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et applications

Exemple du cotonnier Gossypium hirsutum L.

La transformation génétique ou transgénése et 'amélioration des plantes
Les conditions d’expression d’un « transgene » dans le génome d’une plante

1. Les méthodes de transfert de génes
2 . Les constructions autour du transgene

Applications :
1. Création de variétés transgéniques
2. Outil d'analyse du fonctionnement du génome

L’exemple du cotonnier
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Transformation génetique: methodes et applications

1. la transgénese et I amélioration des plantes

L’acces direct a I'information génétique et la possibilité de la modifier renouvelle les pratiques
de sélection et 'amélioration des espéces cultivées

-10000 ans Domestication des plantes pour la culture - choix

1865 Mendel - les lois de I'hérédité

1902 Haberland - Totipotence des cellules végétales

1870 -1910 Meéthodes modernes de sélection - croisements

1933 1er mais hybride disponible aux USA
1953 Structure de 'ADN - J Watson et F Crick
1960 Le code génétique et son universalité
1965 Découverte des enzymes de restriction

1974 -1977 Une bactérie Agrobacterium transfere du matériel génétique ( ADN-
T) aux cellules végétales.

1983 1ere plante transgénique via Agrobacterium

1996 1eres plantes transgéniques commercialisées aux USA

CIRAD
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1. la transgenese et I'amélioration des plantes

* Les limites de la sélection classique

— Manque de caracteres recherchés dans le germplasm de
'espéce ou d’autres espéces du genre.

— Barriéres d’espéces.
— Risque d’introduction de caracteres indésirables
— Création variétale souvent longue.

* Les limites des pratiques de culture

— limites des pesticides chimiques
» Conséquences sur I'environnement
» Inefficacité (apparition de résistances)

CIRAD
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1. La transgenese et 'amélioration des plantes

Les limites inhérentes
a la reproduction sexuée

Difficultés de réaliser
des croisements
entre espéces

Risques d’introduction
de caractéeres
indésirables

Délais souvent importants
pour créer une nouvelle
variété :
nombre de générations
cycle de vegétation

Les biotechnologies

Augmenter la variabilité
et faciliter les croisements
interspécifiques

*Sauvetage d’embryons
*Fusion de protoplastes
*Transgéneése

Connaitre le génome
et

maitriser I'apport de

nouveaux caracteres

*Cartographie du génome
* SAM

*Génomique
*Transgéneése

Diminuer le temps de
création de nouvelles
variétés

*Culture d’embryons immatures
*Haplodiploidisation

*SAM

*Transgéneése
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etique: methodes et applications

« Universalité du code génétique:
. Rend possible l'utilisation de la séquence d’'un
gene quelle que soit son origine: plante, bactérie,
animal

« Totipotence cellulaire :
. Rend possible la régénération de plantes entiéres
a partir d’'une cellule

 Des vecteurs de transfert de genes
. Font pénétrer un fragment d’ADN jusqu’au noyau
de la cellule végétale
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1. Faire pénétrer 'ADN dans la cellule végétale : les méthodes
de transfert

2. Exprimer le gene nouvellement introduit : les constructions

3. Trier les tissus transformés : le probleme des génes
marqueurs

4. Obtenir une plante transgénique exprimant le gene introduit :
la régénération a partir de la (des) cellule(s) transformées
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Les « vecteurs » de transformation

Font pénétrer ’ADN dans la cellule

« Des vecteurs biologiques:

Essentiellement des bactéries
— Agrobacterium tumefaciens
— Agrobacterium rhizogenes

 Des moyens physiques :
— Biolistique : Injection par bombardement de particules

— Electroporation : Choc électrique pour transfert ADN dans
des protoplastes ou des tissus

— Injection d’ADN dans les fleurs (ex du cotonnier)
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens

« Histoire de la transgenése <----> études sur Agrobacterium
— 1907 : A.tumefaciens agent de la galle du collet

— 1974 : 1dentification d’un grand plasmide

— 1978 : plasmide Ti responsable de la galle :
— Transfert et intégration de ’ADN-T dans le génome de la plante
— ADN-T porte des genes de synthése d’auxines et cytokinines

— 1981 : premiére plante transformée par exploitation de cette propriété
d’A.tumefaciens

— 1983 : premiéres plantes transformées portant un géne de résistance a
un antibiotique

— 1986 : premiére plante résistante a un herbicide

— 1994 : commercialisation d’'une tomate transgénique

— 2003 : 68 millions d’'Ha de plantes cultivées transgéniques / 18 pays

CIRAD
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens : une bactérie qui fait du génie génétique

On utilise la propriété de la bactérie de transférer de 'ADN
au génome des plantes.

