naturellement les genes vir et I'ADN-T sont sumiéme plasmide. Cependant, leur
action est aussi possible en trans, effet résultarteux plasmides différents. Le plasmide
de virulence est maintenu dafgrobacterium tumefacienke plasmide binaire contenant
I'ADN-T et préalablement construit dais Coli, est introduit dan®\grobacteriumpar
électroporation ou par conjugaison bactériennepriéaence des genes vir va permettre le
transfert de 'ADN-T (géne de résistance et geneéliection) dans les cellules végétales.
Un troisieme plasmide dit 'plasmide helper' qui peut pas se répliquer chez
Agrobacteriumest également utilisé pour améliorer le transfiertplasmide binairel’E.
coli vers A. tumefaciengrace a ses genes tra (pour transfer) et mob (pobilization)
codant pour les protéines tra et mob. C’est ungugaison triparentale. Le plasmide
helper ne possédant pas d’origine de réplicatidmbacteriumest éliminé au cours des

divisions successives.
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Figure 24 : Vecteurs de transformation co-intégrés (bioteaeecs.d.).
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La recombinaison permet d'additionner 'ADN desxdgénomes plasmidiques. Ce
nouveau vecteur, appelé vecteur binaire, possedeapmcité de se répliquer dans
Agrobacteriumet aussi dang&. coli. Le plasmide recombiné ainsi obtenu, transforme la
bactérieA. tumefaciensLes bactéries réceptrices sont sélectionnéese gracgene de
sélection bactérien (AmpR par exemple). Le plasniiddésarmé &. tumefaciengduira
grace a son gene de virulence, le transfert deN'ADrecombiné dans l'autre plasmide

(petit plasmide)Figure 25).
2. Vecteurs de transfert direct

Les premieres expériences de transfert dans des pasteplont été réalisées avec des
plasmides Ti purifiée. Toutefois, ces vecteursréemt mal aux exigences des techniques
de transfert direct. Le plasmide Ti possede ert effie masse moléculaire €levée et est
présent en faible nombre de copies dans les besté&e qui limite I'efficacité des clonages
et la quantité de plasmide purifié a partir desurak bactériennes ; en outre, la présence

des bordures de 'ADN-T n’est pas nécessaire disé€ace des protéines de virulence.

On préfere donc utiliser des petits plasmides mytiies de type pUC qui possédent une
masse moléculaire initiale d’environ 2,7 kb. Leegmultiple de clonage présent dans le
vecteur permet I'insertion des genes d’intéréteeséection choisis. Les vecteurs obtenus
sont amplifiés cheE. coli, puis purifiés en grande quantité, et enfin intitgl dans les
cellules végétales en utilisant I'une des techrsquie transfert direct décrites

précédemment.
3. Séquences d’ADN introduites dans le génome végkt

Les séquences que I'on désire introduire dans me@rgé végétal sont alors substitués

aux oncogenes. Ces portions d’ADN peuvent étreaie types :

3.1. Promoteurs et activateurs transcriptionnels

Les promoteurs régularisent le niveau d’expressiongéne en spécifiant le nombre
d’ARNm qui doit étre transcrit pour un géne donha. séquence d’ADN de la région
promoteur interagit avec les protéines du facteutrdnscription qui permettent de faire
appel a la machine cellulaire requise pour trarsd¢/ARN. La transcription est faite par

un enzyme, ’ARN polymérase.
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La transcription de ’'ARN correspondant est transfée en ARNm et ensuite traduit en
protéine. Le nombre d’ARNm produit est un facteer lwhse dans la détermination du
volume de protéine synthétisée ce qui influenatetarmination du niveau d’expression du
gene. Les facteurs liés aux promoteurs réagissedesa signaux en provenance de
I'organisme ou/et de I'environnement ambiant. Larse et le type de signal détermine le
type de promoteurs qui sera activé. En génie ggumstil existe trois types de promoteurs

principaux qui sont utilisés selon le niveau d’eegsion du géne et de la spécificité requis :

a. Promoteurs constitutifs

Des promoteurs constitutifs permettent I'exprasgdo gene dans tous les tissus sans
tenir compte de I'environnement ambiant ni du nivela développement de 'organisme.
Ces promoteurs peuvent activer en tout temps, e gans toutes les cellules vivantes de
'organisme durant toute la vie de l'organisme. Q@emoteurs peuvent étre souvent

utilisés pour toutes les especes.

Les promoteurs constitutifs les plus courammeilisé$ pour les plantes incluent entre
autres le promoteur du virus de la mosaique du-fleau (CaMV) 35S, les promoteurs
des opines, l'ubiquitine végétale (Ubi), I'actinadd riz (Act-1) et I'alcool déshydrogénase
1 du mais (Adh-1). L'Ubi du mais et I'Actine-1 diz 1sont actuellement les promoteurs
constitutifs les plus utilisés pour les monocotgiéels. Le promoteur nos, quant a lui, il
code la nopaline synthase isolé de I'ADN-T des bgctéries. Ce dernier dirige

I'expression des genes d’opines et ne conferequasurs un fort niveau d’expression.

v Promoteur 35S

Le promoteurCaMV 35S est celui du virus de la mosaique du chou-fldécouvert
dansles années1980) responsablde la décolorationdu limbe entre les nervuresdes
feuilles de Brassicacées. Il s’git d’'un promotewonstitutif fort, courammentutilisé
c’est le promoteur le plus utilisé pour dirigezXdpression des transgénése dans les plantes
transgéniques. Il entrainges niveaux d’expressionélevés chez les dicotylédones et
moins efficace chez les monocotylédones(céréales), mais il a toutefois permis la

sélection de cals transformés de blé, riz, seiglssnCe promoteur n'est pas actif a tous les

stades de développement et constitue un marquelécotaire de I'embryogenese. Des
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expériencesde délétion ont été réaliséesafin de déterminer lesrégions responsables

de l'activité du promoteur35S(Figure 26).

-343 -208 -90 -46 +1

TATA /: GENE

Région - 343 3 - 208
Construction Région-3432-208 | Reégion-902a-46 *
Région-90 a- 46

Détectable
Non détectable Non détectable Equivalente au
promoteur entier

Activité
transcriptionnelle

Figure 26 : Constitution du promoteur 35S (Conatral.,2011.).
b. Promoteurs spécifiques

Avec le clonage et la caractérisation d'un nomieeplus en plus important de géenes
végétaux, on dispose désormais d'une grande panalgli promoteurs présentant des
spécificités d’expression particulieres. Avec lesnpieres plantes transgéniques d’intérét
commercial, on cherchait a atteindre au niveau piession constitutif des transgenes ;
désormais, pour protéger I'environnement, on pefaniter leur expression a certains

organes ou tissus.

