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Expression du gène rapporteur de la ß-glucuronidase dans une coupe transversale de tige 
d’une plante transgénique d’Allocasuarina verticillata 35S-gus âgée de deux ans.
Expression of the ß-glucuronidase reporter gene in a section of the stem of a two year-old 
transgenic 35S-gus Allocasuarina verticillata plant.
Photo C. Franche.

Les auteurs présentent un bilan des acquis dans le domaine de la transformation
génétique des arbres forestiers. Cet état de l’art englobe les méthodes de transformation, les gènes
introduits (tolérance aux herbicides, résistance aux insectes, modification de la floraison ainsi que de 
la qualité ou de la quantité de lignine…), les bénéfices et les risques liés aux arbres transgéniques.

La transformation génétique
chez les arbres forestiers : 

principales stratégies utilisées 
et leurs applications



RÉSUMÉ

LA TRANSFORMATION GÉNÉTIQUE

CHEZ LES ARBRES FORESTIERS :

PRINCIPALES STRATÉGIES

UTILISÉES ET LEURS APPLICATIONS

La transformation génétique est l’une
des biotechnologies les plus promet-
teuses pour contourner certains des
obstacles majeurs rencontrés dans les
programmes d’amélioration génétique
des plantes par la voie sexuée, notam-
ment chez les arbres aux longs cycles
de reproduction. La transformation
génétique permet en effet d’introduire
un ou plusieurs gènes conférant aux
plantes cibles des caractères nouveaux
sans globalement perturber l’architec-
ture génomique de la plante. Les diffé-
rentes étapes de la transformation,
allant de l’introduction d’Adn étranger
dans une cellule jusqu’à son expres-
sion par la plante, sont d’abord dépen-
dantes du degré d’aptitude d’une
espèce végétale donnée à la régénéra-
tion in vitro, c’est-à-dire de sa capacité
à produire des plantes entières à partir
de différents tissus ou organes par
caulogenèse adventive ou par embryo-
genèse somatique. Ceci explique les
progrès plus lents obtenus dans l’ob-
tention de plantes transformées chez
les espèces ligneuses par rapport aux
espèces herbacées. Entre les deux
méthodes majeures de transformation,
celle utilisant Agrobacterium a donné
le plus de résultats positifs chez les
arbres, surtout chez les angiospermes,
tandis que la microprojection reste un
outil privilégié chez les espèces peu
sensibles à la transformation bacté-
rienne comme les gymnospermes. De
nombreux gènes d’intérêt ont pu être
ainsi introduits chez les arbres, comme
ceux conférant une résistance aux her-
bicides ou aux insectes. Actuellement,
les recherches portent principalement
sur la modification et l’introduction de
gènes de la chaîne de biosynthèse des
lignines dans le but d’améliorer le ren-
dement d’extraction de la pâte à
papier. 

Mots-clés : Agrobacterium, biosyn-
thèse lignines, culture de tissus,
microprojection, organogenèse
adventive, transgenèse.

ABSTRACT

GENETIC TRANSFORMATION 

IN FOREST TREES: MAIN

STRATEGIES AND APPLICATIONS

Genetic transformation holds out par-
ticular promise as a means of over-
coming some of the main obstacles
encountered in programmes for
genetic improvement in plants by sex-
ual reproduction, especially in trees
with long reproductive cycles. Genetic
transformation enables one or more
genes to be introduced in order to con-
fer new characters to the target
species without causing any overall
disruption in the architecture of the
plant’s genome. The different stages in
transformation, from the introduction
of foreign DNA into a cell up to its
expression by the plant, depend first
of all on the ability of a given plant
species to regenerate in vitro, in other
words on its capacity to produce whole
plants from different tissues or organs
by de novo caulogenesis or somatic
embryogenesis. This accounts for the
slower rate of progress in obtaining
genetically transformed plants in
woody species, compared to herba-
ceous species. Of the two main trans-
formation methods, the use of
Agrobacterium has produced more
positive results in trees, especially
angiosperms, while microprojection is
still the best method for species that
are less sensitive to bacterial transfor-
mation, such as the gymnosperms.
Many useful genes have thus been
introduced into trees, including genes
for resistance to herbicides or to
insects. Current research is mainly
focused on modifying and introducing
genes from the lignin biosynthesis
chain, in order to improve paper pulp
extraction yields. 

Keywords: Agrobacterium, lignin
biosynthesis, tissue culture, micro-
projection, de novo organogenesis,
transgenesis.

RESUMEN

LA TRANSFORMACIÓN GENÉTICA 

EN LOS ÁRBOLES FORESTALES:

PRINCIPALES ESTRATEGIAS

EMPLEADAS Y SUS APLICACIONES

La transformación genética es una de
las biotecnologías más prometedoras
para evitar algunos de los principales
obstáculos encontrados en los progra-
mas de mejora genética de las plantas
mediante reproducción sexual, parti-
cularmente, en árboles con largos
ciclos de reproducción. La transforma-
ción genética permite introducir uno o
más genes que confieren a las plantas
elegidas caracteres nuevos sin alterar
globalmente la estructura genómica
de la planta. Las distintas etapas de la
transformación que van de la introduc-
ción de ADN extraño en una célula
hasta su expresión por la planta
dependen, primeramente, del grado
de aptitud de una especie vegetal
determinada para su regeneración “in
vitro”, es decir, de su capacidad para
producir plantas enteras a partir de
distintos tejidos u órganos mediante
caulogénesis adventicia o embriogé-
nesis somática. Esto explica que los
adelantos sean más lentos en la
obtención de plantas transformadas
en las especies leñosas que en las her-
báceas. De los dos métodos principa-
les de transformación, el que utilizaba
Agrobacterium arrojó más resultados
positivos en los árboles, sobre todo en
angiospermas, mientras que la micro-
proyección sigue siendo una herra-
mienta excelente en las especies poco
sensibles a la transformación bacte-
riana como las gimnospermas. De esta
forma, se pudieron introducir numero-
sos genes interesantes en los árboles,
como los que confieren resistencia a
los herbicidas o a los insectos.
Actualmente, las investigaciones se
dirigen principalmente a la modifica-
ción e introducción de genes de la
cadena de biosíntesis de las ligninas
para mejorar el rendimiento de extrac-
ción de la pasta de papel.

Palabras clave: Agrobacterium, bio-
síntesis ligninas, cultivo de tejidos,
microproyección, organogénesis
adventicia, transgénesis.
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Introduction

La transformation génétique est
l’une des biotechnologies les plus
prometteuses pour lever certains des
obstacles majeurs rencontrés dans le
cadre de programmes d’amélioration
génétique des plantes par la voie
sexuée. Chez les arbres, ces obstacles
sont notamment liés aux longs cycles
de reproduction, à une pollinisation
contrôlée souvent difficile à mettre en
œuvre, aux cycles saisonniers de dor-
mance et au manque d’informations
sur la génétique et l’héritabilité de
caractères importants. La transforma-
tion génétique permet ainsi d’intro-
duire un ou plusieurs gènes conférant
aux plantes cibles des caractères nou-
veaux, sans globalement perturber
l’architecture génomique de la plante.

L’introduction et l’expression
d’Adn étranger dans la cellule végé-
tale nécessitent plusieurs étapes :
introduction d’Adn exogène dans la
cellule, intégration de cet Adn dans le
génome hôte et expression des trans-
gènes (c’est-à-dire des gènes transfé-
rés), croissance et division de cette
cellule, et régénération d’une plante
entière à partir des cellules transfor-
mées. De nombreux résultats positifs
ont été obtenus chez les espèces her-
bacées, tandis que les progrès res-
tent beaucoup plus lents chez les
espèces ligneuses, principalement en
raison d’une aptitude à la régénéra-
tion généralement faible chez ces
dernières. En effet, le degré d’apti-
tude d’une espèce végétale à la régé-
nération in vitro, consistant en une
production de plantes entières à par-
tir de différents tissus ou organes par
caulogenèse adventive ou par
embryogenèse somatique, est un fac-
teur déterminant dans l’efficacité du
processus de transformation.

