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Septembre 2014

Equipe « Physiologie Moléculaire de la Formation du Bois »

Thématique de l’équipe : 

Mécanismes moléculaires impliqués dans la formation du bois 
et dans la définition de ses propriétés, chimiques et 

mécaniques

Espèce modèle : Peuplier

Juin 2019

Transgénèse et techniques d’édition du génome = méthodes – clé pour 

mettre en relation variation de l’expression de gène(s) et modification des propriétés du 
bois



Laboratoire d’Ingénierie Cellulaire de l’Arbre
https://www6.inrae.fr/lica/

= bâtiment combiné laboratoire – serre, dédié à la production et la caractérisation
d’arbres transformés ou édités par ingénierie cellulaire, pour venir en appui à tout projet
de biologie intégrative sur le fonctionnement des arbres.
= bâtiment confiné (L2S2) respectant les procédures réglementaires en matière de
sécurité biologique.

Visite prévue
le mercredi 21 avril de 9-11h
dans le cadre des 2h de TP

RDV à l’accueil d’INRAE
vers 8h55

https://www6.inrae.fr/lica/
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I. Introduction



Glossaire

Transformation génétique = intégration d'un fragment d'ADN étranger dans une cellule, pouvant 
entraîner une modification héréditaire du phénotype de l'organisme receveur 

Transgénèse = fait d'incorporer un ou plusieurs gènes dans le génome d'un organisme vivant. Ce 
transgène sera exprimé dans l'organisme transformé et peut provenir d’une espèce différente de 
l’organisme receveur, voire être un gène synthétique

Cisgénèse =  sous-catégorie de la transgénèse, pour laquelle, les gènes introduits sont issus de 
plantes de la même  espèce et apportés de manière fonctionnelle, sans réarrangement de 
séquence, avec l’ensemble de leurs séquences régulatrices et de leurs introns. 
Intragénèse = sous-catégorie de la transgénèse, pour laquelle les gènes introduits sont apportés 
sous forme tronquée ou réarrangée in vitro. Les séquences régulatrices et les introns ne 
sont pas nécessairement ceux initialement associés au gène, mais chacun des éléments 
provient de génomes de plantes de la même espèce, ou d’espèces sexuellement compatibles. 

Transgène = Séquence génique provenant d’une espèce non sexuellement compatible à 
l’organisme receveur.

OGM = Organisme génétiquement modifié / PGM = Plante génétiquement modifiée



L’amélioration des plantes  s’appuie sur la diversité génétique

Utilisation de la diversité génétique naturelle



Possibilité de créer artificiellement de la 
diversité génétique / introduire des 
caractères qu’on ne pourrait trouver 
naturellement

G. Haberlandt

J. Watson
F. Crick
R. Franklin

M. Van Montagu
J. Schell



Herrera-Estrella et al., 1983
Bevan et al., 1983
Fraley et al., 1983

Création de diversité génétique
Mutagenèse aléatoire 
(EMS, UV) 

Transgénèse

Modification 
ciblée du génome



Herrera-Estrella et al., 1983
Bevan et al., 1983
Fraley et al., 1983

Création de diversité génétique
Mutagenèse aléatoire 
(EMS, UV) 

Transgénèse

Modification 
ciblée du génome



Les OGM sont apparus de façon très récente dans l’amélioration des plantes, qui 
elle, a débuté au Néolithique

1er maïs 
transgénique 
= 1988



Plantes transgéniques ou éditées = approche biotechnologique complémentaire 
aux techniques classiques d’amélioration des plantes





Principales cultures OGM dans le monde

MaïsSoja Canola / ColzaCoton Luzerne







I.A. Méthodes d’obtention de plantes transgéniques





Protocole Leplé et al., 1992

P. tremula x P. alba
clone INRA #717-1B4

Callogénèse
Sélection

Régénération de 
tiges feuillées

Enracinement

Acclimatation

6 mois
Coculture entre-
nœuds blessés / 
agrobactéries

Exemple pour le peuplier : transformation via agrobacterium tumefaciens



Toutes les espèces / génotypes au sein d’une espèce n’ont pas la même aptitude 
à la transformation et à la régénération

Baby boom et Wuschel = facteurs de transcription impliqués dans la totipotence cellulaire et 
l’embryogenèse







Importance du choix des séquences 
régulatrices : expression constitutive, 
spécifique à un organe donné, à un stade 
de développement, en réponse à une 
contrainte environnementale

Bilas et al., 2016



Ex : introduction gènes de 
résistance aux insectes, gènes de 
tolérance à des herbicides, 
modification de la composition des 
graines