Les promoteurs spécifiques aux tissus ou a I'étiEperoissance permettent I'expression
d’'un gene dans un/des tissu(s) spécifique(s) oesdéthpes de croissance spécifiqgues sans
modifier le reste de I'organisme. Dans le cas dégétaux, ces promoteurs pourraient
influencer spécifiquement I'expression des genesrdeines, des fruits ou des semences
ou durant les périodes végétatives, I'expressiengéaes de floraison ou de croissance des
semences. Si le sélectionneur voudrait qu'un gén&ret s’exprime dans différents types
de tissu, par exemple dans la racine, I'anthete sac ovigere, alors il devrait inclure des

promoteurs multiples spécifiques de tissus daasraposition du géene.
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c. Promoteurs inductibles

Ce sont des promoteurs qui répondent a des indsctpécifiques comme pour les
promoteurs inductibles a la blessure, qui ne proeoont I'expression des genes de
résistance que lors d’'une attaque par les inse@es. promoteurs sont extrémement
utilises lorsque le transgene code une protéiraelgtour la cellule végétale, ou lorsque
'on souhaite éteindre par des stratégies antisges géenes ayant une fonction

physiologique indispensable a la survie de la plant

3.2. Génes de sélection

Les genes de sélection conferent une résistanas agents chimiques, comme des
antibiotiques(Tableau 04)ou des herbicides. Le taux de transformation dastgs est
généralement trés faible, c’est pourquoi des manguee sélection sont utilisés pour
assurer le suivi des cellules transformées suriliaunsélectif et inhiber la régénération de
cellules non transformées. Une plante transforméec un gene permettant de métaboliser
un composé confére une résistance, ou une capacitéiser ce composé, supérieure a
celle d’'une plante témoin non transformée. Néanmaiartaines plantes non transformées
peuvent résister a la sélection parce que prédenta@ résistance intrinseque leur
permettant de supporter la dose de I'agent de ts@eappliqguée. On parle de phénomene

d’échappement.

Le gene de sélection peut conférer une résistamicplpsieurs mécanisme : soit il code
pour une protéine qui permet de détoxiquer I'agimtsélection, soit il code pour une
protéine mutée, insensible a I'agent de sélecsoit, il surexprime un géne, qui permet
d’accroitre la résistance a I'agent de sélectiarn les génes permettant d’obtenir une
résistance aux antibiotiques, les plus courammidigas sont : le gene nptll qui code pour
la néomycine 3’-O-phosphotransférase et qui confi@reesistance aux antibiotiques du

type aminoglycoside tels que la kanamycine.

3.3. Génes rapporteurs

Le gene rapporteur code pour une enzyme généraleaisente des cellules de la
plante mere et dont l'activité est aisément débdetaans les cellules transformées. Ce

gene est utilisé lors de l'optimisation des protesode transformation. L’activité d’un
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géne rapporteur se traduit par une modificationbsde la couleur des explants
I'exprimant dans des conditions particuliéres (pnég de substrat, pH, UV).

Tableau 04 :Marqueurs de sélection : antibiotiques (Fran2bé3).

Géne marqueur Produit du géne \ntibiotigue

npll neomyveine phosphotransferase [I - kanamveine
paromoimycine
genelicine, neomycine

fipt hygromyeine phosphotransferase  hyvgromyeine B

SPT streplomyeine phosphotransferase  streplomyeme

aadA aminoglyeoside-3 -adenyliransferase streptomyeine
gat gentamyeine acetvl transferase kanamvyeine
bar blasticine 5 deaminase blasticiue 5
aac(l gentamicine-3-N-acetyliransferase  gentamicine
sl dihwdrodipicolinate sulflonamides

Le géne rapporteur doit étre choisi en fonctiotedeature du matériel végétal. En effet,
certaines plantes ont des activités endogenesomiicapables de masquer I'expression
d’'un gene rapporteur. Aprées la transformation ggonét on peut distinguer trois cas : les
explants ne sont pas transformés mais naturellergésigtants a I'agent sélection. L’ADN
peut avoir été transféré partiellement et alorgédee de résistance a l'antibiotique est
présent mais pas le gene rapporteur (ou en pdrés)deux genes ont été transférés.

Parmi les génes rapporteurs les plus utilisés,eut piter le géne lac Z qui code pour
I'activité p-galactosidase. Le gene gus code I'enzyme d@-dgucuronidase capable
d’hydrolyser certains composeés glucuroniques. Gatteyme, en présence du substrat X-
Gluc (acide 5-bromo-4- 51 chloro-3-indolg4b-glucuronide) conduit a I'apparition d’'un

produit de couleur bleugigure 27).

Le géne gfp code la Green Fluorescent Protein (GpRotéine verte fluorescente).
Cette protéine de 27 kDa a été isolée de la médegeora victoria Elle devient vert
fluorescent quand elle est excitée par des ultletgiamu de la lumiére bley&igure 28).

L'utilisation du gene codant la GFP présente de breox avantages parce qu'elle ne
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nécessite pas I'addition de substrat, ni de cofeltet surtout parce qu'elle ne nécessite
pas la destruction de I'échantillon étudi€, ce pprimet notamment de faire une étude des
variations de son expression au sein des mémess t&s cours du temg3ableau 05)
Des nombreuses autres protéines fluorescentes agledla la GFP mais n’émettant pas
aux mémes longues d'ondes, sont utilisées commporagur, par exemple: la YFP

(Yellow Fluorescent Protein) et la dsRed (protééteamérique).

Figure 27 : Expression de gus dans le poil absorbar@asuarina glauca
(Benabdoun, 2012).

Figure 28 : Expression de la gfp dans les chevelus racinde€asuarina glauca
(Benabdoun, 2012).

Afin de déterminer la localisation subcellulaire gitne scr cheArabidopsis thalliana
une fusion traductionnelle entre le promoteur doegscr et la séguence codante du géne
scr a été réalisée. Ce dernier qui va permettegpdimer la protéine de fusion SCR-GFP et

d’observer sa localisation subcellulajfégure 29).
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Tableau 05 :gus VS gfp (Franche, 2013)

Propriétés

Mise en évidence de
I"activité

Sensibilité de la
réaction

Simplicité de la
réaction

Précision des dosages
quantitatifs

Bus elfp

i réaction léthale ;  réaction non

léthale

| I . # .
i Elevée i elevée

Besoin d’un équipement |

specifique

Coiit des expériences

qir Ni

I

Figure 29 : Fusion traductionnelle : SCR :: GFP (Roudier,)s.d.

SCR gene rm endodenmis

| oui

i bonne i moyenne

non i oui

E flevé i faible

coTiex ~k

o/ imitiale -

ARN |
oc

(Complémentation du muiant scr)
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VII. Transfert d’ADN et obtention de plantes transgéniges

1. Régénérationin vitro etin planta des plantes transgéniques

1.1. Culturein vitro des plantes transformées ave&grobacterium tumefaciens

Les conditions nutritives de la régénération d’piantein vitro sont contrélées par la
balance hormonale auxines/cytokinines dans le milie culture. L'objectif premier est
d’obtenir une formation de bourgeons adventifs l@genese) en apportant au milieu de
culture une balance cytokinines/auxines elevée.jeé@ses pousses produites sont ensuite
enracinées dans un milieu de rhizogense avec earaéapport d'auxine dans des
conditions d’'aspesie. L'obtention d’'une plante sfanmée nécessite que I'on déclenche
'organogenése dans les cellules initialement foanges et sélectionnées par un

antibiotique ou un herbicide.

Les explants utilisés pour la transformation vari@mormément en taille : de la cellule
ou du protoplaste isolé aux organismes entiers @ndes embryons zygotiques, en
passant par des colonies cellulaires des tissuslesuorganes comme des feuilles, des
hypocotyle sou des racines. .Dans tous les caspladitions expérimentales sont a définir

pour chaque plante et chaque tissu.