La première régénération d’un
arbre forestier transgénique a été
obtenue en 1986 (Parsons et al., 1986)
sur le peuplier, qui est resté depuis lors
l’espèce ligneuse modèle pour la trans-
formation génétique et sur laquelle les
études sont les plus avancées. Le pre-
mier gymnosperme transgénique,
l’épicéa, a été régénéré en 1993, grâce 

aux progrès réalisés avec la mise au
point de la technique de transfert
direct par microprojection. La transge-
nèse végétale représente pour les
arbres forestiers un moyen d’accélérer
les programmes d’amélioration géné-
tique, grâce à l’introduction de gènes
d’intérêt ; elle est également un outil
de recherche fondamentale qui va per-
mettre de comprendre les bases molé-
culaires de la physiologie des arbres,
comme par exemple la formation du
bois, ou les phénomènes de dormance
(Ahuja, 2000 ; Minocha, Wallace,
2000 ; Pena, Séguin, 2001). La plupart
des travaux de transformation géné-
tique entrepris avec succès chez les
arbres forestiers l’ont été à partir de
matériel juvénile, souvent d’explants
issus de jeunes germinations qui sont
beaucoup plus aptes à régénérer que
du matériel plus âgé. Les exemples de
transformation de matériel adulte
sélectionné sont très rares, sauf chez
le peuplier, en raison précisément de
son aptitude élevée à la régénération. 

Espèces forestières
transformées

génétiquement

Depuis les premiers résultats
publiés sur le peuplier, la régénération
d’arbres forestiers transformés de façon
stable a été obtenue majoritairement
chez les angiospermes et chez quelques
gymnospermes (tableau I). Bien qu’il
soit difficile d’établir une liste exhaustive
de tous les travaux réalisés chez les
arbres, on constate que le peuplier
recouvre à lui seul presque la moitié des
publications consacrées à l’ensemble
des espèces ligneuses forestières. Entre
les deux grandes méthodes de transfor-
mation utilisées, celle employant
Agrobacterium a donné largement plus
de résultats positifs, du moins chez les
angiospermes. Chez les gymnospermes,
moins sensibles à la transformation bac-
térienne, la microprojection a été l’outil
de transformation privilégié jusqu’à la
mise au point des souches hyperviru-
lentes d’Agrobacterium tumefaciens. 
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Figure 1. 
Principales étapes de la transformation génétique d’une cellule végétale 
par Agrobacterium (d’après Franche, Duhoux, 2001).
Main stages in the genetic transformation of a plant cell using Agrobacterium
(from Franche, Duhoux, 2001).



Transformation par 
les agrobactér ies

Les résultats de transformation
génétique les plus nombreux et avan-
cés ont été obtenus chez les peupliers
(hybrides en particulier), en raison de
leur très bonne aptitude à la régénéra-
tion de plantes entières à partir d’ex-
plants variés et de leur grande sensibi-
lité aux agrobactéries. La plupart des
peupliers transgéniques ont été obte-
nus par transformation avec A. tume-

faciens. Seul Populus tremula x P. alba

a été transformé par A. rhizogenes.
Toutes les autres espèces d’angio-
spermes transformées à ce jour, à l’ex-
ception du tulipier, ont pu l’être grâce
à des souches désarmées d’A. tumefa-

ciens, soit par ordre chronologique
d’obtention : le noyer (Juglans regia), 

le neem (Azadirachta indica), le liqui-
dambar (Liquidambar styraciflua),
Allocasuarina verticillata, Eucalyptus

camaldulensis, Eucalyptus globulus, le
bouleau (Betula pendula), le châtai-
gnier (Castanea sativa) et le robinier
faux-acacia (Robinia pseudoacacia).
Parmi ces dernières espèces, seuls
Allocasuarina verticillata et le robinier
faux-acacia ont aussi été transformés
par A. rhizogenes. 

Le faible nombre de résultats
positifs de transformation obtenus
chez les eucalyptus, malgré le grand
nombre de travaux entrepris chez de
nombreuses espèces du genre, s’ex-
plique surtout par leur faible aptitude
à régénérer (Mac Rae, Van Staden, 

1999). Cependant, plusieurs travaux
entrepris par de grands groupes pri-
vés (Shell, ATC, Forbio, Ence, Aracruz
cellulose, Nippon Paper Industries…),
mais dont les résultats détaillés ne
sont pas accessibles car déposés
dans le cadre de brevets, ont abouti à
l’obtention de plantes transformées
chez différentes espèces d’eucalyp-
tus non citées dans le tableau I. 

Chez les conifères, l’obtention
d’une transformation stable via l’uti-
lisation de souches désarmées
d’A. tumefaciens n’a été acquise que
récemment, trois espèces étant
concernées : le mélèze (Larix kaemp-

feri x L. decidua), l’épicéa (Picea abies)
et Pinus strobus (tableau I).

54 B O I S  E T  F O R Ê T S  D E S  T R O P I Q U E S , 2 0 0 4 , N ° 2 8 2  ( 4 )

FOCUS / GENETIC TRANSFORMATION

Tableau I a. 

Résultats de transformation stable obtenus chez les arbres forestiers.

Espèces Méthode Gènes transférés Explants Résultats

Gymnospermes

Larix decidua (mélèze) A. rhizogenes Adn-T Germinations Arbres transgéniques régénérant un chevelu racinaire

Larix decidua (mélèze) - nptII, aroA - Régénération de plantes KmR et GlyphosateR

Larix kaempferi x L. decidua A. tumefaciens nptII Tissus embryogènes Régénération de plantes KanamycineR

Larix laricina Microprojection nptII, uidA Tissus embryogènes Plantes KmR exprimant Gus

Picea abies Microprojection - Tissus embryogènes -

Picea abies A. tumefaciens - - -

Picea abies Microprojection bar Tissus embryogènes Régénération de plantes PhosphinothricineR (Basta)

Picea abies Microprojection nptII, uidA, bar Tissus embryogènes Régénération de plantes GénéticineR, exprimant Gus 
et GlufosinateR

Picea abies Microprojection bar, spi 2 Tissus embryogènes Régénération de plantes PhosphinotricineR à activité 
péroxydasique accrue

Picea glauca Microprojection nptII, uidA, cryIA Embryons somatiques Plantes KmR exprimant Gus et gènes de toxine Bt

Picea mariana Microprojection - Tissus embryogènes -

Picea mariana Microprojection hpt, uidA Embryons somatiques Plantes HygromycineR exprimant Gus

Pinus pinaster Microprojection hpt, uidA Embryons somatiques Plantes HygromycineR exprimant Gus

Pinus pinaster A. tumefaciens hpt, uidA Embryons somatiques Plantes HygromycineR exprimant Gus 

Pinus radiata Microprojection nptII, uidA Tissus embryogènes Plantes GénéticineR exprimant Gus

Pinus radiata Microprojection nptII, uidA, bar Tissus embryogènes Régénération de plantes GénéticineR, exprimant Gus 
et GlufosinateR

Pinus radiata A. tumefaciens nptII, uidA Tissus embryogènes Plantes GénéticineR exprimant Gus

Pinus strobus A. tumefaciens nptII, uidA ou gGfp Tissus embryogènes Plantes KmR exprimant Gus ou Gfp

Pinus taeda Microprojection nptII, uidA, cryIA Embryons zygotiques Plantes KmR exprimant Gus et gènes de toxine Bt

Pinus taeda A. tumefaciens - - -

Abréviations. als : gène de l’acétolactate synthase conférant la résistance au chlorosulfuron ; aroA : gène de la 5-enopyruvyl shikimate synthase ; bar : gène codant 
pour la phosphinothricine acétyltransférase ; gCad : gène codant pour la cinnamyl alcohol déshydrogénase ; cat : gène de la chloramphénicol acétyltransférase ; 
g4CL : gène de la 4-coumarate CoA ligase (biosynthèse lignines) ; gComt : gène codant pour la Caffeic-O-méthyltransférase ; cryIA : gène de la toxine Bt (= endotoxine de
Bacillus thuringiensis) ; GA-20 oxydase : gibberrelic acid-20 oxydase ; gGfp : gène de green fluorescent protein ; hpt : gène de l’hygromycine phosphotransférase ; 
ipt : gène de l’isopentenyl transférase (enzyme de biosynthèse des cytokinines) ; KmR : résistance à la kanamycine ; luxAB : gène marqueur de la luciférase ; 
nptII : gène de la néomycine phosphotransférase conférant la résistance à la kanamycine ; pin 2 (= IP) : gène d’inhibiteur de protéase (potato proteinase inhibitor II) ;



Transformation par 
les méthodes directes

La méthode de microprojection
est peu utilisée chez les angiospermes.
Ainsi, une seule espèce de peuplier
hybride semble avoir été transformée
avec succès par cette méthode, après
bombardement de protoplastes régé-
nérants (tableau I). Chez les autres
angiospermes, le tulipier et le liqui-
dambar ont pu être transformés de
façon stable par cette méthode.

En revanche, chez les gymno-
spermes, la majorité des espèces trans-
formées de façon stable ont été obte-
nues par microprojection (tableau I). 

Parmi les autres méthodes de
transformation directe possibles, seule
l’électroporation de protoplastes a
abouti à l’obtention d’arbres transgé-
niques et chez une seule espèce
hybride de peuplier (Populus tremula x
P. alba) (Chupeau et al., 1994).
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Encadré 1. 