Ex : tomates et melons à maturation 
retardée, plantes à teneur en 
lignines réduites



Introduction d’une construction 
génétique permettant la 
production d’un ARN double 
brin en tête d’épingle (hairpin
RNA)

Ex : plantes résistantes aux virus



Transgénèse / Cisgénèse / Intragénèse



Opines = sucre + acide aminé : source de C et d’N
Hormones = formation de la tumeur 

Actuellement : utilisation de plasmides 
binaires, de taille plus petite, portant 
uniquement l’ADN-T

Galle du collet



Mécanismes 
d’intégration du T-
DNA dans le génome 
de la plante

Lacroix et Citovsky, 2019

AS = Acétosyringone, composé 
phénolique relargué par les 
cellules végétales blessées

VirA/virG : système à 2 
composants

T-DNA sur le plasmide Ti: 
encadré par bordures LB / RB 
(inverted repeats de 20-25 pb). 
VirD1/virD2 reconnaissent 
spécifiquement LB et RB

DSB = Double Strand Break = 
Cassure Double Brin





Protocole Leplé et al., 1992

P. tremula x P. alba
clone INRA #717-1B4

Callogénèse
Sélection

Régénération de 
tiges feuillées

Enracinement

Acclimatation

6 mois
Coculture entre-
nœuds blessés / 
agrobactéries

Exemple pour le peuplier : transformation via agrobacterium tumefaciens



Insertion de nombreuses copies d’ADN, 
dont certaines sont tronquées

Très difficile de régénérer des plantes à 
partir de protoplastes







I.B. Exemples d’applications



Ex 1  Plantes transgéniques Bt, résistantes aux insectes

Maïs, Coton

Source photos : isaaa.org 



Roh et al., 2007



Utilisation des 
cotons 
résistants aux 
insectes limite 
l’utilisation des 
insecticides



Ex 2  Le riz doré ou Golden Rice
Activité 1 : Analyse de l’article Paine et al., 2005, Improving the nutritional value of Golden 
Rice through increased pro-vitamin A content, Nature Biotechnology, 23, 482-487
Questions :
1- Dans la version 1 du riz doré, quels sont les gènes introduits dans le génome du riz? (nombre, noms, espèces d’origine) Quelle 
stratégie a été utilisée? Qu’a-t-on alors obtenu?

Deux gènes ont été introduits dans le génome du riz : le gène Psy codant pour une phytoene synthase, 
provenant du narcisse et le gène crtI codant pour une carotène désaturase, provenant d’une bactérie 
(Erwinia uredovora). Les gènes sont surexprimés chez le riz pour induire la production de caroténoides. Une 
concentration maximale de 1,6 µg/g de caroténoides a été obtenue chez le riz dorée, version 1.
2- Quel est l’objectif de cette nouvelle étude?

L’objectif est de tester l’efficacité de différents gènes Psy, provenant de différentes espèces,et d’identifier 
un gène plus efficace que celui du narcisse, car les résultats laissent à penser que c’est l’étape phytoene
synthase qui est limitante. 
3 – Le premier criblage des constructions se fait sur des cals transformés de maïs. Comment est évaluée l’efficacité du gène introduit 
pour augmenter la biosynthèse des caroténoïdes?

L’efficacité du gène est évaluée par la coloration jaune des cals cellulaires (Fig. 1b). Des mesures 
quantitatives de teneurs en caroténoïdes complètent ces observations visuelles (Fig. 1c). 
4 – Les constructions sont ensuite introduites dans le riz. Quels sont les promoteurs qui contrôlent l’expression de gènes? Quel est le 
gène de sélection utilisé pour la transformation? 

Les gènes crtI et Psy sont sous le contrôle du promoteur  de gluteline du riz. C’est un promoteur qui 
contrôle l’expression des protéines de réserves dans le grain de riz, et donc la synthèse des caroténoïdes est 
ciblée spécifiquement dans les grains de riz. Le gène de sélection est le gène hpt, conférant la résistance à 
un antibiotique, l’hygromycine,  sous le contrôle du promoteur polyubiquitine de maïs (Fig. 2a).
5 – Quel est le gène le plus efficace chez le riz? Quelle est l’amélioration observée par rapport à la première version du riz doré?

Les deux gènes les plus efficaces sont ceux provenant du riz et provenant du maïs (Fig.2b). C’est celui du 
maïs qui a été utilisé pour produire le riz doré version 2. les auteurs obtiennent une augmentation de la 
teneur en caroténoïdes jusque 23 fois par rapport au riz doré 1. 