Galle du collet
blessure

A 4

Agrobacterium, —>
une bactérie du sol

Agrobacterium Cellule végétale

plasmide * Galle du collet

ADN-T
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens transfére un fragment d’ADN précis délimité par
deux séquences bordures de 25bp (BD et BG) dans le noyau de la cellule végétale

2. .Inductiondes génes de virtts

1. Blessure et libération
gle composés phénoliques

==5 Cellule

|
o végétale

Plasmide
Ti

BD
3. Synthése du brin ADN-T

ADN-T + virD2

6. Infégration

5. Adressage
au noyau

8. Expression
7

virB [ virD2

o

3

protéines virB

4. Transport et
Bactérie Injection de ’ADN-T

dans la cellule

Source: L Jouanin
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens

Pour introduire de nouveaux génes dans les plantes, on utilise des souches
d’Agrobacterium incapables de produire des tumeurs

Plasmide Ti désarme :
incapable de produire
des tumeurs

Plasmide portant la région

( ADN-T) a transférer dans
laquelle les genes
responsables de la formation
de tumeur ont éte remplaceés
par les genes a transférer a la
plante

Agrobactérie génétiquement
modifiée

SN/

<SG
f‘.“%mq- hfomosome
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens

Bactérie « désarmée » - systéme binaire

BG D
-I Auxine et cytokinine synthases ﬁ

L’ADN-T porte des oncogénes
responsables de la synthese de
substances de croissance qui
provoquent la prolifération
cellulaire

BG D
-I Gene d'intérét ﬁ

-Le plasmide Ti ne porte plus TADN-T
mais porte les génes de virulence
qui agissent en trans

- LADN-T porte le géne a transférer entre
les bordures

Geénes de
virulence

BG

BD

Geénes de
virulence

pTi désarmé

BD

N

CIRAD
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens

Le procédé

Milieu de culture
pour prolifération
des cellules végétales

L
o = ———
<<
QR L
<
L L

Inoculation : Coculture :

Explants dans suspension d’Agrobactérie Développement conjoint des cellules
végétales et de la bactérie

Différérenciation de bourgeons

Milieu de culture Sans sélection des Avec sélection des
+ antibiotique pour éliminer cellules transformées cellules transformées
la bactérie
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Agrobacterium tumefaciens

Les limites

« Monocotylédones insensibles a la galle du collet ---> longtemps
considérées comme non transformables via Agrobacterium

» Neécessité de régénération a partir d’explants : exception méthode
infiltration fleurs ---> graines transformées (cas d’ Arabidopsis thaliana)

* Neécessité de régéneération de bourgeons a partir des cellules
transformées ex: lin

* Probléme du choix des souches pour obtenir les fonctions de virulence
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Des moyens physiques < wsiisie

 Biolistique :Injection par
bombardement de particules

» Electroporation : Choc
électrique pour transfert ADN
dans des protoplastes

 Injection d’ADN dans les fleurs
(ex cotonnier)

CIRAD
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

Le canon a particules

» forcer la pénétration de I'ADN a
travers la paroi pectocellulosique des
cellules végétales

* Envoi a trés haute vitesse de billes
d’or ou de tungsténe enrobées d’ADN
(canon a poudre ou a hélium)

* Possibilités de bombarder des
organes: apex, embryons (pb
chiméres)

» Pas d’intégration d’'un fragment bien
délimité d’ADN

*  Souvent trés nombreuses copies du
gene

* Délicate a mettre au point mais existe
chez coton, soja, céreéales...