Transformation génétique par Agrobacter ium .

La transformation génétique des arbres forestiers, comme celle des espèces herbacées, est réa-
lisable suivant deux grands types de méthodes : l’une, dite de transfert par des vecteurs biolo-
giques, utilise le pouvoir pathogène d’Agrobacterium tumefaciens et d’Agrobacterium rhizo-
genes, deux bactéries du sol ; l’autre, dite de transfert direct, consiste à introduire de l’Adn
étranger dans le noyau de la cellule à l’aide de systèmes physiques (encadré 2) (Ahuja, 2000).
L’infection par A. tumefaciens et A. rhizogenes se traduit par l’intégration d’un fragment d’Adn
bactérien simple brin dans le génome de la plupart des plantes dicotylédones et de quelques
monocotylédones (pour revues, voir Zupan et al., 2000 ; Franche, Duhoux, 2001). L’intégration et
l’expression de ces fragments d’Adn sont responsables des maladies de la « galle du collet » pour
A. tumefaciens et du « chevelu racinaire » pour A. rhizogenes, qui se manifestent respectivement
par l’apparition d’une tumeur et d’une prolifération racinaire au niveau des sites d’infection. 

Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens contient un mégaplasmide de 150 à 250 kilopaires de bases, appelé
plasmide Ti1 (« Tumor inducing plasmid » = pTi). Ce plasmide Ti porte cinq régions principales :
une région de virulence (région vir), une région T (Adn de transfert ou Adn-T), une région où sont
situés les gènes de dégradation des opines (opc), l’origine de réplication2 (ori) et une région res-
ponsable du transfert par conjugaison3 du plasmide.
L’Adn-T, sous sa forme simple brin (« T-strand » = brin T), est le seul segment du plasmide Ti
transféré dans la cellule végétale. Chez les souches sauvages d’A. tumefaciens, cette région
porte des gènes (dits oncogènes) impliqués dans la synthèse de phytohormones (auxines et
cytokinines) qui sont à l’origine de la prolifération des cellules tumorales. Les tissus tumoraux
synthétisent une classe spécifique de molécules de faible masse moléculaire, les opines. Ce sont
des dérivés de sucres et d’acides aminés dont la synthèse est déterminée par des gènes de
l’Adn-T. La nature des opines dépend du plasmide Ti présent dans la souche d’Agrobacterium, ce
qui a permis une classification des bactéries (souches à nopaline, octopine ou succinamopine). 
La région de virulence (région vir) comporte différents opérons4 qui codent pour des enzymes
intervenant dans le transfert du brin T.

Agrobacterium rhizogenes

Comme A. tumefaciens, A. rhizogenes contient un mégaplasmide d’environ 250 kpb, appelé plas-
mide Ri (« Root inducing plasmid » = pRi), qui porte un Adn-T, une région vir et une région de cata-
bolisme des opines analogues à celles des pTi. Les pRi sont également répartis en différentes
classes selon le type d’opine qu’ils codent (souches à agropine, mannopine et cucumopine).
Les fonctions codées par l’Adn-T du plasmide Ri sont moins connues que celles du plasmide Ti, la
plus grande différence entre les deux types de plasmides résidant dans la présence de gènes rol
(« Root loci ») au sein de l’Adn-T du pRi, lesquels interviennent dans la synthèse de phytohor-
mones et la formation du chevelu racinaire.

Transfert de l’Adn-T chez Agrobacterium et utilisation 
pour la transformation génétique

La figure 1 présente les principales étapes de l’interaction entre Agrobacterium et la plante. Les
cellules végétales blessées sécrètent des composés phénoliques tels que l’acétosyringone, qui
vont attirer les agrobactéries et agir sur deux gènes de virulence, virA et virG, lesquels induisent
l’expression des autres opérons vir. Une copie simple brin de la région T est synthétisée. Des pro-
téines (VirD2 et VirE2) s’associent au brin T avant son passage de la bactérie à la cellule végétale,
qui s’effectue selon un mécanisme qui s’apparente à une conjugaison de type bactérien.
L’opéron virB a un rôle déterminant dans ce transfert. L’adressage du brin T vers le noyau de la
cellule végétale serait ensuite le résultat de la présence sur les protéines VirD2 et VirE2 de
signaux de localisation nucléaire (Sln) qui sont reconnus par des récepteurs spécifiques présents
dans la cellule hôte. Le brin T est ensuite intégré de façon aléatoire dans l’Adn de la cellule végé-
tale. L’étape ultime est l’expression des gènes transférés ; ceux-ci doivent donc être placés sous
le contrôle de séquences dites promotrices qui sont reconnues par la machinerie de transcrip-
tion5 de la cellule végétale.
Au niveau du plasmide Ti, aucune autre séquence que l’Adn-T, hormis les bordures, n’est trans-
férée à la cellule hôte. Il est donc possible de remplacer les gènes présents au sein de l’Adn-T par
un fragment d’Adn choisi contenant des gènes d’intérêt. Une souche d’Agrobacterium délétée
des oncogènes qui interviennent dans la biosynthèse d’auxine et de cytokinine est dite « désar-
mée ». Elle permet la régénération de plantes transgéniques présentant un phénotype identique
à celui des plantes sauvages. 

1 Plasmide : molécule d’Adn extrachromosomique présente dans les bactéries.
2 Réplication : processus de duplication à l’identique d’une molécule d’Adn en deux molécules filles
grâce à des enzymes.

3 Conjugaison : transfert d’Adn d’une cellule bactérienne à une autre par un mécanisme impliquant
un contact entre cellules.

4 Opéron : unité d’expression et de régulation des gènes bactériens incluant plusieurs séquences
codantes. Ces gènes ont une régulation commune et contribuent généralement à la même voie
métabolique.

5 Transcription : désigne la synthèse d’Arn à partir d’une matrice d’Adn.

spi 2 : gène de la peroxydase anionique de tabac ;
uidA (= Gus) : partie codante du gène de 
la ß-glucuronidase.



Tableau I b. 

Résultats de transformation stable obtenus chez les arbres forestiers.

Espèces Méthode Gènes transférés Explants Résultats

Angiospermes

Acacia mangium tumefaciens nptII, uidA Bourgeons axillaires et Plantes GénéticineR exprimant Gus
apex de tiges d’arbres adultes

Allocasuarina verticillata rhizogenes Adn-T Épicotyles, hypocotyles, Arbres transgéniques régénérant un chevelu racinaire
cotylédons

Allocasuarina verticillata A. tumefaciens nptII, uidA Embryons zygotiques Plantes KmR exprimant Gus

Azadirachta indica (neem) A. tumefaciens nptII Germinations Plantes KmR

Betula pendula (bouleau) A. tumefaciens nptII, uidA Segments nodaux et internodaux Plantes KmR exprimant Gus
de tiges et feuilles (clones)

Castanea sativa (châtaignier) A. tumefaciens nptII, uidA Hypocotyles Plantes KmR exprimant Gus

Casuarina glauca A. tumefaciens nptII, uidA Épicotyles Plantes KmR exprimant Gus

Eucalyptus camaldulensis A. tumefaciens nptII, uidA Feuilles de plantes Plantes KmR exprimant Gus
micropropagées

Eucalyptus camaldulensis A. tumefaciens nptII, uidA Segments d’hypocotyle Plantes KmR exprimant Gus

Eucalyptus globulus A. tumefaciens nptII, uidA - -

Juglans regia (noyer) A. tumefaciens nptII Embryons somatiques Plantes KmR

Liquidambar styraciflua (sweegtum) Microprojection hpt, uidA Hypocotyles Plantes HygromycineR exprimant Gus

Liquidambar styraciflua (sweegtum) A. tumefaciens nptII, uidA, spi 2, Fragments foliaires Plantes KmR exprimant Gus et ayant intégré les gènes 
cryIA de toxine Bt et de la peroxydase anionique du tabac

Liriodendron tulipifera (tulipier) Microprojection nptII, uidA Suspension cellulaire embryogène Plantes KmR exprimant Gus

Robinia pseudoacacia A. rhizogenes Adn-T, nptII Segments d’hypocotyle Plantes KmR avec chevelu racinaire

Robinia pseudoacacia A. tumefaciens hpt, uidA Segments de tiges et feuilles Plantes HygromycineR exprimant Gus

Populus alba A. tumefaciens nptII, bar Segments internodaux de tiges Régénération de plantes KmR et PhosphinothricineR (Basta)
(sur clones sélectionnés)

Populus alba x P. grandidentata A. tumefaciens nptII, aroA Segments de feuilles Régénération de plantes KmR et GlyphosateR

Populus alba x P. grandidentata A. tumefaciens nptII, cat, pin 2 Disques foliaires Plantes KmR et ChloramphénicolR exprimant IP
(gène d’inhibiteur de protéase actif )