Ex 3
Papaye résistante au 
Ringspot Virus (PRSV)

PRSV = Potyvirus transmis 
par les pucerons

Résistance acquise par 
expression constitutive 
d’une protéine de 
l’enveloppe virale / RNAi
silencing
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Avantages / amélioration des plantes 
« classique »

Limites

Permet de créer de la variabilité 
génétique / des mécanismes de 
résistance qui n’existent pas forcément 
dans la nature

Toutes les espèces / tous les génotypes 
au sein d’une espèce ne sont pas 
susceptibles d’être transformés

Permet d’exprimer des gènes provenant 
d’organismes différents, avec lesquels 
des croisements ne sont pas possibles

En plus du gène d’intérêt, les plantes 
conservent bien souvent le gène de 
sélection (résistance à un antibiotique)

Permet d’accélérer le processus de 
sélection – en général -

Insertion du transgène se fait de façon 
non contrôlée



II.A. Méthodes de production de plantes éditées



L’édition des génomes est basée sur l’utilisation de nucléases site-spécifiques

Romay et Bragard, 2017

FokI = endonucléase
ZFN = Zinc Finger Nuclease
TALEN = Transcription activator-like effector nuclease

RuvC, HNN = 2 domaines nucléases

Ces nucléases reconnaissent une séquence spécifique d’ADN
A ->D : système de plus en plus flexible, modulaire





Les nucléases font des cassures double-brins de l’ADN et les processus de réparation de 
l’ADN, qui sont source d’erreurs, entrainent la modification du génome

Limera et al., 2017

Recombinaison 
homologue, 
malheureusement 
très peu efficace 
chez les plantes

Réparation par 
jonction
des extrémités  de 
façon non 
homologue ou par 
microhomologie : 
peut entrainer des 
délétions ou des 
insertions de 
quelques bases

Si réparation sans 
erreur, la nucléase 
peut à nouveau 
couper… 



Source : Cécile Collonnier, réunion GENIUS, Paris 2014 



Système CRISPR-Cas9 = endonucléases ARN-guidées

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats

Cas = CRISPR associated protein

Provient du système immunitaire bactérien
pour se défendre de l’ADN viral exogène

Mali et al, 2013

Bactériophage = virus bactérien

Spacer : fragment d’ADN viral de 20 pb



Système très versatile : en génie génétique, on utilise la même nuclease, seul l’ARN guide change pour 
chaque nouvelle cible

Pour chaque cible, on choisit un guide = 1 sequence de 20 nucleotides pour adressage de la Cas9

1 contrainte : le PAM = Protospacer Adjacent Motif =NGG

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Mali et al, 2013

Système CRISPR-Cas9 = endonucléases ARN-guidées



Système très versatile : en génie génétique, on utilise la même nuclease, seul l’ARN guide change pour 
chaque nouvelle cible

Pour chaque cible, on choisit un guide = 1 sequence de 20 nucleotides pour adressage de la Cas9

1 contrainte : le PAM = Protospacer Adjacent Motif =NGG

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Mali et al, 2013

Système CRISPR-Cas9 = endonucléases ARN-guidées



Chen et al., 2019

Possibilité de faire du 
multiplexage – utiliser 
plusieurs guides pour faire 
plusieurs cassures double 
brins 



Chen et al., 2019

Edition de base en utilisant une nCas9 (nickase / coupure ADN simple brin) fusionnée à une cytidine 
ou adenosine deaminase



Edition du génome chez les plantes  :

Si ADN de « réparation »

Edition de gène ou 
remplacement d’allèles 

(KI, Knock-In)

Marche +/-
0,1 - 1% d’efficacité

Réparation par recombinaison homologue (HR)

Réparation par jonction
des extrémités  de façon 
non homologue ou par 
microhomologie
(NHEJ,MMEJ)

Cas9
gRNA

Inactivation de gène par 
mutagenèse ciblée 

(KO, Knock-out)

Marche +++
10 - 100% d’efficacité

Coupure ciblée de 
l’ADN  

Cas9 modifiée : nickase + cytidine
deaminase
gRNA

T

Edition de base

Marche ++ 
5 – 50 % d’efficacité

C



Edition de gène ou 
remplacement d’allèles ou KI

Inactivation de gène par 
mutagenèse ciblée (KO)

Outil en constante évolution, avec des enzymes présentant des spécificités différentes au niveau du PAM

T

Edition de base

(crispor.tefor.net/)

Cytidine déaminase : C modifié en T
Adénine déaminase : A modifié en G

Possibilité de faire du multiplexage : plusieurs gRNA, donc 
plusieurs cibles en même temps

Pour faire un KO – gene knock-out (mutation dans un gène) : 2 
guides espacés d’une 50taine de pb pour faire une délétion de 
cette talle et inactiver le gène. 

