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Objectifs et programme

OBIJECTIFS ET PROGRAMME (d’apres prérogatives ministéere)
Theme 2B ‘La plante domestiquée’

Connaissances Capacités, attitudes

La sélection exercée par 'Homme sur les plantes cultivées a souvent retenu | Comparer une plante cultivée et son
(volontairement ou empiriquement) des caractéristiques génétiques ancétre naturel supposé.

differentes de celles qui sont favorables pour les plantes sauvages. Recenser, extraire et exploiter des
Une méme espéce cultivée comporte souvent plusieurs varietés informations afin de comprendre les
sélectionnées selon des critéres différents ; c'est une forme de biodiversité. caractéristiqgues de la modification

Les techniques de croisement permettent d'obtenir de nouvelles plantes qui génétique d'une plante.
n'existaient pas dans la nature (nouvelles variétés, hybrides, etc.).

Les techniques du génie génétique permettent d'agir directement sur le
génome des plantes cultivées.

Objectifs et mots-clés. Il s'agit de montrer les différentes modalités d'action
humaine sur les caracténstigues géneligues des plantes culfivées.

[Limites. Les éléments scientifiques introduits ici permettent un débat sur
l'usage de telle ou telle méthode, mais il n'entre pas dans les objectifs de | | 3h CM 2h TD I | |
l'enseignement scientifigue de trancher, a lui seul, la controverse. ]
Convergences. Histoire des arls - la modification des aliments de 'Homme
au travers de leur représentation picturale. Histoire et géographie - histoire
des plantes cultivées et des civilisations.

@ Ministére de 'education nationale, de la jeunesse et de |la vie associafive = www. education. gouv.fr 1217

TD disponible sur silico.biotoul.fr
rubrique Enseignement > M1 MEEF

TD lundi 7 novembre 2016 13h30-15h30/15h45-17h45




Plan

Rappel: L'utilisation des Plantes par ’Homme
l. Des plantes sauvages aux plantes domestiquées

Il. Différentes techniques d’amélioration des plantes
: de la sélection empirique aux biotechnologies modernes

1.1 Méthode empirique
- Sélection massale

11.2 Méthodes pour rechercher des variétés homogenes et
productives

- Hybridation et sélection
- Rétrocroisement
- Transgenése (organismes génétiquement modifiés OGM)



Mots clés a connaitre !

Agrobacterium
Allogamie
Autofecondation
Autogamie
Biolistique

Cal

Domestication
Syndrome de Domestication
F1

Gene d’intérét
Gene marqueur
Hybride

OoGM

Protoplaste
Sélection massale
Transgenese
Variéte

Vecteur (plasmide)



L'utilisation des plantes par 'Homme

e en agriculture : nourrir ’lhumanité directement ou indirectement (nourrir le
bétail)

« en medecine : médicaments
« dans I'industrie : textile : (coton), énergie (bois de chauffe), construction

(bois), alimentaire (ardmes, huiles essentielles...) , énergie renouvelable
(bioplastique...), agronomie (bioprotectant, SDN..)

» enjeu majeur pour L'Homme



l. Des plantes sauvages aux plantes domestiquées

O Caractéres sauvages

| |

Ot Caractéres inlérassants

B pour 'agricuttaur Une population initiale de plantes
O sauvages présante de la variation.

ClvIVIe
OO0

OO O L'homme retient quelgues plantes
présentant des caraciéres imiéressants.
Des croisements naturels se réalisent

Finalement, on ohtient une population

dans la population cultivée,
@ dont la pluparl des indwidus portent
3 lensemble des caractéres intéressants,
Au fur el & mesure des générations, la O Oo
fréquence  accumulée des alldles o
intéressanis augmente et certaines O O

planies cumulent ces caractéres.