1.2. Culturein vitro des plantes transformées ave&grobacterium rhizogenes

Dans le cas de la transformation des plantesApahizogenesdes plantes entieres
peuvent etre régénérées par bourgeonnement adaguditir de culture in vitro de racines
transformées excisées formant sy roots On a exploité cette croissance rapide d’'un
systeme racinaire transformé pour produire destgdacomposites, constituées d’'une
partie aérienne non transformée et d’'un systeniraiae transformée aprés suppression du

systéme racinaire initial non transformé

1.3. Imbibition des graines

En 1987, Feldman et ses collégues ont décrit poyrrémiere fois une technique de
transformationn planta d’Arabidpsis thalliana Des graines préalablement hydratées ont

été incubées avec une souche désarifggabacterium tumefacien€58) ; cette souche
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contient dans un vecteur binaire le gene nptll.é&de développement et la fructification
des plantes, des graines de la nouvelle génératdnmanifesté une résistance a la
kanamycine. Certaines germinations de la premidredee la deuxieme génération
possédaient des séquences d ADN-T intégrées dangdaome. Le transfert de TADN-T
aurait lieu directement, par les espaces interle@és, ou indirectement dans les cellules
destinées a donner naissance au cours de I'onteg@o& gamétophytes males et femelles.

1.4. Agroinfiltration

L'agroinfiltration stricto senswest une technique impliquant I'utilisation comneeteur
de la bactéridgrobacterium tumefaciengatroduit de maniere mécanique, vivo ou ex
vivo, dans un tissu végétal, et aboutissant a I'expressansitoire d'un ou plusieurs genes
dintérét dans les cellules végétales agroinfitré@echniquement, I'agroinfiltration
consiste en lintroduction intratissulaire, a Kaidl'une seringue, d'une suspension
d'agrobactéries comportant un plasmide « désarmséarequel se trouvent les génes
d’intérét a transmettre, dans les feuilles d'urmatgl(Figure 30). La plante la plus utilisée
est le tabac. Une alternative est I'utilisatiomd'pompe a vide pour infiltrer la suspension
bactérienne dans les tissus végétaux. La combmags® ces deux méthodes peut

eégalement étre utilisée.

Figure 30 : Agroinfiltration de feuilles d&icotiana benthamianavecAgrobacterium

tumefaciensa I'aide d’'une seringue (Leuzingetral.,2013).

Une fois infiltrées, les agrobactéries se trouveans I'espace intercellulaire, elles
n'entrent pas dans les cellules végétales. Une losiepirs copies de I'ADN-T sont
transférées dans les cellules végétales de lainmutée. L'intégration de 'ADN-T dans le
génome des cellules végétales est rare, mais @autmmoins se produire dans quelques
cellules de la zone agroinfiltrée.
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Cependant, le but de l'agroinfiltratisstricto sensun’est absolument pas de régénérer
une plante entiére a partir de ces cellules gametignt modifiées qui seront détruites en
fin d’'opération. Généralement, I'expression estitie a la zone injectée ; en effet, les
agrobactéries restent localisées dans la zoné&réefilou elles peuvent se multiplier si les
conditions sont favorables. Des mouvements de testéers des zones non infiltrées et
notamment vers des organes de reproduction (av@aromation potentielle de graines)
sont concevables mais restent trés peu probabledédration de 'ADN-T dans le
génome de cellules germinales est donc théoriquempeassible mais tres improbable.
Cependant, les données pour évaluer rigoureusdmédiquence de ces événements sont
manquantes. L'utilisation de cette technique s mlantes entierement broyées, récoltées
avant floraison, permet d’éviter le risque de traission. Dans le cas de I'agroinfection ou
agroinoculation, en conditions vivo, 'ADN-T peut contenir un matériel réplicatif
(génome viral entier) dans le but dobtenir une regpion en dehors de la zone

agroinfiltrée, voire dans toute la plante.
2. Caractérisation moléculaire des transformants

Lorsque l'on transforme génétiqguement une plantegst important de déterminer
rapidement si I’ADN transféré est intégré dans d¢ripoine génétique de la plante. En
effet, la sélection des cellules sur un milieu eoant 'agent de sélection n’est pas
suffisamment fiable. Certaines cellules, bien qo@ transformées, parviennent quand
méme a se développer sur le milieu de sélectioprésence de transgene peut étre révélée
par PCR Polymerase Chain ReactipnPour caractériser si ce géne s’exprime, la PCR
reverse RT-PCR) peut étre utilisée ce qui permetédidier la préesence d’ARN messager,
transcrit spécifiqguement a partir du gene intraduit taux d’expression du transgene peut
aussi étre quantifié par PCR en temps réel (Q-PUOR3.analyse pourra aussi étre réalisée
par hybridation moléculaire ADN-ADN, selon la teaure de Southern. Seule
I'hybridation spécifique permet de démontrer quegéme transféré est intégré dans le

génome.
3. Caractérisation biochimique des transformants

Apres vérification de la présence du nouveau gkams la plante, il est nécessaire de
déterminer si ce gene produit ou non la protéirsrélé et en quelle quantité. Pour tester la
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présence et I'activité de la protéine, un testéEfEnzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Immuno-essais avec couplage enzymatique) estéutilis

4. Tests supplémentaires

Des analyses portent également sur le comportegé@rdral de la plante. Il s’agit de
savoir si le géne introduit confere le caracterahadé, et de valider I'efficacité du
caractére. D’autre part, la localsation d’inserttin géne étranger peut interférer avec le
métabolisme général de la plante. Il faut doncfiegrgjue le potentiel de la plante n’est pas
atteint. Ainsi, des tests en serre et en champreengs. Il est notamment tres important de
vérifier que le comportement au champ de plantessgréniques correspond a celui attendu
sur la base des observations effectuées en seromswu quelques plantes. A ce stade, le
niveau et la stabilité de I'expression du caractknes différentes conditions de culture sont
évalués. Seules quelques plantes seront retenofes, Efaut caractériser la transmission

du caractéere a la descendance.

VII. Applications agronomiques et industrielles

La transgénéese est un moyen essentiel pour étediéte des génes dans I'expression
des fonctions biologiques ainsi que leur fonctionaet. Elle permet également
d’envisager des applications biotechnologiques rde® De nouveaux outils, qu’il est
encore nécessaire de perfectionner, permettentielexnatiliser la transgénése pour des
études fondamentales et de développer diversesicajphs dans les domaines

agronomique et industriel.

1. Dans le secteur agronomique

Dans le domaine agronomique, les avancées de iageaése commencent a étre
significatives pour les végétaux. Les transformregicopérées sur les plantes visent

principalement a les rendre résistants aux diftérstress biotiques et abiotiques.

1.1. Des plantes résistantes aux herbicides

On appelle herbicidetoute substance active ou une préparation ayant Ila

propriété de tuer les végétaux. En protection debures et en sylviculture, les
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herbicides sont employés pour lutter contre les eatives, ou "mauvaises
herbes ».

On distingue différents types d’herbicides selomlgration de I'herbicide :

v' Herbicide de contact : I'herbicide détruit les anels de la plante avec lesquels il entre
en contact, il n'est pas véhiculé par la seve.

v' Herbicide systémique : herbicide de pré-levée@pakt-levée qui migre dans la plante
par le bois ou le liber, depuis les points de paétién (racine ou
feuille) jusqu'au site d'action.