Populus alba x P. tremula A. tumefaciens nptII, bar Segments de tiges Régénération de plantes KmR et PhosphinothricineR 

(peuplier faux-tremble)

Populus deltoides x P. nigra A. tumefaciens nptII, uidA Entre-nœuds de tiges Plantes KmR exprimant Gus
et disques foliaires

Populus nigra A. tumefaciens nptII, uidA Disques foliaires (clones) Plantes KmR exprimant Gus

Populus nigra x P. trichocarpa Microprojection nptII, uidA, cryIA Protoplastes Plantes KmR exprimant Gus et gènes de toxine Bt

Populus sp. - g4CL (biosynthèse - Baisse du taux de lignine, augmentations du taux de cellulose 
lignines) et de croissance des plantes  

Populus sp. - Gène de la férulate - Modification dans la composition chimique des lignines 
5-hydroxylase facilitant leur extractibilité
(biosynthèse lignines)

Populus sp. - Gène de la GA-20 - Biosynthèse gibbérellines, croissance, biomasse et longueur 
oxydase fibres xylème accrues

Populus tremula x P. alba A. tumefaciens nptII, uidA - Plantes KmR exprimant Gus

Populus tremula x P. alba A. tumefaciens nptII, als - Plantes KmR et ChlorsulfuronR

Populus tremula x P. alba A. rhizogenes nptII, bar Germinations Régénération de plantes KmR et PhosphinothricineR 

Populus tremula x P. alba A. tumefaciens nptII, uidA Segments de tiges et feuilles Plantes KmR exprimant Gus

Populus tremula x P. alba A. tumefaciens nptII, ipt Entre-nœuds de tiges Augmentation des teneurs en cytokinines endogènes  
micropropagées (entre-nœuds courts)

Populus tremula x P. alba Électroporation nptII, als, bar Protoplastes (clone) Régénération de plantes ParomomycineR, ChlorsulfuronR

et PhosphinothricineR 

Populus tremula x P. alba A. tumefaciens Constructions anti- - Baisse des activités Cad et Comt avec modification dans  
sens de gCad et gComt composition chimique des lignines facilitant leur extractibilité
(biosynthèse lignines)

Populus tremula x P. alba A. tumefaciens Constructions sens de - Variation de l’expression Comt selon lignées dont certaines avec 
gComt (biosynthèse baisse du taux de lignine et modification de composition chimique
lignines)

Populus tremula x P. tremuloides A. tumefaciens nptII, luxAB - Plantes KmR exprimant le gène de la luciférase

Populus tremuloides A. tumefaciens Constructions sens ou - Variation de l’activité Comt dans le xylème avec modification 
antisens de gComt dans la composition chimique des lignines
(biosynthèse lignines)

Populus trichocarpa x P. deltoides A. tumefaciens nptII, bar Segments de tiges Régénération de plantes KmR et PhosphinothricineR

Populus trichocarpa x P. deltoides A. tumefaciens nptII, uidA Entre-nœuds de tiges et disques Plantes KmR exprimant Gus
foliaires
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Abréviations. als : gène de l’acétolactate synthase conférant la résistance au chlorosulfuron ; aroA : gène de la 5-enopyruvyl shikimate synthase ; bar : gène codant 
pour la phosphinothricine acétyltransférase ; gCad : gène codant pour la cinnamyl alcohol déshydrogénase ; cat : gène de la chloramphénicol acétyltransférase ; 
g4CL : gène de la 4-coumarate CoA ligase (biosynthèse lignines) ; gComt : gène codant pour la Caffeic-O-méthyltransférase ; cryIA : gène de la toxine Bt (= endotoxine de
Bacillus thuringiensis) ; GA-20 oxydase : gibberrelic acid-20 oxydase ; gGfp : gène de green fluorescent protein ; hpt : gène de l’hygromycine phosphotransférase ; 
ipt : gène de l’isopentenyl transférase (enzyme de biosynthèse des cytokinines) ; KmR : résistance à la kanamycine ; luxAB : gène marqueur de la luciférase ; 
nptII : gène de la néomycine phosphotransférase conférant la résistance à la kanamycine ; pin 2 (= IP) : gène d’inhibiteur de protéase (potato proteinase inhibitor II) ;



Encadré 2.

Transfert direct d’Adn.

En raison du spectre d’hôte limité d’Agrobacterium, divers traitements physiques et
chimiques ont été recherchés au début des années 1980, afin de forcer la pénétration de
matériel génétique dans les cellules végétales. Ces techniques ont permis de grandes
avancées dans la transformation génétique des végétaux, en particulier des céréales et
des gymnospermes. Elles ont aussi contribué à faire progresser la connaissance des
mécanismes de régulation des gènes, grâce à la mise au point des systèmes d’expres-
sion transitoire (pour revues, voir Sanford, 2000 ; Franche, Duhoux, 2001).

Microprojection

Parmi les différentes techniques de transfert direct possibles, la microprojection (ou bio-
listique) est celle qui a permis de transformer le plus grand nombre d’espèces fores-
tières récalcitrantes à Agrobacterium. Cette technique, mise au point en 1984 aux États-
Unis, consiste à bombarder des tissus à l’aide de microparticules métalliques (en or ou
tungstène) sphériques (de 0,4 à 5 µm de diamètre) recouvertes d’Adn ou d’Arn. Ces
microprojectiles sont accélérés par un appareil appelé canon à particules dont la pro-
pulsion est assurée par du gaz, de la poudre ou une impulsion électrique. Le canon à
particules présente de nombreux avantages : c’est une méthode simple, rapide qui
nécessite peu d’Adn (moins de 1 µg par traitement), et il n’y a pas de problème de sensi-
bilité (ou susceptibilité) du végétal comme pour la transformation avec les agrobacté-
ries. Les tissus ou cellules cibles (des plantes entières peuvent être même utilisées)
n’ont besoin d’aucun traitement préalable et un grand nombre d’explants peuvent être
traités simultanément.
La figure 2 présente un appareil à hélium (Pds-1000-He, Biorad) et son principe de fonc-
tionnement. Les microparticules d’or ou de tungstène sont déposées sur une membrane.
Une chambre fermée par un disque dit « de rupture » est remplie d’hélium. À l’obtention
d’une pression déterminée, le disque se rompt, libérant l’hélium. La décompression du
gaz conduit à projeter à grande vitesse la membrane sur une grille d’arrêt métallique. Les
microparticules sont dispersées par le choc et pénètrent le noyau des cellules végétales. 
Les molécules d’Adn ainsi introduites vont se détacher des microbilles et, dans leur
majorité, les gènes portés par ces molécules vont s’exprimer transitoirement, c’est-à-
dire pendant un à plusieurs jours. L’Adn exogène reste extrachromosomique et sera
détruit au cours du temps par les systèmes de dégradation des cellules végétales.
Néanmoins, à ce stade, il est possible de tester rapidement l’expression des construc-
tions géniques qu’on souhaite introduire, et particulièrement le comportement des pro-
moteurs, séquences responsables de l’expression spatiotemporelle des transgènes.
Cette approche permet également de déterminer le type d’explant le plus apte à l’ex-
pression des gènes introduits. Ces informations sont particulièrement utiles dans la
phase de mise au point de la méthode chez une nouvelle espèce.
Parmi les cellules capables d’exprimer transitoirement les transgènes, seules 0,1 à 1 %
vont intégrer de façon stable le matériel génétique exogène. Cette faible efficacité de
transformation stable est vraisemblablement liée à de multiples facteurs tels que la dif-
ficulté à pénétrer des cellules physiologiquement aptes à intégrer l’Adn, puis à régéné-
rer des plantes entières, ou encore la forte mortalité cellulaire liée aux stress occasion-
nés par les tirs. Un autre inconvénient de cette technique a été révélé lors de l’analyse
moléculaire des plantes transgéniques. Contrairement aux plantes régénérées après
transformation par Agrobacterium, le nombre de copies des transgènes est mal maîtrisé
et les profils d’intégration très complexes traduisent des réarrangements chromoso-
miques indésirables. On a donc assisté, après les espoirs considérables suscités par
cette approche, à un retour vers Agrobacterium ; la mise au point de souches dites
hypervirulentes, dans lesquelles certains gènes vir sont dupliqués, a en particulier per-
mis d’étendre le spectre d’hôte d’Agrobacterium aux céréales et aux gymnospermes.