Vi)
D @90
°

Les plantes cultivées sont toutes issues de plantes sauvages.
Le processus qui conduit de la forme sauvage a la forme cultivée se nomme

» ‘la domestication’



*-3300 a 476 (depuis I'appararition de I'hnomme jusqu’a la fin de I'antiquité) : pas de
réelle amélioration

Créaﬁon d'clsjp?:ccs

Domcsfica*ion des plantes

\ |
Importation de pl'lnn‘l'e,!: (empire Romain)

Evolution des pFaﬂqucs culturales
| J

* Moyen age (476 a 1492) : Début decouverte des lois de I'hérédite
* XVllleme : Mise en evidence des lois de I'héredité

Carl VON LINNE (1707-1778): nature sexuee des plantes, définition
des especes, classification (caractere sexuel)
—> Hybridations possibles entre plantes ??

Josef Gottlieb KOLREUTER (1733-1806): importance
insecte pour pollinisation, premiere expériences d’hybridation

Johan Gregog MENDEL (1822-1884) : lois de I'nérédite
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L’origine des Plantes cultivées : ‘foyer de domestication’

De la plante sauvage a la plante cultivée : foyers de domestication

Proche-Orient [-10000 - 9000 ans]
Orge, bié, lin, lentilles

Amérique du Nord |-
4000 ans]
Tournesal,

Chine [-8500 - 5000 ans]
Millet, riz,

Asie du sud-est [-10000 - 5000 ang]
Féve, banane, canne & sucre

Sahel [-5000 ans]
Sorgho, riz afficain

Amérique centrale [-
9000 - 3500 ans] -Mais,
haricot, courge

Afrique de
I'ouest [- 3000
ans]

Palmier a huile

o
)
) Nouvelle Guinéde [- 10000

ans)
Taro, banane

Andes and Amazonie [-6000

ans]
Palate douce, pomme de terre,

— Foyers de domesfication

Plantes utilisées deérivent d’especes sauvages locales

Existence de ‘foyer de Domestication’
- BIlé, orge, céréales secondaires =» Proche-Orient
- Mais = Ameérigue Centrale
- Riz = Asie



Chaque espece cultivée est issue de la modification par 'THomme d’especes
sauvages.

—> Apparition de nouveaux caracteres qui distinguent une espece
cultivée d’une espece sauvage.

Port des plantes moins ramifié
Caracteres qui facilitent la culture Synchronisation de la date de floraison
Perte de dormance des semences
Perte de caducité des graines

Caracteres qui améliorent I'utilisation Graines nues
alimentaire Graines plus grosses
Graines plus riches en glucides
Caractéres qui améliorent 'utilisation Structures des farines
industrielle Qualité des fibres et des bois

Qualité des huiles

» ‘syndrome de domestication’



‘Syndrome de domestication’

* moins de 500 plantes domestiquées (soit 1 et 2/1 000 plantes sauvages)
« concerne un nombre limité de familles (~170 familles)
principalement :

legumineuses (pois, soja, haricot..)

céréales (blé, avoine, riz...)

solanacées (pomme de terre, tomates, poivrons)
brassicacées (moutarde, colza...)

liliacees (ail, oignons...)

» Pourquoi certaines familles plus que d’autres ??

» Pré-adaptees (organes de réserves, milieu de culture)
» Potentiel évolutif (selection massale, croisement, hybridation
possible...)



. Centre ‘d’origine’ (forte diversité) :
Perspective de Vavilov Nikolai = carte de répartition des
régions ou I’on trouve le plus grand nombre d’espéces domestiquées

De la plante sauvage & la plante cultivée : foyers de domestication

Proche-Orlent [-10000 - 9000 ans)
Orge, bié, lin, lentlles

Amérique du Nord |-
4000 ans]
Tourn]L %E:r[:ﬁﬂﬂ - 5000 ans]

Asie du sud-est [-10000 - 5000 ans]
Féve, banane, canne & sucre

Sahel [-5000 ans]
Sorgha, riz africain

Amérigue centrale [-
9000 - 3500 ans] ~Mais,
haricot, courge

i
) Nouvelle Guinée [- 10000

Afrigue de
Andes and Amazonie [-6000 I‘ouest [- 3000
ans] ans) ) _ ans]
Patate douce, pomme de terre, Paimier & huile Taro, banane
o 0,}&

= Foyers de domestication

Plantes utilisées dérivent d’especes sauvages locales

Existence de ‘foyer de Domestication / Centre d’origine’ = diversité locale importante
Ble, orge, céréales secondaires =» Proche-Orient