Et selon sa sélectivité :

v Herbicide sélectif : herbicide que peut tolérer espece cultivée dans des conditions
d'emploi définies. Il n'est généralement efficage gur certaines adventices.
v Herbicide total : herbicide efficace sur l'ensemides adventices et aussi des

especes cultivées.

Les génes de tolérance a I'herbicide introduitssdame plante empéchent la matiere
active d’agir sur celle-ci, transformant I'herbieidotal en herbicide sélectif pour cette
plante. Ainsi I'herbicide détruit toutes les mawsesi herbes en laissant la plante cultivée
poursuivre son développement. Ces principes aifit connus pour étre moins rémanents.
De nombreuses plantes transgéniques ont été d@eéelspour obtenir une tolérance a ces

herbicides. Il s’agit de variétés de betteravezaototon, mais, pomme de terre et de soja.

Différentes stratégies de transgenese ont été mispsint pour rendre les plantes utiles
résistantes aux herbicides. L'une des possibitibésiste a rendre la plante moins sensible
a I'herbicide (par surproduction de lI'enzyme dérpiar I'herbicide, par modification de
I'enzyme cible pour la rendre insensible a I'hedeicou par diminution de I'absorption
d'herbicide par la plante utile). Une autre strig@égse a faire synthétiser par la plante un
produit qui détruit I'herbicide (procédé de détaxian : transformation d'une sub. toxique
en sub. inoffensive). Cette stratégie est la patisfaisante car elle aboutit a des composés
moins toxiques pour 'homme et les animaux. Le gesponsable de la détoxification des

triazines provenant du mais a été transféré ajduesales plants de tabac.
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v Mais tolérant au Roundup

Le Roundup est un herbicide systémique non sélegctiimercialisé par Monsanto. Il
pénetre a travers les organes aériens de la plaintejgre de son point de pénétration
jusqu’aux points de croissance (apex, méristemasvars toute la plante (tige, feuilles,
racines). Le glyphosate est le nom du principd pofisent dans le Roundup.

Les cultures Roundup Ready de Monsanto sont deseglaui ont été génétiguement
améliorées par l'insertion de la séquence codaRi¢ EPSPS. L'expression de la protéine
CP4 rend les cultures tolérantes aux herbicideRalendup, ce qui permet une application
excessive de I'herbicide pour lutter contre les va#es herbes sans mettre en danger la

sécurité de la culture.
1.2. Des plantes protégées contre les ravageurs

Les insectes, les virus, les champignons et legébes sont responsables de pertes
importantes en production végétale (37% de la ptalu agricole). Or, il existe une
alternative pour rendre les plantes résistantegsadgférents parasites et ainsi éviter
I'utilisation abusive des pesticides et apportesriadun gan significatif en matiere de cout

et de pollution.
a. Des plantes résistantes aux insectes

Les insectes nuisibles causent des dommages impogax plantes et peuvent détruire
des cultures entiéres et des stocks de grainegjucea souvent des conséquences
eéconomiques et alimentaires importantes. Laugntiemtades températures liee au
changement climatique, particulierement marqué &igée, conduit a une amplification

de ces pertes.

Donner aux plantes la possibilité de se défendnatreoles insectes présente de
nombreux avantages sur l'utilisation des insea@gidil n'y a plus de risque de "lessivage"
de l'insecticide par la pluie, seuls les insectgsattaquent la plante sont tués et la plante

est protégée jusqu'aux racines.
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v Mais Bt

La pyrale Qstrinia nubilanig est un papillon qui pond ses ceufs par plaquéadiace
inférieure des feuilles de mais. Linsecte creuss ghleries dans les tiges, les pédoncules
d’épis et les épis, entravant ainsi le courantadgélve et Iésant tous les organes végétatifs.
L'allongement du mais est inhibé. Les entrenceuds @as courts, les feuilles et les épis
plus petits. Les floraisons male et femelle sotdrckes. Cette atteinte a la vigueur des
plants provoque une baisse de la production graniées galeries fragilisent la plante, les
tiges sont donc plus sensibles a la casse etexrda en fin de culture. Les galeries creusées
dans le pédoncule peuvent provoquer la chute ¢ fisdnelle. Les épis sont infestés de
chenilles ou de leur sciure et comportent des gramdommageés. Les chenilles sont aussi
responsables de dégats indirects. En effet, ellawisent le développement des fusarioses,
d’'une part en véhiculant les spores, et d’autré @arcausant des blessures sur les grains
qui facilitent l'installation du champignoffFigure 31). Lensemble de ces dégats peut

occasionner des pertes de rendement allant juS8§¥@en cas de forte infestation

La bactérieBacillus thuringiensisonstitue un véritable réservoir de génes de eggist
aux insectes. En effet, les différentes souchesette bactérie du sol recelent plusieurs
protéines insecticides ayant difféerents modes wactet affectant uniquement certains
insectes. Chacune de ces protéines est codée psgulilgene, c’est donc un caractere
facilement transférable par génie génétique. Rlusiéquipes ont obtenu des tabacs, des
pommes de terre, des cotons, des tomates, degésatants & des insectes grace a cette

source de genes.

Dans le cas du mais, la résistance a la pyraleosgérée par le gen€ry A appelé
communément Bt. Ce géne permet la production demnsdllules de mais d’'une protéine
qui fonctionne comme une toxine létale dans le tdigestif de la pyrale car celui-ci
contient des récepteurs spécifiques a sa surfdwz [@s autres animaux et chez 'homme
qui ne possedent pas ces récepteurs, cette pretisenplement digérée sans aucun effet

toxique.
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Figure 31 : Effet de la pyrale sur du mais non transgéniquseiietiu mais Bt
(Alexender, 2013).

b. Des plantes résistantes aux virus

Parmi les nombreuses attaques que doivent subiplégges, les virus sont les plus
nocifs car il n'existe aucun traitement curatif., @s maladies virales constituent un
probléme extrémement répandu dans le monde végéisant d'importants dégats dans
certaines cultures. Chez la pomme de terre, leanal@ riz, les infections virales peuvent
occasionner jusqu'a 80 % de perte sur une mémétaébe plus, on considere que les
pertes de rendement occasionnées par les virgvsidla plus de 10% chaque année pour

les plantes de grandes cultures.