Source : La transgenese végétale :F Casse - JC Breitler
*http://www.univmontp.fr/biotech/Transgenese/transgenese vegetale.htm
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2.1 - Les méthodes de transfert de genes

L’utilisation des protoplastes

» Cellules de divers organes ou tissus
débarassées de leur paroi

« Pénétration de 'ADN par

— Traitement chimique de la
membrane au PEG

— Pénétration par électroporation

* Neécessité pouvoir régénérer des
plantes a partir des protoplastes

« Grand intérét pour étude :

— Localisation de I'expression d'un
gene dans la cellule
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» Séquence codante
de diverses origines.

Séquence codante _
Promoteur du géne d’intérét Terminateur

) ARN messager
*  Promoteurs fonctionnels J

dans un génome végetal: y
» d’Agrobacterium (de 'ADN-T)
» de virus
» de plantes
— Nature

» Constitutifs (p35S : promoteur de 'ARN 35S du virus de la mosaique
du choux fleur)

* Inductibles : blessure, agent chimique
» Speécifiques d’organes ou de tissus : fruit, feuille, phloeme

Atelier GeRICo-CFC/ICAC Ouagadougou 12/2004 - C. Pannetier =4




Trier les plantes transformées

En conditions non

Transfert T
—fan sélectives :
Quelle est la plante
transformée???
—

xgénération
En conditions sélectives
(+ antibiotique ou herbicide);

seule pousse la plante
transformée

m Gene d'intérét %%§§ %%

» Géne de résistance a un antibiotique
» Géne de résistance a un herbicide
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Transformation génetique: methodes et applications

Les étapes d’'un programme de transgénese

» Identification du gene d’intérét
« Utilisation d’'une méthode de transformation efficace selon la plante
ciblée
» Sélection d'un grand nombre de lignées transformées
« Caractérisation de ces lignées
— présence du géne (PCR)
— nombre de copies (hybridation Southern)
— niveau d ‘expression - ARN (northern, RT-PCR)
— présence de la protéine (analyses biochimiques - western)
— physiologie: impact potentiel sur le phénotype
» ldentification de la lignée d’intérét: une copie, fort niveau d 'expression,
pas de phénotype indésirable.
« Essais aux champs

CIRAD
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Wma!lon genétique: methodes et applications

* |ntroduction d’un nouveau caractéere

— Reésistance aux insectes :

* genes de Bacillus thuringiensis (bactérie)

+ genes d’inhibiteurs de protéases (plantes)

* genes de chitinases (insectes), génes de lectines (plantes) ...
— Reésistance aux herbicides
— Reésistance aux virus

— Reésistance aux stress

* Sur-expression d’un caractere déja présent dans la plante
» Synthése de fructane chez la betterave a sucre
* Nouveaux types d’huile chez le colza, le soja

« Extinction ou sous-expression d’un caractére : stratégie anti-sens, ARN
interférant :
* Moins de gluten chez le blé
» Moins de lignine chez les arbres (pate a papier)
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La résistance aux insectes

Les genes de la bactérie Bacillus thuringiensis
— Protéines CRY (pendant la phase de sporulation):
» lépidoptéres
* coléoptéres
— Protéines Vip (phase végétative)

Génes d’inhibiteurs de protéases (origine plantes)
— Bloquent les protéases digestives de l'insecte (probléme contournement)

Génes de chitinases (origine insectes)
— Action sur la mue

Geéne d’avidine de blanc d’oeuf
— forte affinité pour la biotine

Génes de cholesterol oxydase
— Toxicité sur Anthonomus grandis
— Exprimé in planta - Probléme d’interférence sur le développement de la plante

Génes de lectines
— Action sur les sucres - in planta un certain effet sur les homoptéres
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La résistance aux insectes

» Etudes de différentes stratégies
— Expression de génes Bt efficace (plantes aux champs)
— |IP décevants
— Lectines : pucerons et ciccadelles

— Nécessité d’identifier de nouvelles toxines :

» Caractéres de résistance dans le germplasm des espéces a
modifier

« Dans d’autres espéces (ex: géne Vat du melon) - dans une
espece modéle (possibilité de screening et de clonage rapides)

— Voies de biosynthese de métabolites secondaires a explorer

» Etudes d’ impacts environnementaux, socio-économiques...
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Les résultats actuels

 Autorisées a la commercialisation ;Source : Base de données OCDE

— Coton, mais : résistance a des herbicides (glyphosate, glyfosinate,
a des insectes (lépidopteres)