Électroporation

Cette technique s’applique principalement à des protoplastes (cellules végétales
dépourvues de paroi après digestion enzymatique) mis en suspension en présence de
l’Adn à transférer et soumis à des impulsions électriques brèves et intenses. Ce traite-
ment crée temporairement des pores dans la membrane plasmique des cellules et per-
met le transfert de l’Adn dans leur cytoplasme. Cette méthode s’est avérée efficace dans
certains cas, mais ne s’applique qu’aux rares espèces pouvant régénérer en plantes
entières à partir de protoplastes, comme le peuplier chez les arbres.
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Les gènes
introduits chez les
arbres forestiers

Dans les premières années qui
ont suivi la mise au point d’une
méthode de transfert de gènes chez le
peuplier, les laboratoires ont introduit
des gènes d’intérêt ayant prouvé leur
potentiel chez les espèces annuelles :
gènes de résistance aux herbicides ou
aux insectes. Dans les années 1990
ont commencé à se développer des
programmes plus spécifiques aux
espèces forestières, avec en particu-
lier les projets visant à modifier la
quantité de lignine pour faciliter l’ex-
traction de la pâte à papier. La fin des
années 1990 est marquée par le déve-
loppement des programmes de géno-
mique qui devrait, à terme, diversifier
les applications de la transgenèse
pour les arbres.

Tolérance aux herbicides

Deux stratégies ont été principa-
lement employées pour conférer aux
végétaux une tolérance aux herbicides
(pour revue, voir Llewellyn, 2000). 

La première consiste à introduire
un gène muté codant pour l’enzyme
cible de l’herbicide. Elle concerne chez
les arbres forestiers deux herbicides :
le glyphosate (ou round-up), herbicide
à large spectre qui empêche la syn-
thèse des acides aminés aromatiques

(tryptophane, tyrosine et phénylala-
nine) en inhibant dans les plantes l’ac-
tivité 5-énopyruvyl shikimate-3-phos-
phate synthase (Epsps) ; le chlorosul-
furon, une molécule qui agit sur l’acé-
tolactate synthase pour bloquer la bio-
synthèse de leucine, isoleucine et
valine. La résistance au glyphosate est
obtenue après introduction du gène
aroA originaire de Salmonella typhimu-

rium ; cette séquence détermine la bio-
synthèse d’une Epsps qui n’est plus
sensible à l’herbicide. Les espèces
transformées génétiquement présen-
tant une résistance au glyphosate sont
les suivantes : P. alba x P. grandiden-

tata, P. trochocarpa x P. deltoides,

Eucalyptus grandis, Larix decidua et
Pinus radiata. Le gène cr1-1 originaire
d’Arabidopsis thaliana code pour une
acétolactate synthase qui confère une
résistance au chlorosulfuron. Il a été
introduit chez deux espèces fores-
tières, P. tremula et Pinus radiata.

Dans la seconde stratégie, beau-
coup plus utilisée, l’herbicide est détoxi-
fié par une enzyme codée par un gène
d’origine microbienne, introduit dans
l’arbre. Quatre espèces différentes de
peuplier dont trois hybrides (P. alba,
P. alba x P. tremula, P. tremula x P. alba

et P. trichocarpa x P. deltoides) ainsi que
Eucalyptus camaldulensis, Pinus radiata

et Picea abies ont ainsi été transformés
avec le gène bar (tableau I). Ce gène
code pour la phosphinothricine acétyl
transférase qui inactive la phosphino-
thricine (Basta) en l’acétylant. 

Résistance aux insectes 

Deux stratégies sont utilisées
pour conférer aux arbres une résis-
tance aux insectes (pour revues, voir
Minocha, Wallace, 2000 ; Pena,
Séguin, 2001). 

La première consiste à introduire
un gène codant pour une endotoxine de
la bactérie Bacillus thuringiensis, qui se
fixe sur des récepteurs de l’intestin des
lépidoptères, coléoptères et diptères,
provoquant la lyse de cet organe, puis la
mort des insectes. Mc Cown et al. (1991)
ont transféré dans des peupliers
hybrides (P. alba x P. grandidentata),
par microprojection, une séquence
codante de l’endotoxine de Bacillus thu-

ringiensis cryIA (gène Bt) placée sous le
contrôle d’un promoteur constitutif, la
séquence 35S originaire du virus de la
mosaïque du chou-fleur. Des peupliers
transgéniques exprimant la toxine Bt

ont été obtenus. Lors d’essais sur ces
arbres, le pourcentage de chenilles sur-
vivantes qui se sont nourries de la
toxine Bt contenue dans les tissus
transgéniques était nettement inférieur
à celui des témoins et leur vitesse de
développement larvaire très ralentie. 
Des résultats très similaires ont été
obtenus chez P. tremula x P. tremuloides

(Cornu et al., 1996) et Picea glauca

(Ellis et al., 1993).
La seconde stratégie consiste à

introduire un gène codant pour un
inhibiteur de protéase qui perturbe la
digestion des insectes et peut entraî-
ner leur mort. Le gène pin 2 de la
pomme de terre qui code pour un inhi-
biteur de protéase a été introduit chez
le même peuplier hybride que précé-
demment (P. alba x P. grandidentata)
via A. tumefaciens (Klopfenstein et

al., 1991). Les effets négatifs de la
toxine sur le développement larvaire
de deux insectes, Chrysomela scripla

et Plagiodera versicolora, sont sen-
sibles. Un gène d’inhibiteur de pro-
téase de riz, oci, codant pour l’oryza-
cystatine, a été également transféré
chez P. tremula x P. tremuloides

(Heuchelin et al., 1997) ; les arbres
transgéniques présentent une résis-
tance à deux coléoptères, Chrysomella

tremulae et Chrysomella populi.

Figure 2. 
Canon à particules à hélium (Pds-1000-He, Biorad) et représentation schématique
de son principe de fonctionnement (d’après Franche, Duhoux, 2001).
A helium particle gun (PDS-1000-He, Biorad) and diagram of the principle 
of operation (from Franche, Duhoux, 2001).

Flux d'hélium
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Dans le cas de Liquidambar sty-

raciflua, une autre stratégie a été uti-
lisée : deux cassettes d’expression,
l’une comprenant le promoteur 35S
et la séquence codante de la peroxy-
dase anionique du tabac, l’autre le
promoteur 35S et une séquence
codant pour une endotoxine Bt, ont
été transférées dans cet arbre via
A. tumefaciens. La peroxydase anio-
nique est une enzyme impliquée dans
la croissance cellulaire et le dévelop-
pement de la paroi, qui, lorsqu’elle
est surexprimée dans des tabacs
transgéniques, semble avoir des
effets sur la résistance aux insectes.
La présence de deux gènes différents
devrait contribuer à limiter l’appari-
tion d’insectes résistants. Ces deux
constructions sont exprimées dans
les Liquidambar transgéniques
(Sullivan, Lagrimini, 1993). 

Modification de la floraison

Les recherches concernant la
modification de la floraison chez les
arbres forestiers ont deux objectifs dif-
férents : soit raccourcir le temps
nécessaire pour atteindre la floraison
afin d’accélérer les programmes
d’amélioration génétique, soit au
contraire obtenir des arbres qui ne
fleuriront plus (Skinner et al., 2000).
Dans ce dernier cas, l’absence de
fleurs permet d’éviter une dispersion
des transgènes dans l’environnement,
et conduit à une augmentation de la
croissance et de la production de bois.

L’accélération de la floraison a
été obtenue chez le peuplier grâce à
l’expression du gène Leafy d’Arabi-

dopsis thaliana (Rottman et al., 2000).
Ce gène est nécessaire et suffisant
chez Arabidopsis pour permettre la flo-
raison. Lorsqu’il est exprimé constituti-
vement chez P. tremula, les arbres
transgéniques fleurissent au bout de
quelques semaines, alors que les
arbres témoins non transformés le font
après huit années de croissance. Cette
stratégie n’a en revanche pas donné de
résultat positif lorsqu’elle a été tentée
sur le pin. Des recherches sont en
cours afin d’isoler des gènes équiva-
lents au gène Leafy dans différentes
espèces forestières.

Pour rendre les arbres stériles,
une approche fondée sur l’ablation
génétique a été entreprise chez le
peuplier (Skinner et al., 2000). Cette
technique consiste à exprimer un
gène cytotoxique sous le contrôle
d’un promoteur très spécifique des
inflorescences. Le gène DT-A origi-
naire de Corynebacterium diphteriae

code pour une toxine diphtérique
dont l’action est d’inhiber la synthèse
des protéines chez les eucaryotes. Ce
gène a été placé sous le contrôle d’un
promoteur originaire d’un gène
homéotique floral, puis introduit
dans le peuplier ; 90 % des lignées
obtenues n’ont plus de structures flo-
rales. D’autres approches fondées
sur l’extinction de gènes clés de flo-
raison propres aux espèces fores-
tières sont en cours. 