A terme, toutes les modifications vont devenir possible!!

Bien choisir la séquence cible pour éviter les problèmes d’off-
targets

http://crispor.tefor.net/


Chen et al., 2019

Production des plantes éditées en utilisant des protocoles issus de la transgénèse

Plantes éditées sans 
transgène (Cas9 et gène 
de sélection). Seule la 
modification ciblée du 
génome est conservée 

Expression transitoire de la 
Cas9, sans insertion dans le 
génome

Méthode plus rapide, adaptée aux plantes ayant un cycle de reproduction très long



II.B. Exemples d’applications



Sedeek et al., 2019



Activité 2 : Analyse de l’article Nekrasov et al., 2017. Rapid generation of a transgene free 
powdery mildew resistant tomato by genome deletion. Scientific Reports, 7: 482 | 
DOI:10.1038/s41598-017-00578-x

L’objectif de ce travail est d’obtenir des tomates résistantes à l’oïdium, maladie due à un 
champignon (Oidium neolycopersici) en utilisant la technologie CRISPR/Cas9.

Quelques informations pour aider à la compréhension:

Loss-of-function mutation = mutation rendant le gène inactif (KO)

Primary transformants (T0) = transformants issus directement de l’expérience de 
transformation

Transformants T1  = transformants issus de l’autofécondation des T0

Notation : GeneX : forme dominante du gène / geneX : forme mutante

PCR  = polymerase chain reaction : permet d’amplifier spécifiquement un fragment d’ADN à 
l’aide d’amorces (primers) spécifiques de cette séquence. 



1) Quel est le gène ciblé par la modification ciblée du génome? Pour quel type de 
protéine code-t-il? Pourquoi ce gène a-t-il été choisi?

2) Quelle est la stratégie utilisée (texte et Figure 1)? 

3) Comment a été mise évidence la modification du génome obtenue (Figure 1)?

4) Comment obtient-on des tomates sans transgène (sans T-DNA)?

5) Quel est le phénotype des plantes éditées (résistance à l’oïdium, rendement en 
tomates)? 



Quel est le gène ciblé par la modification ciblée du génome? Pour quel type de protéine 
code-t-il? Pourquoi ce gène a-t-il été choisi?
Le gène ciblé est le gène SlMlo1 (Sl = Solanum lycopersicum = nom latin de la tomate; Mlo = MILDEW RESISTANT
LOCUS O = gène de sensibilité à l’oïdium , 1 = gène n°1 parmi les 16 gènes de sensibilité chez la tomate). Le gène
code pour une protéine membranaire, présentant 7 domaines trans-membranaires, conserve chez les
Monocotylédones et les Dicotylédones et qui confèrent une sensibilité des plantes aux champignons responsables
de l’oïdium. Ce gène a été choisi car c’est celui qui contribute le plus à la sensibilité des tomates. De plus, il existe
des mutants naturels slmlo1 qui ont montré une resistance accrue à l’oïdium.

Quelle est la stratégie utilisée (texte et Figure 1)? 
La stratégie est de faire une mutation KO du gène en utilisant deux single guide RNA ciblant le gène SlMlo1 et
séparés de 48 paires de bases.

Comment a été mise évidence la modification du génome obtenue (Figure 1)?
En utilisant des amorces encadrant le site d’édition, un fragment d’ADN a été amplifié par PCR et migré par
électrophorèse. La différence de taille de bandes entre individus différents suggère qu’il y a eu une déletion
d’environ 50 pb pour certains (band shift assay). Par séquençage, la délétion a été effectivement confirmée chez 
les individus 2, 8 et 10. 

Comment obtient-on des tomates sans transgène (sans T-DNA)?
Le transformant primaire (T0) n°8 a été autofécondé. Dans la descendance (T1) ont été identifiés 5 individus ne 
portant pas de T-DNA dans leur génome : cela a été vérifié par PCR en utilisant des amorces ciblant le gène de la 
Cas9 (Fig. 1f).

Quel est le phénotype des plantes éditées (résistance à l’oïdium, rendement en 
tomates)? 
Les mutants slmlo1 sont résistants à l’oïdium (Fig. 1e) et présentent un rendement en tomates equivalent aux 
plantes sauvages. 