— So0ja, colza, : résistance a des herbicides, qualité de 'huile
— Papaye : résistance a des virus,

— Pomme de terre : résistance a un coléoptére

— CEillet : coloration de la fleur, retard a la sénescence

— Tomate: retard au muirissement

— Betterave a sucre : résistance glyphosate, glyfosinate

— Riz : résistance a un herbicide
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Les résultats actuels

En cours de développement :

Orge : résistance a la fusariose

Patate douce : résistance a un virus (SPVD) - (field release in Kenya)
Lentille : résistance herbicide

Tournesol: résistance herbicide

Caféier : résistance a des insectes

Blé : moins de gluten , résistance herbicide

Melon : retard au mirissement

Courge : résistance a des virus

Pommier : résistance a des pathogénes (bactérie, champignons, insectes)
Peuplier, méleze : résistance a des insectes

Mangue : retard au madrissement, amélioration du gout

Banane : résistance aux pathogenes, production de vaccins, retard au
marissement

Riz : vitamine A « golden rice »
Betterave a sucre : biosynthese de fructane
Coton : qualité de la fibre, résistance a un virus (leaf curl virus)
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Ex : Développement de la fibre de coton

Caractéristiques technologiques
Longueur, finesse, maturité

Processus biologiques:
Contréle de la forme cellulaire
orientation des microfibrilles de cellulose
orientation des microtubules
Synthese de cellulose

Genes impliqués dans ces processus
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Ex : Développement de la fibre de coton

Eteindre I'expression d’'un géne pour analyser sa fonction

DesprezT et al. Plant Physiol 2002. ‘ N 5.

Analyse du réle des génes
- dans le développement

Extinction ciblée

Génes identifiés chez dans la fibre de Ia fibre de coton
Arabidopsis, comme des genes -sur les caractéristiques
o orthologues technoloai :

impliqués dans la , | technologiques:

synthése de cellulose Vect -Finesse

et/ou la forme des ecteur _ -Longueur

cellules, RNAi - inductible -Ténacité....
Collaboration BRI-CAAS (Chine) ; INRA ; CIRAD GaD
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Ex : Développement de la fibre de coton

Cytosquelette
« BOTEROT1 (*Al7294111107)

« TONNEAU 0101 (*AW18739

Plante sauvage Mutant Botero

Synthése de CG”UIOSG Source iconographique : H Hofte
* 10 cellulose synthase genes
KORRIGAN (*AW729802) |

« KOBITO (*BF275186)
« COBRA (*Al730765)

* accession n° of cotton ortholog

ity
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Ex : Développement de la fibre de coton
Les vecteurs

1 - Promoteur inductible a I'alcool

2 - Interférence ARN Roslan et al 2001 Plant Journal

SENS intron ANTI SENS
Transgéne

— U ARN sb - -
\

= ARN du géne # _Dégradation de

Complexe ARN db/RNases I ’ARN correspondant
S h / au géne « endogéne »

Marquage séquence
= = spécifique
=
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Ex : Développement de la fibre de coton

alcA P Botero sense Intron Botero anti-sense Ter

LB 35S P alcR cDNA nos 3’ nos 3’ | nptll nosP | RB

1. Constructions des vecteurs
«  Construction du vecteur RNAI - inductible
« Identification des genes exprimés chez le cotonnier et
orthologues des genes d’Arabidopsis
« Clonage de séquences de ces genes dans le vecteur

2. Transformation du cotonnier

3. Analyse des phénotypes
 Analyse des fibres transgéniques

Collaboration BRI-CAAS ; INRA ; CIRAD
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Transformation génetique: methodes et applications

3. L’exemple du cotonnier

« Enjeu majeur : la résistance aux insectes

« Une des premiéeres especes pour I'application de la stratégie de
production in planta de toxine entomopathogene produite par un
gene de Bacillus thuringiensis

« 1987 : premiére publication sur la transformation du cotonnier
via Agrobacterium - premiere régénération de plantes in vitro a
partir de tissus de G. hirsutum 1983.