Aprés avoir été infectées par un virus peu virylld plantes résistent a l'infection par
un autre virus plus agressif du méme type. Lesépres de I'enveloppe virale jouent un
r6le dans la protection des plantes, on utilisetd@sgene codant pour des protéines de la

capside du virus pour rendre la plante résistante.

v' Haricot résistant au virus de la mosaique

En 2011, des chercheurs de I'Institut de rechepeii#ique brésilien (EMBRAPA) ont
travaillé dix ans pour obtenir un haricot génétimmeat transformé résistant au virus de la
mosaique et autorisé a la culture par la commigdsidmique de biosécurité brésilienne en
2011. La technique de modification sur le haricgiteelle de I'interférence par ARN. Elle
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repose sur linsertion de petites séquences d’adit®nucléique (ARNsi) qui
reconnaissent et détruisent 'ARN messager respbmsie la production de la protéine
que I'on veut éliminer. Ainsi la protéine n’est plproduire et I'effet est le méme que si le

gene était silencieux.
c. Des plantes résistantes aux champignons

v" Pomme de terre résistante au mildiou

Concernant les champignons, beaucoup de variétgsrdme de terre sont sensibles au
mildiou (maladie cryptogamique). Les croisementsggédection conventionnelle n’ont pas
permis de créer de variétés tolérantes a cettediradmi cause de nombreux dégats sur le
rendement et la qualité. Une pomme de terre de taétiqguement modifiée résistante au
mildiou existe. Elle contient deux génes de résistaissus d’'espéces sauvages
d’Amérique du Sud, zone d'origine de la pomme deeteCette pomme de terre

transgénique n’est pas développée actuellementi@pé&
1.3. Des plantes résistantes aux stress abiotique

Les contraintes environnementales comme la séd®ressalinité des sols et les basses
températures affectent la croissance et le rendedenplantes. De nombreuses chaines

métaboliques sont généralement affectées au cewssicontraintes.
a. Des plantes tolérantes a la sécheresse

Les sélectionneurs ont caractérisé et développéalestés de plantes tolérantes a la
sécheresse grace a la connaissance plus précigemes et de leur role, et aux capacités
d’analyse des plateformes de phénotypage.

v Mais tolérant a la sécheresse

Un mais OGM tolérant a la sécheresse a été tegtanale échelle en 2012 sur 4000
hectares par 250 agriculteurs dans I'ouest améritlacontient un géne qui intervient dans
le maintien de la photosynthése en cas de streggjbg. Ce gene, d’abord repéré dans le
cas de la résistance au froid, code une protéintagilite la mise en place de nombreuses

réactions cellulaires. Il est associé a une ségugnocn’autorise son expression qu’en cas
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de stress hydrique. Ce géne est actuellement tstécombinaison avec d’autres
modifications génétiques, car les essais montraitng croissance efficace des plantes

favorise aussi la tolérance a la sécheresse.

b. Des plantes résistantea la submersion lors d’'inondations

v' Pomme de terre résistante aux inondations

Le CIP (Le Centre international de la pomme des)edt Pérou produit des variétés de
pomme de terre génétiqguement modifiees pour lesistedice aux inondations. De
nouvelles variétés de riz possédant un gene qungiea la plante de résister a des
inondations de plusieurs jours a deux semainesétintégalement crées. En effet, les
moussons en Asie du Sud et du Sud-est peuvent guevalimportantes inondations

entrainant la disparition compléte des cultureszlsubmergées.
c. Des plantes affranchies d'engrais

Les bactéries du genRhizobiumsont logées dans les racines de la plante transfudr
l'azote de I'air en composeés qu'elles fournissdatgante. En échange de ces nutriments
indispensables, les bactéries recoivent des gls@dergétiques synthétisés par la plante.
Les plantes qui ne vivent pas en symbiose sontaoteés de consommer les nitrates du
sol, ce qui entraine l'utilisation d'engrais azqiésr les cultures intensives. L'introduction
des genes bactériens contrblant I'ensemble deoplggres de la fixation de I'azote (les
genes "nif") dans des céréales fut proposée. Getpra pas encore totalement abouti et se

trouve confronté a des difficultés (il y a une \aige de genes "nif" !).

v’ Céréales et assimilation de I'azote

De plus, un certain nombre de génes ont été idéestils sont de bons indicateurs de
I'absorption et du meétabolisme de l'azote, et paiemt donc étre utilisés dans des
stratégies de transgénese. Ainsi la surexpressida glutamine synthétase chez le blé et le
mais, ou celle de I'alanine amino-transférase deerolza ou le riz induisent: une
croissance plus importante de la plante et dontad@iomasse, des augmentations du
nombre et de la taille des grains, ou encore ueldppement de systemes racinaires plus

fins, plus denses et plus ramifiés propices a ueideure absorption de l'azote.
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v" Arabidopsis et assimilation de I'azote

Chez la plante modékrabidopsis un facteur de transcription (protéine régulatdee
I'expression des génes) intervenant dans les miétaies azoté et carboné a éte étudié. Sa
surexpression favorise I'efficacité d’utilisatioe tlazote. Ce résultat montre qu'il pourrait
étre intéressant de surexprimer des génes régidat@es projets sont en cours de

développement et n'ont pas atteint le stade deranercialisation.

d. Des plantes pour nettoyer les sols pollués

De méme, des plantes capables de capter des iotalionés toxiques présents

naturellement dans le sol ou apportés a la suiteedictivité industrielle, ont été obtenues.

1.4. Des plantes décoratives

v' Pétunias transgéniques

Pour rendre la couleur d'un pétunia plus intenes,athercheurs ont introduit une copie
supplémentaire d'un géne de coloration. Le résaftjue certaines fleurs présentent des
zones incolores tandis que d'autres sont plus &mnd@n crée ainsi des fleurs ayant de
nouvelles couleurs. Des pétunias plus résistantoal(-6°C) ont été aussi obtenus.

v' (Eillets transgéniques

Des ceillets sont commercialisés en Europe ave@rotiction de nouveaux pigments
qui  donnent une  coloration  violette. 75  millions aallets GM
vendus en 2010 par la société australienne FlagiEs travaux visant a restaurer le
parfum de roses ralentir le flétrissement des camlpa et d&Kalanchoe blossfeldiana.

1.5. Des plantes males stériles

La stérilité male est obtenue par transfert du géaenasse" codant pour une RNAs de
bactérie lié a un promoteur permettant de l'expriseulement dans le tapetum (zone
nécessaire au développement du pollen). Une fotadetum détruit, le pollen privé de
nourriture meurt. Par ce procédé, il devient pdedile féconder le blé par un autre pollen

gue le sien.
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2. Dans le secteur industriel

Les biotechnologies ouvrent de nombreuses perspsctians divers domaines de
I'industrie. Ainsi, il est possible d’améliorer lgwocédés industriels et la qualité des

produits, et de produire de nouvelles moléculeslébldar Farming).
2.1. Production depates a papier

Les lignines, constituants majeurs du bois, ne peupas étre valorisées par I'industrie
papetiere. Elles doivent étre éliminées par dehodés colteuses et tres polluantes car
utilisant des solvants. Des travaux conduits paed¢herche publique frangaise ont permis
d’identifier les génes impliqués dans la synthese l@jnines et de développer des variétés

de peupliers transgéniques, chez lesquels le taligmine est fortement réduit.