Mais = Amérique Centrale
Riz = Asie

Nikolai Vavilov

Naissance

Décés

25 novembre 1887
Moscou (Empire russe)

26 janvier 1943 (& 55 ans)
Saratov (Union soviétique)

D



l. Des plantes sauvages aux plantes domestiquées

Domestication
. Basée sur la variabilité génétique des plantes

. Identification par 'Homme et choix des caracteres favorables
(morphologiques)

. Modifications majeurs: architecture de la plante + propriétés
des grains

Exemple: du mais et du blé



Comparaison entre le mais (Zea mays) et son ancétre
supposé la Teosinte

Architecture des inflorescences femelles. Photographies personnelles de Monsieur Julien Greffier.
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%T eosinte

épi femelle de Téosinte

Mais (famille des Poacées)

* Aujourd’hui dans presque toutes les regions du monde
» Troisieme céréale du monde

A la base de I'alimentation d’'une grande partie de la population mondiale



Ancétre = téosinte

Structure et composition des grains

Masse des grains :
10 grains de Mais = 2.7g
10 grains de Téosinte = 0.6 g

Mais Téosinte

Les grains de Téosinte sont entourés d'une cupule = glumes soudées.

Les grains de Mais possédent des glumes réduites (qui se coincent entre les dents lorsque I'on mange les
grains).

Nombreuses branches
latérales avec inflorescences
males (= tallage abondant)

e
i

Grain

Petits épis, petits grains

Glumes |

Enveloppe tres dure

Mais

Coupes transversales dans des grains de Mais et de Téosinte.




Exemple du mais

Lancétre La d omestication

sauvag e Ladaptation en Europe :;nnmluhndﬂr:
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~7000 ans
1494

Populations

" g Introduction
T dans le sud de MEurope

N 1947

1 quintaux/hectare Seéminzire Biotechnologies- 9 et 10 fewier 2012 90 quintaux/hectare
Lepiniec L Seminaire Biotechnologies -9 et 10 tevrier 2012

source: GNIS 7



La sélection concerne quelques genes majeurs (5)

Modern
i byl

Le géne TBI (TEOSINTE BRANCHED 1)

- code un facteur de transcription (TCP)

- contrile la structure branchée de la plante

- S5a surexpression entraine une dominance
apicale accrue et le développement d'une tige
unique et épaisse chez le mais cultivé



M Planéte

PLANETE Biodiversité Ressources naturelles Population Agriculture & Alimentation  Pollutions

L'ADN sauteur du pop-corn

La domestication est le passage de la forme sauvage d une espéce animale
ou végétale a une forme cultivée. L'évolution du mais est un cas d'école en
la matiére.

http://mwww.lemonde.fr/planete/article/2012/01/06/l-adn-
sauteur-du-pop-corn_1626358_3244.html

Depuis trente ans, le géneticien John Doebley, de I'université de Madison (Etats-
Unis), étudie I'evolution du mais. En 1995, son équipe identifiait un géne, thi,
impliqué dans la différence du nombre de branches entre mais et téosinte. Le
géne th1 de mais produit davantage de protéines que son homologue chez la
téosinte (on dit qu'il est exprimé plus fortement), ce qui limite le nombre de
branches latérales. Comprendre la variation du nombre de branches revient donc
a comprendre comment le géne tb1 a changé d'expression. Les chercheurs
répondent & cette question dans I'édition de novembre 2011 de Mature Genetics
en identifiant qu'un transposon est insére a proximité du géne th1 de mais et
maodifie son niveau d'expression. De quoi s'agit-il ?

Un transposon est un petit fragment d'ADN capable de se dupliquer de facon
autonome et de se déplacer physiguement dans le génome. Il en existe de
nombreux types, affublés de patronymes imagés tels que "tourist”, "gypsy" ou
"hoba”, qui se comportent comme des spams moléculaires infectant les génomes
- ils constituent 50 % de notre génome et 90 % de celui du blé | Un transposon
peut accidentellement altérer I'expression des génes dans le voisinage de son site
d'insertion, et ainsi modifier des caractéres de I'organisme hite contrdlés par ces
génes. C'est typiguement ce qui se passe pour le géne tb1 du mais.