Modification de 
la quantité ou de 

la qualité de la l ignine

Les lignines sont des polymères
tridimensionnels qui résultent de
l’association répétitive de trois unités
monomères : l’alcool coumarylique
(H), coniférylique (G) et sinapilique
(S). Ces polymères hydrophobes sont
difficilement biodégradables ; leur
association à la cellulose et l’hémicel-
lulose améliore la résistance méca-
nique et la rigidité de la paroi des cel-
lules. Si ces lignines ont des fonctions
biologiques importantes, elles consti-
tuent en revanche un obstacle majeur
à la transformation du bois en pâte à
papier par traitement chimique (pro-
cédé Kraft). L’extraction de la pâte à
papier va dépendre du rapport S/G,
celle-ci étant d’autant plus facile que
la quantité d’unités S est élevée.

L’utilisation de la transformation
génétique pour modifier la quantité
ou la qualité de la lignine constitue
l’un des axes majeurs de recherche
chez les espèces papetières. L’objectif
est d’obtenir une réduction de la
teneur du bois en lignine (une réduc-
tion limitée à 5 % serait suffisante) ou
une lignine plus facilement hydroly-
sable, ce qui réduirait le temps, le
coût et la pollution liés à l’extraction
de la cellulose. On cherchera donc à
augmenter la quantité de sous-unités
S et le rapport S/G, en modulant l’ac-
tivité d’enzymes clés de la voie de bio-
synthèse des lignines. Après isole-
ment et caractérisation, le niveau
d’expression de certains de ces gènes
a pu être altéré dans les plantes trans-
géniques en utilisant des stratégies
dites antisens, qui permettent de
diminuer l’expression du gène, ou des
stratégies sens qui, au contraire,
conduisent à surexprimer le gène étu-
dié (Chen et al., 2001).
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Expression du gène rapporteur de la ß-glucuronidase, sous contrôle du gène
promoteur 35S, dans une coupe transversale de tige d’Allocasuarina verticillata. 
Expression of the ß-glucuronidase gene, controlled by gene 35S, in a section 
of an Allocasuarina verticillata stem.
Photo C. Franche.



La phényl ammonia-lyase (Pal)

C’est l’enzyme qui transforme la
phénylalanine en acide cinnamique.
Par stratégie antisens, il est possible
de réduire l’activité enzymatique jus-
qu’à 0,2 % de l’activité initiale. On
obtient une quantité de lignine
accrue, caractérisée par une plus
faible quantité d’unités G. Grâce à
l’augmentation du rapport S/G, la
lignine est extraite plus facilement.
Cependant, les plantes voient leur
croissance affectée, et deviennent
plus sensibles aux pathogènes.

La cinnamate-4-hydroxylase (C4H)

Des plantes transgéniques pré-
sentant une réduction de 80 % de
l’activité C4H ont été obtenues. Le
contenu en lignine est diminué d’un
facteur 5 et la composition de la
lignine est altérée de façon impor-
tante. La quantité de sous-unités S et
le rapport S/G diminuent de façon
significative.

La 4-coumarate CoA ligase (4CL)

Le gène de la 4CL a été placé en
orientation antisens sous le contrôle
d’un promoteur constitutif, puis intro-
duit chez Populus tremuloides.
L’analyse des plantes transgéniques
a mis en évidence une réduction de
l’activité enzymatique de 90 % dans
le xylème. Les peupliers transgé-
niques analysés à dix mois présen-
tent une diminution de la teneur en
lignine qui peut atteindre 55 % ; en
revanche, la composition de la lignine
n’est pas altérée. Les plantes sont
également caractérisées par des alté-
rations phénotypiques importantes :
les tiges sont plus épaisses, les
feuilles sont plus larges, les racines
sont plus longues, le poids frais est
augmenté d’un facteur 20 et le rap-
port cellulose/lignine est doublé. Une
étude ultrastructurale a révélé que
les cellules de ces peupliers transgé-
niques ne sont pas plus larges ; il
semble que les modifications phéno-
typiques soient liées à une vitesse de
prolifération accrue des cellules (Hu
et al., 1999). 

La caffeic O - méthyl transférase

(Comt) 

La lignine diffère d’un végétal à
l’autre par l’association de ses mono-
mères. Chez les conifères, la lignine est
surtout composée d’unités guaiacyl. La
lignine des espèces feuillues contient à
la fois des unités de guaiacyl et de
syringyl, ce qui la rend plus facilement
hydrolysable que celle composée uni-
quement d’unités guaiacyl (Whetten,
Sederoff, 1991). Cette différence est
notamment due à l’absence de férulate
5’-hydroxylase et à la spécificité des
substrats de la Comt chez les gymno-
spermes. La caractérisation et l’isole-
ment des gènes de la Comt et de la
férulate 5’-hydrolase des feuillus
ouvrent de nouvelles perspectives de
recherche, leur introduction dans le
génome des conifères pouvant rendre
ces derniers aptes à synthétiser de l’al-
cool syringyl et donc faciliter l’hydro-
lyse de leur lignine lors de la fabrication
de la pâte à papier. À l’heure actuelle,
seul le peuplier a été transformé par
ces derniers gènes. Ainsi, différentes
constructions antisens de gènes codant
pour la Comt ont été introduites chez
Populus tremula x P. alba (Lapierre et

al., 1999). La baisse de l’activité Comt
observée dans les tissus transformés
entraîne une production accrue d’uni-

tés guaiacyl, laquelle réduit l’extractibi-
lité des lignines. On note également
l’apparition d’un nouveau composé, le
5-hydroxyconiféryl alcool (5OHG), qui
améliore la digestibilité des tissus végé-
taux par les animaux. Dans d’autres tra-
vaux réalisés chez le même peuplier
hybride, l’intégration de constructions
sens de Comt s’est traduite par l’obten-
tion de différentes lignées à faible sur-
expression ou sans expression de la
Comt, entraînant une baisse du taux de
lignines. Cependant, ces dernières
étaient plus difficiles à hydrolyser en rai-
son de l’absence d’unités syringyl et
l’incorporation d’unités guaiacyl
(Jouanin et al., 2000). Enfin, chez
Populus tremuloides transformé par
des constructions sens de gènes de
Comt, il a été observé que l’activité
Comt était surexprimée dans les feuilles
et le sclérenchyme. À l’inverse et simul-
tanément, cette activité était totalement
réprimée dans le xylème, entraînant
ainsi l’accumulation de résidus de coni-
féryl aldéhyde dans les lignines don-
nant une coloration rouge-brun au bois,
phénotype caractéristique souvent
observé chez d’autres espèces herba-
cées transformées avec les mêmes
constructions (Tsai et al., 1998).
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Expression du gène rapporteur de la ß-glucuronidase, après le bombardement 
de cotylédons d’Acacia mangium par la construction e35S-gus. 
Expression of the ß-glucuronidase gene, after bombardment by Acacia mangium
cotyledons by means of the e35S-gus construction. 
Photo C. Franche.
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La férulate-5-hydroxylase (F5H) 

Le rôle majeur de cette enzyme
dans la voie de biosynthèse de la
lignine a été mis en évidence grâce à
l’existence d’un mutant d’insertion
chez Arabidopsis thaliana qui surex-
prime cette activité F5H. Ce mutant
présente une lignine composée
presque uniquement de résidus S, ce
qui, appliqué aux espèces forestières,
devrait être particulièrement favo-
rable à l’extraction de la pâte à papier.
L’introduction du gène de la férulate
5-hydroxylase chez le peuplier induit
effectivement un enrichissement en
unités S (Franke et al., 2000). 

La cinnamyl-CoA-réductase (Ccr)

La diminution de cette activité
enzymatique entraîne chez P. tremula

x P. alba à la fois une réduction de la
quantité de lignine et une altération
de sa composition, marquée par une
quantité plus faible de composés G
(Mellerowicz et al.,  2001).
L’augmentation du rapport S/G est
favorable à l’extraction de la lignine.
La couleur du bois des peupliers
transgéniques est modifiée en raison
de la synthèse de nouveaux compo-
sés phénoliques.

La cinnamyl alcool déshydrogénase

(Cad2) 

La Cad catalyse une des der-
nières étapes de la voie de synthèse
des monomères de lignine. Elle per-
met la formation de l’alcool 4-couma-
ryl à partir du 4-coumaraldéhyde.
Feuillet et al. (1994) ont transformé
un peuplier hybride (Populus tremu-

loides x P. alba) avec un gène
fusionné contenant le promoteur du
gène Cad d’Eucalyptus gunnii et la
séquence codante du gène Gus, à
l’aide d’A. tumefaciens. Le promoteur
du gène Cad s’exprime spécifique-
ment dans les cellules entourant les
fibres lignifiées du phloème et dans
les cellules du xylème en développe-
ment. Chez Populus tremula x P. alba,
différentes constructions antisens de
gènes Cad ont pu être intégrées de
façon stable par la voie biolistique. 