II.C. Développements technologiques actuels



Chen et al., 2019

Développements actuels et futurs





III. Réglementation / Débat sociétal



Plantes transgéniques dont le génome 
porte un transgène (gènes(s) d’intérêt 
+ gène de sélection, facilement 
détectable par PCR

Plantes éditées sans transgène, 
non différentiables de mutants 
naturels ou obtenus par 
mutagénèse chimique



2 directives européennes pour la réglementation des plantes transgéniques

Pour être cultivée, une variété 
OGM est soumise à une 
demande d’autorisation (effets 
sur environnement et sur la 
santé)

Chaque état membre peut ne 
pas autoriser les OGM validés 
par l’UE sur son territoire



La Cour de Justice Européenne a rendu un arrêté sur le statut juridique des plantes éditées, 
appelées « nouveaux OGM » par leurs détracteurs. Les techniques de mutagenèse sont exclues 
du champ d’application de la directive. Mais elle souligne que cette exemption ne concerne que 
« les techniques/méthodes de mutagenèse qui ont été traditionnellement utilisées pour 
diverses applications et dont la sécurité est avérée depuis longtemps » et non les organismes 
obtenus par des techniques de mutagenèse apparues postérieurement à l’adoption de la 
directive. Concernant les organismes obtenus par mutagenèse traditionnelle, elle indique que 
les États membres sont « libres de légiférer dans ce domaine dans le respect du droit de l’Union, 
en particulier des règles relatives à la libre circulation des marchandises ».



Lynch, 2010



Taux de mutation spontanée versus induite chez certaines plantes cultivées.
* Les stratégies CRISPR-Cas utilisant des ARNg non spécifiques peuvent
conduire à une activité hors cible susceptible d’augmenter le nombre de
mutations (off-targets).

L’arrêté de la Cour 
Européenne de Justice ne 
s’appuie sur aucune 
donnée scientifique, c’est 
un point de vue 
uniquement juridique 
mais qui a donné un coup 
d’arrêt aux 
développements des 
plantes éditées en Europe



Réglementations au niveau mondial

Metje-Sprink et al., 2020



Metje-Sprink et al., 2020



https://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=18668



Mumm, 2013

Le fait que les plantes éditées soient soumises à la réglementation OGM ou pas a un 
impact très fort sur le coût de mise sur le marché 



Whelan et 
al., 2020

Exemple de la situation en Argentine avec la dérégulation des plantes éditées



La mise sur le marché d’une plante 
transgénique, soumise à 
réglementation, coûte très chère et 
est donc majoritairement le fait de 
grandes multinationales et 
concerne des espèces majeures 
(très cultivées dans le monde)

Dans le cas d’une dérégulation des 
plantes éditées, les boites privées 
locales peuvent plus facilement 
s’approprier la technologie et 
développer des espèces adaptées à 
des marchés locaux. 



Ce qui est reproché aux OGM



Ce qui est reproché aux OGM

Les OGM sont supposés dangereux pour la santé et l’environnement

https://www.lemonde.fr/blog/huet/2018/12/11/ogm-poisons-la-vraie-fin-de-laffaire-seralini/

https://www.lemonde.fr/blog/huet/2018/12/11/ogm-poisons-la-vraie-fin-de-laffaire-seralini/










Conclusion

La transgénèse est une technique permettant d’introduire un caractère nouveau, qu’on ne pourrait 
parfois pas faire en utilisant l’amélioration génétique classique. L’insertion du transgène se fait de façon 
non contrôlée dans le génome. En plus du gène d’intérêt, la plante conserve souvent un gène de 
sélection (résistance à un antibiotique ou à un herbicide).

L’édition des génomes permet de s’affranchir de ces limitations : la modification est ciblée, précise dans le 
génome, il n’y a pas de transgène, la construction initiale portant la Cas9 étant éliminée par croisements. 
C’est une technique très efficace pour faire des mutants par insertion/délétion de quelques bases ou 
pour faire de l’édition de base (modification de la fonction des protéines, produits des gènes). Ce type de 
modification pourrait se produire naturellement dans les plantes, la technique permet de gagner en 
efficacité. 

L’utilisation de ces techniques pour l’amélioration des plantes se heurte au niveau européen aux 
problèmes de réglementation et d’acceptation sociétale. OGM et plantes éditées ne doivent pas être 
rejetées en bloc sur la base des techniques utilisées pour les produire mais devraient être évaluées au cas 
par cas, selon leur intérêt pour le consommateur et la planète. 



Chen et al., 2019
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