Le blanchissement de la pate a papier issue dpagdiers nécessite ainsi moins de
solvants ce qui réduit I'impact sur I'environnemelre méme type de travail a été réalisé
dans le cas de l'eucalyptus. En ce qui concerndidation de 'amidon pour l'industrie
des papiers, du textile et des adhésifs, les coamp®sle I'amidon recherchés sont les
amylopectines. Les variétés conventionnelles de npende terre contiennent 20%
d’amylose qu’il faut extraire afin de ne conservpre les amylopectines. Ainsi, une
pomme de terre a été génétiqguement modifiée paueow un amidon composé presque

exclusivement d’amylopectines.
2.2. Les huiles industrielles

Elles sont synthétisées a partir de matieres @resifossiles (pétrole), dont les
ressources sont limitées. Il est donc nécessairs’aléenter vers d’autres ressources
renouvelables. Parmi les nombreux programmes derelte, on peut citer celui destiné a
I'obtention d’'un colza transgénique a haute tererulacide gras érucique ou ricinoléique
pour la production de lubrifiants, de matieres fdaes, etc. Cette stratégie devrait

favoriser le développement de lubrifiants et desjd@es biodégradables.
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v' Colza transgénique

De plus, de nouvelles variétés de colza ont étémlgis par transgenése pour diminuer
la viscosité et augmenter l'indice d’octane du @iesActuellement, les huiles représentent
seulement 43% de la masse des graines de colzarebkerches sont menées pour
accroitre ce rendement. Ainsi, le géne qui codazlene intervenant dans la derniére
synthese de 'huile a été isolé. Des copies suppiaires de ce géne ont été introduites
dans du colza. Certaines graines ont ainsi prashgtquantité d’huile correspondant a plus

de 75% de leur masse.
2.3. Les colorants
v' Cas du coton

Un exemple original est l'obtention de cotons $ggniques de couleur grace a
l'introduction d’'un géne bactérien ou végétal cddaour un pigment. Ceci évitera
I'utilisation de teintures chimiques difficilemergcyclables et sources de pollution.

3. D’autres applications
3.1. Dans le secteur agroalimentaire

Dans ce domaine, les champs d’application poterg@nt trés variés : il peut s’agir de
la production de protéines impliguées dans deséoiéx agroalimentaires, ou de la modi-
fication de certaines propriétés des végétaux poptimiser leur utilisation.Ces
applications vont contribuer trés significativemanapporter aux communautés humaines
des aliments en quantité suffisante et ayant dedités nutritives améliorées par des

méthodes plus douces et moins polluantes.
a. Améliorer les qualités nutritionnelles

En alimentation animale, les recherches vont dansehs d'un développement de
plantes permettant un meilleur bilan nutritionne¢l évitant I'apport de compléments
nutritifs. Ainsi, il est possible d’obtenir des ptas de mais, colza, soja a teneurs élevées

en acides aminés, notamment en méthionine et lysirdes mais enrichis en huile.
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Concernant l'alimentation humaine, des travauxtsorenés pour diminuer les
propriétés allergénes du riz et du soja. Pour abterrésultat, on cherche a introduire dans
la plante un transgene qui inhibe la synthése gedt&ine allergisante. D’autres travaux
ont permis de modifier la teneur en amidon de lmmpe de terre et de disposer ainsi de

variétés mieux adaptées a la fabrication de féda@gurée ou de chips.

v' Des plantes plus riches en éléments essentielarfiites et acides aminés)

Par ailleurs, la modification volontaire du génatyges plantes par la transgénése peut
permettre d'apporter aux consommateurs des alirpargsiches en éléments essentiels.

* Cas du manioc

De plus, pour réduire les carences dues aux mandgigrotéines (fournit seulement
30% des besoins protéiques), de vitamines et deufeprogramme BioCassava Plus,
public-privé, est conduit par le Danforth Plant édcie Institute (américain) et des
organismes africains (Nigéria et Kenya). Il s'atgtdévelopper par transgénese des plantes
de manioc qui cumulent plusieurs caractéristiquesie résistance aux virugjne
diminution de la teneur en cyanure ou de ses dgrdtéuneaugmentation des teneurs en

protéines, en fer et en provitamine A.

e Lerizdoré:

Un autre exemple est celui du riz doré, enrichibeta-carotene, précurseur de la
vitamine A. l'objectif recherché est de réduire t@sences en cette vitamine, lesquelles
provoguent des cas graves de cécité. Le riz estrédonc capable de fournir un supplément
de vitamine A aux 400 millions d'étres humains@&uimanguent et sont menacés de perdre
la vue ainsi, que de fer aux quatre milliards des@anes carencées. Ce dernier exemple

rejoint deux domaines : en effet, ici la transgérgans I'agronomie est liée a la médecine.

v" Diminution de substances impropres a la consommaitio

¢ Cas du cotonnier

Le gosypol est un composé phénolique toxique rpggnt dans des glandes de tous les

tissus du cotonnier, y compris dans les graines.r8le est de protéger la plante contre
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pathogenes et les insectes. Le but des travealontjéié mené est de créer des PGM de

coton sans (ou avec peu) de gosypol.

v' Augmentation du contenu en acides gras (plantesagi@euses)

Des genes ont également été transférés chez la polr modifier la teneur en acides
gras ou pour obtenir des huiles contenant des sajdas recherchés en alimentation

humaine.

* Du soja transgénique

Le profil lipidique de I'huile de soja ne permedspde la conserver longtemps sans
transformation industrielle. De plus, elle ne peas$ étre chauffée et donc utilisée pour de
la friture. Pour permettre une utilisation au four a la poéle, I'huile de soja ordinaire est
généralement hydrogénée. Par ce procédé, on dinantemeur en acides gras insaturés
mais on induit la production d’acides gras «trandJne nouvelle variété de soja
généetiqguement modifiée, contenant moins d’acidess gnsaturés et plus stable a la
chaleur, a été autorisée en 2010 par 'USDA (Dépaent Américain de I'Agriculture).
Dans ce cas, I'hydrogénation n’est pas nécesshaitete huile présente une composition

plus saine en acides gras

v' Retarder la maturation des fruits

Dans le cas du melon et de la tomate, des valigtgsgéniques a maturation retardée
ont été obtenues. Ces fruits peuvent étre récaliés stade de maturation plus avance, ils
sont donc plus savoureux. D’autre part, une me#letbnservation et une aptitude au

transport améliorée réduisent les pertes.

« Un melon a maturation retardée

Le melon est le premier fruit génétiguement meédibbtenu par un laboratoire de
recherche francais. La synthése de I'éthylene, boemwesponsable de la maturation des
fruits, a été en partie inhibée par l'introductidon géne antisens. Ainsi, le détachement
du fruit est retardé et le melon maintenu sur miedtinue d’accumuler des sucres. Il n'a

pas encore fait I'objet d’'une demande de commeseitbn.
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3.2. Dans le domaine médical
v’ Les produits sanguins

Des recherches menées en France ont permis deirgrdés protéines plasmatiques a
partir de tabacs et de pomme de terre transgénigaasettant I'obtention d’hémoglobine
humaine recombinée. Cette albumine devrait étrexgnohere que celle issue du plasma

sanguin.
v' Les vaccins

Des recherches portent sur la production et lausith de vaccinyia des fruits ou
céréales. Des chercheurs ont mis au point desnspoiur ’lhomme contre I'hépatite B et
la gastro-entérite provoquée par la bactBrieoli. Ces vaccins sont produits par des

bananiers transgéniques et s’accumulent dans tesba qui deviennent des alicaments.
v' Les protéines humaines

Des travaux sont actuellement en cours pour la ymtamzh de protéines ou de

glycoprotéines a usage thérapeutique a partir gderghs plantes transgéniques : soja,

tabac, pomme de terre, riz ou colza.