« 1996 : premiére commercialisation de cotonniers transgeniques
résistant a Heliothis virescens et H. zea

CIRAD
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3. L’exemple du cotonnier

Régénération par embryogenése somatique

3 mois
80%

80 %

—

—
—

< 1mois

X 50 to 80%
100%, Cal Cal embryogene Embryons somatiques
Explant d’hypo
1 mix
80%

cotyle
)

3 - 6 mois
10 - 60 %

Plantes transformées via Agrobacterium tumefaciens
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3. L’exemple du cotonnier

De I'explant aux embryons somatiques
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3. L’exemple du cotonnier

De I'embryon au vitro-plant

-
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3. L’exemple du cotonnier

Du vitro-plant a la graine

CIRAD

Atelier GeRICo-CFC/ICAC Ouagadougou 12/2004 - C. Pannetier ia=g




3. L’exemple du cotonnier

Les limites de la méthode via embryogenese somatique

Methode consommatrice de temps, de materiel végetal, de main
d’'ceuvre.

Génotype dépendante : peu de génotypes (variétés Coker) régénerent
de facon efficace

Nécessité de rétrocroisements pour développer une variété

commercialisable.

Travaux sur 'amélioration de I'efficacité de la transformation génétique

Développement de méthodes alternatives
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3. L’exemple du cotonnier

Recherches de méthodes alternatives

A. tumefaciens

« Sélection de matériel a fortes potentialités

embryogeénes.

Yy / Embryogenic clumps
Mishra R et al (2003) Plant Tissue and Organ Culture 73, 21-35. :

» Transfert sur cals embryogénes:
Leelavathi S et al (2004) Plant Cell Reports 22, 465-470.
Pannetier et al (2003) International Cotton Conference Cap Town

gfp gene expression
Proembryo proliferation in somatic embryos
on selective medium

« Transfert dans le pollen
Li X et al (2004) Plant Cell reports 22, 9, 691-697.

« Transformation de méristemes

Gould JH, Smith RH (1988) Proceedings Beltwide Cotton
Conferences.

Satyavathi VV et al (2002) Plant Science 162, 215-223.

* Injection d’ADN dans les fleurs :

« pollen tube pathway »- pratiquée en Chine
GY Zhou et al (1983) Methods in Enzymology

‘g
oy
,BRL-CA%Beijing ,
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3. L’exemple du cotonnier

Les applications actuelles et les recherches en cours

« Larésistance aux insectes :

— Geénes de Bacillus thuringiensis : bactérie qui synthétise au cours

de la sporulation des protéines entomopathogenes : genes Cry
« différents génes Cry contre différents ravageurs
» autres génes de B.t (génes Vip) : durabilité et spectre d’hbotes

— Association de genes codant pour des protéines a modes d’action différents
(inhibiteurs de protéases) : probleme de durabilité

« Reésistance aux herbicides :
» Glyphosate, glyfosinate, bromoxymil

« Reésistance au leaf curl virus Asad S et al (2003) Archives of Virology

« Reésistance a des champignons: Rhizoctania solani et Alternaria alternata. .
genes d’endochitinase. Emani C, et al, (2003) Plant Biotechnology Journal 1, 351-336.

 Qualité de la fibre:

— Augmentation du rendement par graine ; surexpression d’'un gene d’expansine :

T Wilkins (2004) World Cotton Research Conference

— Fibre naturo-synthétique (polyhydrobutyrate) : John, Keller (1996) PNAS 23, 12768-12773
— Qualité : Li X et al (2004) Plant Cell reports 22, 9, 691-697.

« Reésistance aux stress

Atelier GeRICo-CFC/ICAC Ouagadougou 12/2004 - C. Pannetier
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Transformation génetique: methodes et applications

« Des plantes transgéniques déja largement cultivées

— intérét principal au niveau de I'agriculteur : résistance aux insectes,
aux herbicides

« Les plantes transgéniques a developper
— qualité des produits
— reésistance aux stress, conditions limitantes de culture

 Recherches a développer sur :

— Conditions d’introduction des plantes transgeéniques dans de
nouvelles zones de culture : pays du Sud / petit paysannat

— Meéthodes de transformation plus efficaces et applicables a de plus
nombreuses especes : especes tropicales

« Outil majeur pour la compréhension du génome des plantes et a
terme pour 'amélioration variétale

CIRAD
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