La baisse de l’activité Cad observée
au sein des tissus transformés s’est
traduite par une synthèse accrue de
groupements phénoliques libres et
de lignines dont la solubilité et la
fragmentation étaient ainsi amélio-
rées (Lapierre et al., 1999). Le bois
obtenu est caractérisé par une colora-
tion rosée liée à une augmentation de
la quantité d’aldéhydes. 

Autres gènes d’intérêt

Dans quelques cas, et toujours
chez le peuplier, certains gènes
codant pour des enzymes impliqués
dans la synthèse des phytohormones
ont été intégrés par transgenèse.
C’est le cas, par exemple, du gène de
la gibberellic acid-20 oxydase, dont
l’expression dans les tissus s’est tra-
duite par une augmentation de la lon-
gueur des fibres du xylème mais aussi
de la croissance et de la biomasse des
plants (Ericksson et al., 2000). Chez
le peuplier faux-tremble, l’intégration
du gène ipt, codant pour l’isopentenyl
transférase (enzyme permettant de
synthétiser deux cytokinines : l’iso-
pentényl-adénine ou l’isopentényl-
adénosine), a pour effet d’augmenter
la teneur des tissus en cytokinines, ce
qui provoque la formation de rameaux
à entre-nœuds courts et à enracine-
ment réduit (Schwartzenberg et al.,
1994). L’insertion de ce dernier gène
permet de repérer visuellement les
organes transformés, mais son utilisa-
tion s’inscrit en fait dans le cadre
d’une méthode de transformation qui
nécessite son élimination ultérieure
pour rendre à la plante transformée
son phénotype normal (encadré 3). 

Certains laboratoires dévelop-
pent également des projets de phyto-
remédiation visant à obtenir des
arbres transgéniques pour réhabiliter
des sols pollués. Des gènes d’origine
bactérienne ont été introduits dans
des peupliers, et des arbres transgé-
niques pouvant pousser sur des sols
pollués par du mercure ou des chloro-
phénols ont été obtenus.

Bénéfices et
risques des arbres

transgéniques

Actuellement, les surfaces cou-
vertes par les essais au champ des
arbres forestiers transgéniques sont
extrêmement faibles par rapport à
celles utilisées pour les plantes trans-
géniques d’intérêt agronomique
(moins de 1 % à l’échelle mondiale et
environ 1 % en France ; figure 5). Ce
phénomène résulte, d’une part, du
faible nombre de laboratoires qui s’in-
vestissent dans la transgenèse des
espèces forestières et, d’autre part, du
temps nécessaire à l’obtention puis à
l’évaluation au champ des arbres
transgéniques. Plus d’une vingtaine
d’espèces d’arbres génétiquement
modifiés seraient concernées par ces
essais au champ (Mullin, Bertrand,
1998 ; Owusu, 1999).

Comme pour les espèces
annuelles, l’impact à court et long
terme des arbres transgéniques sus-
cite de nombreuses interrogations qui
sont résumées dans le tableau I I
(Thompson, Strauss, 2000). Ces
interrogations sont d’autant plus légi-
times que ces arbres vont rester de
nombreuses années dans le même
environnement. Certains pays,
comme l’Australie, ont ainsi pris la
décision de n’effectuer aucun essai au
champ d’arbres transgéniques, afin
d’éviter toute dispersion de trans-
gènes ; de telles expériences ne
seront entreprises que sur des arbres
stériles. D’autres pays, comme les
États-Unis, le Canada, la France, la
Finlande, la Belgique, l’Espagne et
l’Allemagne, ont au contraire choisi de
procéder à des essais au champ
(Mullin, Bertrand, 1998). Les États-
Unis et le Canada regroupent à eux
seuls environ 60 % de ces expériences
et, à l’échelle européenne, la France
est l’un des pays les plus actifs dans
ce domaine. Il faut noter qu’on trouve
également des arbres transgéniques
dans certains pays, comme la Chine,
le Chili et l’Indonésie.



Encadré 3. 

La sélection des plantes transformées.

Dans la majorité des cas, le transfert de gènes est un processus peu
efficace, et il est nécessaire de sélectionner les quelques cellules
transformées au sein d’une large population de cellules non transfor-
mées (Franche, Duhoux, 2001). Simultanément au(x) gène(s) d’inté-
rêt, on va donc introduire un gène de sélection. Le gène de sélection
idéal devra permettre l’élimination des cellules non transformées,
sans compromettre la régénération et la fertilité des plantes transgé-
niques ; il sera en général placé sous le contrôle d’un promoteur
constitutif6. 

Gènes de sélection et gènes rapporteurs

Les gènes de sélection se divisent en plusieurs groupes : certains
confèrent une résistance aux antibiotiques, comme par exemple le
gène nptII de la néomycine phosphotransférase, qui assure une résis-
tance à la kanamycine et à la généticine ; d’autres vont permettre aux
cellules transformées de pousser en présence d’herbicide (les gènes
bar et aroA confèrent, par exemple, une tolérance à la phosphinotri-
cine (Basta) ou au glufosinate et au glyphosate, respectivement). 
Dans certains cas, l’utilisation d’antibiotiques ou d’herbicides n’est
pas possible. On peut alors faire appel aux gènes rapporteurs pour
suivre le transfert des gènes et repérer les cellules transformées. C’est
le cas du gène uidA de la ß-glucuronidase (ou gène gus), dont le pro-
duit conduit à l’apparition de cristaux bleu-indigo en présence d’un
substrat communément appelé X-gluc (figure 3A). L’inconvénient prin-
cipal de ce gène est lié au caractère léthal de la mise en évidence de
l’activité enzymatique ß-glucuronidase. L’incubation des tissus trans-
formés en présence de X-gluc conduit en effet à leur destruction.
Récemment, un gène rapporteur non léthal a été identifié. Il s’agit du
gène codant pour la protéine fluorescente verte, ou Gfp. L’expression
de cette séquence originaire d’une méduse peut être détectée après
irradiation des tissus transformés avec une lumière bleue ou ultravio-
lette (figure 3B). Ce mode de détection non léthal, qui permet donc de
repérer même une très petite population de cellules transformées,
s’est avéré précieux pour la transformation d’espèces forestières
récalcitrantes comme les gymnospermes. 

Prévention des r isques environnementaux

En raison des risques environnementaux liés à l’utilisation des gènes
de sélection conférant des résistances à des antibiotiques et à leur
possible interdiction en Europe, des vecteurs de transformation par-
ticuliers (vecteurs Mat) ont été mis au point chez les arbres fores-
tiers. Ils comportent des gènes de biosynthèse d’hormones tels que
le gène ipt de l’isopentényl transférase d’A. tumefaciens, ou les
gènes rol d’A. rhizogenes, qui vont conférer aux cellules transfor-
mées un phénotype particulier. Dans le cas du gène ipt, une expres-
sion constitutive conduit au développement d’un cal, puis à la proli-
fération de tiges adventives dépourvues de dominance apicale ; dans
le cas des gènes rol, des racines de type chevelu racinaire vont croître
et des tiges également dépourvues de dominance apicale vont se dif-
férencier. 

Le cas du peuplier

La figure 4 présente l’un de ces vecteurs, utilisé avec le peuplier.
L’Adn-T, situé entre les bordures droite et gauche, contient les gènes
d’intérêt et le système de recombinaison R/RS originaire d’une levure.
R code pour une recombinase qui excise spécifiquement la portion
d’Adn encadrée par les séquences RS. Lorsque les entre-nœuds de
peuplier sont mis en contact avec la souche d’Agrobacterium conte-
nant le vecteur Mat, on a donc transfert de l’Adn-T. Ne peuvent se
développer sur le milieu non sélectif dépourvu de phytohormone que
les cellules végétales ayant reçu le gène ipt. Les cellules végétales
vont proliférer et des rameaux de phénotype anormal vont se différen-
cier. Lorsque la quantité de recombinase sera optimale, les gènes ipt
et R seront excisés et des tiges possédant un phénotype normal vont
apparaître sur le cal. Des peupliers transgéniques possédant les
gènes d’intérêt, mais dépourvus de gènes de sélection, sont ainsi
obtenus (Ebinuma et al., 2000).

6 Constitutif : état d’un gène qui demeure en permanence actif 
ou inactif, selon le mode de régulation en cause.

62 B O I S  E T  F O R Ê T S  D E S  T R O P I Q U E S , 2 0 0 4 , N ° 2 8 2  ( 4 )

FOCUS / GENETIC TRANSFORMATION

Tableau II. 

Arguments pour ou contre l’utilisation des arbres transgéniques (d’après Thompson, Strauss, 2000).