Des travaux trés avancés ont été aussi conduifsarce sur la production de lipase
gastrique par des mais transgéniques. La lipasaquessest une protéine utilisée dans le
traitement de l'insuffisance pancréatique exoc(ingossibilité pour le pancréas de faire
passer dans le systeme digestif les enzymes néesssal’assimilation des aliments).
L’absence de lipase gastrique empéche le systegestdi de métaboliser les lipides
contenus dans la nourriture. Ce probleme affedtecipalement les patients atteints de
mucoviscidose ou de pathologies du pancréas. Le geémain codant pour cette lipase a
éteé transféré avec succes a des mais adaptés eodaction de molécules a role

pharmaceutique.
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VIII. Les plantes transgéniques et leur impact suf'environnement et la santé
1. Impact des PGM sur I'environnement
1.1. Effet direct des PGM sur I'environnement

Outre les pratiques agricoles en général, la @titune plante en particulier peut avoir
des incidences supplémentaires sur I'environneneentraison de ses caractéristiques

intrinséques.
a. Utilisation de produits phytosanitaires

Les plantes Bt recoivent des informations génésquie la bactérieBacillus
Thuringiensisqui leur permettent de synthétiser une ou plusiguotéines nocives pour
certains insectes et ces plantes la se préserileatnggmes d’'un ou plusieurs groupes
d’'insectes. De ce fait, les plantes Bt n'ont pluftée traitées avec des substances
chimiques ou biologiques supposés les protéger.

On cite comme exemple le coton qui est cultivésb$o de la surface agraire mondiale
et mais qui est responsable a lui seul de 16%uldidation d’'insecticide dans le monde.
En 2013 la culture de coton Bt a permis de réduitdisation d’'insecticides de 48.3%. En
outre, la culture a grande échelle de plantes O@diktantes aux maladies entraine une
diminution globale des maladies, ce qui réduittearr I'utilisation de pesticides dans les

cultures non OGM voisines.
b. Effets sur le papillon monarque

En 1999, des biologistes américains souléventdbl@me de la toxicité du pollen des
plantes Bt pour les chenilles de papillon monargueant en bordure des champs.
L'ingestion de ce pollen provoquerait un ralentisset de la croissance et une mortalité
des chenilles. Cette étude a fait grand bruit dassnédias car le papillon-monarque est
protégé, et a une grande valeur symbolique polwartexicains. Ces travaux ont été ensuite
contredits, I'effet aurait été sur-évalué lorsalpriemiére étude. Il est a noter que, méme si
le pollen Bt avait présenté une toxicité sensildares chenilles, ceci probleme n'aurait

pas été plus grave avec les OGM qu’avec les antédkodes de lutte contre les insectes.
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Les insectes vivant en bordure de champs sontevndiikablement beaucoup plus affectés
par l'application d'insecticides, ou méme par Easipn de pathogénes utilisés en lutte
biologique comme la bactérigacillus thuringiensis|l est donc important de dissocier

I'effet médiatique de I'impact écologique réel.

c. L’abeille mellifere et d’autres organismes nonibles

Les plantes produisent certaines substances decport pour s’armer contre des
pathogeénes ou des phytophages. Les lectines dmiioh n’est pas nécessairement tres
spécifique, en sont un parfait exemple. L'abeillellifére est au coeur des attentions. Elle
est utile non seulement pour produire du miel, mégmlement responsable de la
pollinisation d’'un quart des plantes. La multiptioa des plantes dépend donc de cette
bonne pollinisation pour une récolte a la fois gatdve et quantitative. Partout dans le
monde les apiculteurs voient leurs populations eillds régresser, et ils en font porter la
responsabilité majoritairement aux plantes OGM. dviam observe un taux de mortalité
anormalement élevé des abeilles melliferes en geadgiet pourtant aucune plante OGM
n'y est cultivée a des fins commerciales, de ce l&s plantes OGM ne seraient pas

forcément a l'origine de la régression des popoeatid’abeilles.

L’abeille est un insecte qui, dans le cadre detsorail de pollinisation entre en contact
avec de grandes quantités de pollen contenantrdasines Bt. Les protéines Bt Possédent
un mécanisme d’action tres spécifique, une foigii@ég, cette derniére est reconnue par des
récepteurs spécifiques situées sur la paroi imi@stide I'insecte cible, or les abeille n’ont
pas de récepteur pour protéines Bt utilisées adjouir dans I'agriculture ce qui fait

gu’elles ne peuvent pas étre sensibles aux pl&ttastuellement autorisées.

d. Rendement par unité de surface

by

La demande mondiale croissante de produits agscdlestinés a I'alimentation
humaine et animale et a la fabrication de carberaxerce une lourde pression sur
I'environnement et sur la surface agraire dispailbla maitrise de I'extension de cette
derniére est essentielle pour prévenir la perteédétation naturelle et de biodiversité. Les
économistes Evenson et Rosegrant ont calculé qRGH0, la surface agraire aurait

augmenté de 3 a 5% si les plantes agricoles navpees été génétiguement améliorées par
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sélection végétale depuis 1965. Cela représenté&comomie 24 a 32 millions d’hectares
réalisée grace a I'évolution de la technologieeet®65 et 2000.

e. Dispersion des genes par le pollen

Le risque de pollinisation croisée entre plantdiw@es et variantes sauvages a toujours
existé et le transfert de génes entre plantes araél et espéces sauvages croisables a lieu
depuis l'invention de l'agriculture. Plusieurs éEms déterminent la probabilité d’une

dispersion des genes par le pollen :

- Le mode de transmission du pollen (vent, ins@clasdistance entre les plantes et la

durée de vie du pollen.

- La synchronisation de la floraison des plantes.

- La compatibilité sexuelle ou la capacité des dplantes a produire une descendance
féconde.

- L’écologie de la population sauvage et la meslares laquelle le gene obtenu peut offrir

un avantage sélectif aux espéces sauvages.

Toutefois, la technique utilisée pour améliores fdantes (croisement, sélection par
mutation, technologie OGM) n’influence aucuneméntgact de la propagation des génes
dans la nature. En effet, cet impact dépend entiéné des génes et donc des propriétés

codant les génes répandus.

La dispersion de géenes dans la nature n'a d'inceleur I'environnement que si le
géne peut offrir un avantage sélectif aux planteésables avec la plante cultivée. Les
plantes sauvages obtenant un avantage sélectifette maniere peuvent perturber

I’équilibre écologique existant et causer la digjar d’autres plantes.

f. Transfert horizontal de génes

La dispersion du pollen telle que décrite précédentnpeut entrainer le transfert
d’informations génétiques d’'un parent a sa desgeredaC’est ce qu’on appelle le transfert
vertical de genes. Mais le transfert de géenes @galement étre « horizontal ». Dans ce
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cas, des genes sont échangés entre organismesregaoduction sexuelle. C'est la
spécialité des bactéries, qui s’avérent extraondineent habiles a intégrer et a échanger de
I’ADN entre elles.

Le transfert horizontal de genes a soudainementséai entrée dans le débat sur les
plantes OGM a l'occasion de la controverse susqige les géenes de résistance aux
antibiotiques, soit les génes qui protegent un rosgae contre I'effet nocif d’'un
antibiotique. Ces génes sont de moins en moirisagidans le cadre du développement de
plantes OGM en raison de leur connotation négatlas qu’ils étaient abondamment
utilisés a I'aube de la technologie OGM (dont l&ntes OGM actuellement utilisées sont

issues).

A I'époque, un géne de résistance aux antibiotigial intégré avec le géne d’intérét
dans 'ADN des plantes afin de permettre une sélectfficace des plantes OGM en
laboratoire parmi le vaste groupe de plantes OGMoet OGM. Mais les chercheurs se
sont vite inquiétés de savoir si ces genes deta@sis aux antibiotiques contenus dans les
plantes OGM pouvaient étre transférés a des bastéyu d’autres organismes tels que des
champignons) dans le sol, puisque ces génes priemtnaitialement de bactéries. Des
dizaines d’études ont alors été effectuées endadioe et sur le terrain. On dénombre ainsi
59 études rien que la pour la période compriseee2@02 et 2012. Il est apparu que la
fréquence du transfert horizontal de génes de gdamers d’autres organismes (dont les
bactéries) est extrémement faible et n’a encoraigmpu étre démontrée sur le terrain. Ce
n'est que dans les conditions artificielles d’ubdeatoire que I'on a observé le transfert,
entre une plante et une bactérie, d’'un fragmenDdNAres similaire dans la plante et dans

la bactérie et selon une tres faible fréquencel (deur 10 000 a 1 pour 100 millions).
1.2. Effets indirects des PGM sur I'environnement

Si l'utilisation des produits phytosanitaires n’pas réfléchie et que les produits utilisés
ne sont pas alternés, le risque que les inseeesshlampignons ou les mauvaises herbes
etc, développent une résistance restera présemartst ce cas-la, les mauvaises herbes
subsisteront méme aprés le traitement du chamieféitadcité de la culture de la plante
tolérante de I'herbicide régressera sensiblemexactEment ce qui s’est passé aux états
unis, moins de 10 ans aprés lintroduction de pgantolérantes au glyphosate, les

Dr. Benabdoun Faiza Meriem Page 68




La transgenese végétale

premiéres mauvaises herbes tolérantes a cetteasabsbnt commencé a voir le jour.
Chose qui a menée a ce que les agriculteurs appliquus de glyphosate que les doses
initialement nécessaires ou méme utiliser d’anciéesbicides plus nocifs. Ainsi,
I'avantage environnemental procuré par la culturesgja tolérant au glyphosate est passé
de 21% en 2004 a seulement 1% en 2013.

a. Résistance au Bt

Tout comme les mauvaises herbes, les insectesepewgalement s’adapter aux
produits phytosanitaires. Par exemple, la Chrysentis racines du mais a ainsi pu
s’adapter aux plantes Bt résistantes aux insettaffagblir I'efficacité de la rotation des
cultures du mais et du soja. Plusieurs expérieaneslémontré que les insectes peuvent
s’adapter relativement vite aux protéines Bt. Apuas sélection de huit générations en
1990 il a été prouvé que le foreur de tiges eunoérivait développer une résistance a

une plante Bt spécifique.

Plusieurs études ont démontré que les protéineecticides secrétées par certaines
plantes restent biologiguement actives pendantraes dans le sol, et dans certains cas de
froid, leur dégradation semble étre quasiment nilans certains cas ces insecticides
secrétés par la plante peuvent s’attaquer a destessqui sont eux-mémes des ennemis
naturels des insectes ravageurs des cultures. ddugiion permanente d’insecticide par
une culture de planteBt crée un nouveau milieu de sélection qui p&woriser le

développement de résistances chez les insectes.

2. Impact des PGM sur la santé

Les études indépendantes démontrant I'innocuitécditgres OGM sur la santé humaine
ou animale sont cruellement absentes de la litterascientifique. Quasiment tous les
OGM commercialisés dans le monde produisent outstérants a des pesticides. Pourtant,
alors que les pesticides doivent étre testés pena@période minimale de deux ans avant
d’étre autorisés en Europe, les tests de sécufaéetwés sur les OGM n’ont jamais duré
plus de 90 jours méme pour les plantes OGM pestcidEn revanche nombreux
chercheurs ont prouvé I'existence de liens fortseela consommation indirecte (a travers
la consommation d’animaux ayant ingéré des OGM{licecte et les risques sur la santé.

En fait, nous ignorons si les cultures OGM songellement » sans danger pour la
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consommation animale ou humaine car trop peu déstddce sujet ont été menées sur le
long terme. Cela transparait dans la controverdeeke concernant I'évaluation de
I'innocuité des OGM. Il est infondé et trompeur fllfaner que consommer des OGM est
sans danger pour la santé sous prétexte que lesgamé en consomment depuis dix ans

sans qu’on ait observé des conséquences visibles.
2.1. La toxicité

Plusieurs études ont démontré que des symptomésxio@é peuvent, par exemple,
apparaitre sur les reins et le foie. En effet,ectiicité peut provoquer I'apparition de
maladies chroniques. De ce fait, les herbicideksé@s en association avec les cultures

OGM comportent des risques avérés pour la sant@inem

a. Plantes-insecticides (Bt) : devenir de I'insedide dans la chaine alimentaire

Il n'existe aucun suivi sanitaire systématique desnaux nourris avec des plantes Bt
vu que Les insecticides produits dans les plaBesont considérés non toxiques au
prétexte qu’il s’agit de protéines et donc de maliés naturelles mais le caractere naturel
d’'une molécule, ou plus particulierement le faieqe soit une protéine, ne I'exonére en
rien d’'une éventuelle toxicité ou de graves effsondaires. Par exemple, que I'agent
infectieux responsable des maladies dégénérativesysteme nerveux central appelées
encéphalopathies spongiformes (maladie de la vintlee tremblante du mouton, maladie

de Creutzfeldt-Jakob, ...), le prion, est une praéin

Le débat sur le mais pesticide Bt MON863 est néinlgsiétudes exprimées par des
scientifiques indépendants 40 au sujet de diff@@erors de tests alimentaires. Au lieu
d’admettre les incertitudes concernant la sécatiteentaire du MON863 et d’approfondir
les recherches, I'EFSA et l'industrie des biotedbges se sont évertuées a nier

I'importance de ces découvertes.

2.2. Les allergies

En revanche, ce qui ne fait pas de doute, c’est lggecultures OGM peuvent
potentiellement provoquer bien plus de réactiomsrgijues que les cultures issues de

croisements conventionnels. Ainsi, lors d’'une ekpéntation a long terme menée en
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Australie, il a été constaté que des petits poidMOgausaient des réactions allergiques
chez les souris. Cela les rendait également plusilsles a d’autres allergies alimentaires.

2.3. Les géenes marqueurs résistants aux antibiotigs

L’approbation d’aliments contenant des OGM esg&dale génes marqueurs résistant
aux antibiotiques, n’est pas encouragée. Cela kpippar I'apparition dans I'organisme
humain de bactéries résistantes aux antibiotiqis.2008, une étude réalisée par
I'Université de Vienne en Autriche, affirme qued&™ génération de souris nourries avec
du mais OGM de Monsanto, présentaient plus decdifés a se reproduire. De plus, le
nombre et le poids des petits étaient plus faibles OGM sont devenus synonyme
d’'inquiétude a travers le Monde, méme si les prtelus ont investi et dépensé des
millions pour convaincre les consommateurs queliezents a base d’'OGM exposés sur le

marché sont sans danger.
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