Caractères des arbres transgéniques Arguments pour Arguments contre

Généralités Amélioration génétique plus rapide Coût de production et d’évaluation

Connaissances fondamentales Réduction de la diversité

Valeur économique accrue

Gènes antibiotiques Amélioration de la sélection Transfert à des micro-organismes pathogènes 

Facilitation du suivi des transgènes de l’homme ou des écosystèmes forestiers

Gènes de résistance aux insectes Réduction du coût des insecticides Apparition d’insectes résistants

Réduction de l’utilisation des insecticides Flux de gènes

Impact sur d’autres insectes

Gènes de résistance aux herbicides Contrôle des mauvaises herbes Flux de gènes

Amélioration de la reforestation Adaptation à l’herbicide

Augmentation de la production de bois

Gènes de synthèse de lignine Réduction du coût d’extraction de la lignine Effets sur l’intégrité de l’arbre

Réduction de la pollution Sensibilité accrue aux pathogènes

Amélioration de la croissance Impact sur la décomposition et la structure des sols

Gènes de floraison (stérilité) Pas de flux de transgènes Croisement impossible

Rendement en bois accru Impact sur les populations qui se nourrissent 

Réduction des allergies sur les tissus reproducteurs



Conclusion

Bien que peu d’espèces d’arbres
forestiers aient été transformées depuis
la première obtention de plantes trans-
géniques chez le peuplier, il y a une
quinzaine d’années, on note une aug-
mentation significative des recherches
dans ce domaine, puisque environ trois
quarts du nombre total d’espèces trans-
formées l’ont été au cours des cinq à dix
dernières années écoulées. Les espèces
transformées testées in situ sont majori-
tairement des feuillus et des conifères
de forêts tempérées (peuplier, pin…),
mais quatre espèces tropicales sont
également citées : Eucalyptus camaldu-

lensis, E. globulus, E. grandis et Acacia

mangium. Malgré ces dernières évolu-
tions, de nombreux progrès restent à
faire dans la recherche de méthodes de
transformation plus efficaces chez les
arbres, en améliorant notamment leur
aptitude à la régénération in vitro et en
élargissant cette aptitude au plus grand
nombre possible de génotypes ou de
clones, puisqu’elle est souvent réduite à
un faible nombre d’individus chez une
espèce donnée. Cette étape préliminaire
est loin d’être maîtrisée, rarement obte-
nue à partir de matériel mature et en fait
assez peu étudiée chez de nombreuses
espèces ligneuses.

Avec le développement des pro-
grammes internationaux de géno-
mique chez les espèces ligneuses
telles que le peuplier, le pin et l’euca-
lyptus, on devrait, dans les prochaines
années, à la fois disposer de promo-
teurs spécifiques plus adaptés à l’ex-
pression des transgènes dans les
arbres, et caractériser des gènes d’in-
térêt spécifique : gènes impliqués dans
l’architecture des arbres, la floraison,
la biosynthèse de la lignine ou de la
cellulose... Des études sont également
en cours pour déterminer la stabilité
d’expression des transgènes lors de la
croissance des arbres soumis aux
stress de l’environnement, ainsi que
leur impact environnemental. On peut
donc s’attendre, dans les prochaines
années, à voir émerger de nouvelles
générations d’arbres transgéniques
plus adaptés aux besoins des fores-
tiers et prenant en compte les interro-
gations légitimes des citoyens face aux
problèmes soulevés par les orga-
nismes génétiquement modifiés.

Figure 3. 
Expression des gènes rapporteurs de la ß-glucuronidase dans une coupe
transversale d’un tronc de Casuarina glauca (A) et de la protéine fluorescente
verte (Gfp) dans des nodules fixateurs d’azote d’Allocasuarina verticillata (B)
(d’après Franche, Duhoux, 2001).
Expression of ß-glucuronidase reporter genes in a section of a Casuarina glauca
trunk (A) and of the fluorescent green protein (Gfp) in the nitrogen-fixing nodules
of Allocasuarina verticillata (B) (from Franche, Duhoux, 2001).

Figure 4. 
Vecteur de transformation Mat utilisé pour éviter la sélection par les
antibiotiques des cellules transformées (d’après Franche, Duhoux, 2001).
Mat transformation vector used to avoid selection by antibiotics of transformed
cells (from Franche, Duhoux, 2001).

Figure 5. 
Répartition 2001 des essais Ogm par
espèce, en France (39 ha au total), en
pourcentage des surfaces de culture
(d’après le ministère de l’Agriculture 
et de la Pêche).
Distribution in 2001 of the GM tests per
species in France (39 ha altogether), 
as a percentage of arable areas (source:
Ministry of Agriculture and Fisheries).
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Synopsis

GENETIC TRANSFORMATION
IN FOREST TREES: 
MAIN STRATEGIES 
AND APPLICATIONS

Antoine GALIANA, 
Claudine FRANCHE

Genetic transformation
holds out particular promise as a
means of overcoming some of the
main obstacles encountered in pro-
grammes for genetic improvement in
plants by sexual reproduction, espe-
cially in trees with long reproductive
cycles. Genetic transformation
enables one or more genes to be
introduced to confer new characters
to the target species without causing
any overall disruption in the architec-
ture of the plant’s genome. The intro-
duction and expression of foreign
DNA in a plant cell occurs in several
stages: introduction of exogenous
DNA in the cell, incorporation of the
DNA in the host genome and expres-
sion of the resulting transgenes,
growth and division of the cell and
regeneration of a whole plant from
genetically transformed cells.
Progress with woody species is much
slower than with herbaceous species,
mainly because of lower regeneration
capacities in the former. The ability of
a given species to regenerate in vitro,
or to produce whole plants from dif-
ferent tissues or organs by de novo

caulogenesis or somatic embryogen-
esis, is a determining factor in the
effectiveness of the transformation
process. Besides the applications of
plant transgenesis, the technique is
also a tool in fundamental research
that helps to increase our under-
standing of the molecular basis of the
physiology of trees, such as the for-
mation of wood.

Genetically transformed 

forest species 

Since the first published results with
poplars, in 1986, stable genetically
transformed forest trees have been
obtained in about ten other
angiosperm species and as many gym-
nosperms. Of the two main methods,
the use of Agrobacterium tumefaciens

has produced many more positive
results in angiosperms. In gym-
nosperms, which are less sensitive to
bacterial transformation, microprojec-
tion proved to be the best means of
transformation. Stable transforma-
tions in gymnosperms using new
hypervirulent A. tumefaciens strains
have only recently been obtained, with
larch, spruce and pine for example. Of
the other possible methods of trans-
formation, only protoplast electropo-
ration has resulted in transgenic trees,
and only in a hybrid poplar species.

Genes introduced into forest trees 

In the first years that followed the suc-
cessful development of a method for
transferring genes in poplars, labora-
tories began to introduce genes that
had proved their usefulness in annual
species, such as genes for resistance
to herbicides or insects. The 1990s
saw the development of programmes
that were more specific to forest
species, especially with projects aim-
ing to modify the quantity or quality of
lignin to facilitate pulp extraction.
After isolating and characterising the
genes, their degree of expression has
been successfully altered in transgenic
plants through the use of so-called
antisense strategies that reduce the
expression of a gene, or, sense strate-
gies that, conversely, cause the rele-
vant gene to be over-expressed. 

Among the other genes of interest,
some which are involved in determin-
ing flowering have been introduced in
poplars in order to reduce their time to
maturity  or, conversely, to obtain ster-
ile trees and thus avoid the dispersal
of transgenes in the environment.
Some genes coding for enzymes that
are involved in phytohormone synthe-
sis have been introduced in poplars as
part of efforts to develop new genetic
transformation methods. Finally, some
laboratories are also working on phy-
toremediation projects with the aim of
obtaining transgenic trees to rehabili-
tate polluted soils.

Advantages and risks 

of transgenic trees 

At present, the areas covered by field
tests of transgenic forest trees are
very small compared to those used for
transgenic plants of agronomic inter-
est (less than 1% worldwide), with
some twenty trees species involved in
these field tests. As in annual species,
the short and long term impacts of
transgenic trees on the environment
are raising a great many questions,
and the establishment of field tests of
transgenic trees is strictly regulated in
all the industrialised countries.
However, data on the establishment
of tests in developing countries are
much less accessible.

Conclusion

A significant increase in research on
transgenesis in trees has been
observed in the last five to ten years,
since about three quarters of the total
number of species concerned were
transformed during this period. Much
progress remains to be made in
research on the most effective meth-
ods of transformation in trees, in par-
ticular by improving their capacity for
in vitro regeneration and by extending
these capacities to the largest possi-
ble number of genotypes or clones.
Current studies in situ are aiming to
determine the stability of transgene
expression during tree growth as well
as environmental impacts.
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