L'étude de Nature Genetics révéle un autre point intéressant concernant I'histoire
évolutive de ce transposon - cette insertion a proximité de th1 existait déja, mais a
faible fréquence, dans les populations de téosinte, dix mille ans avant le début de
la domestication. Ainsi, 'apparition du mais, en tant qu'événement évolutif, ne
résulte pas tant de I'émergence d'une nouveauté génétique que de la sélection,
par la main de I'homme, d'un variant génétique - un transposon inséré prés de th1
- déja présent depuis des milliers d'années dans les populations naturelles de
téosinte.



MR- 132]

Dochley, et al.. (2006) Cell 127:

Le géne TGAL (TEOSINTE GLUME ARCHITECTURE 1)
- Code un facteur de transcription (SBP)

- contrble le développement des glumes
- sa mutation produit des grains nus et fixés a 'épi



Evolution du mais sous l'effet de la sélection
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Domestication - Modifications Phénotypiques (Morphologiques)



Comparaison entre le blé dur (Triticum turgidum) et son
ancétre supposé

T. t. dicoccoides (forme sauvage) T. t. durum (forme cultivée)

* Epis nombreux

asynchrones
* Méristeme d'abscission #
actif ¥
» Grain vétu ¥
* pmg: 20-30 g Epi
L Epillet
» Epis peu nombreux synchrones y , .
pE:p Y Apparition de blé avec rachis (
* Méristéme d 'abscission inactif point d’attache)
» Grain nu Grains nus et non cassants
v «pmg: 50 ¢ - ++ rendement, recolté facilitée

Le blé (famille des Graminées)

I'une des cereales (avec le mais) la plus consommée dans le monde

Deux especes sont actuellement cultivées : le blé tendre (Triticum aestivum) et le blé
dur (Triticum durum).

Blé tendre : fabrication de farine destinee a I'alimentation humaine (pain...), animale
Blé dur : fabrication des pates et de la semoule



Origine et domestication des blés cultivés

Tableau Il. Dates des principales preuves archéologiques liées a la culture des blés et trouvées au Levant
(d'aprés Feldman, 2001)

Dates par rapport Période archéologique Principaux événements
a aujourd’hui concernant les blés
- 13000 - 10300 fin de I'Epipaléolithique (civilisation Collecte de formes sauvages d'engrain et
natufienne) d’amidonnier — apparition des premiéres
techniques agricoles
- 10300 - 9500 Néolithique pré-potier A (PPNA) Cultures de formes a rachis fragile d'engrain
et d'amidonnier
- 9500 - 7500 Néolithique pre-potier B (PPNB) Apparnition d’engrain et d'amidonnier a rachis
solide, de blé tetraploide nu et de ble
hexaploide nu
- 7500 - 6200 Néolithique potier Expansion de la culture du blé en Asie
centrale, Europe du Sud et Egypte

Tableau IV. Famines et disettes recensées en
France d'apres 'examen des

chroni

(d'aprés Bonjean et Leblond, 2000)

Siedle (s) Nombre de famines
vir® 8
IX® et X* 36
XI* et X01° 53 )
;'3: ' XIXeme siecle: date clé,
Xv* 13 virage vers la modernité
xXvi® 13
xvii® 1
xXviE 16
xne® 10
x® 0




Autres exemples de domestication

La tomate (Solanum lycopersicum)

Modification de la taille, couleur du fruit

Diversité

Forme cultivée morphologique

Forme sauvage
et de couleur

S. pimpinellifolium
Lavigne

Modification de la taille du fruit

mais surtout un changement dans systeme de
reproduction

« forme sauvage: dioique

« forme cultivée : hermaphrodite

- Régularité pollinisation, inutile d’installer des
plants males

Caporalli et al, 2003, Sex Plant Reprod



Le syndrome de la domestication

= des caracteres qui conferent I’adaptation des plantes a leur
mise en culture, a leur consommation, a leur stockage ....

ET

reduisent I’adaptation en milieu naturel

Conséquences :

= Un échantillonnage global

=2 Un échantillonnage plus drastique sur
les régions génomiques « d'intérét ».

Données/connaissances importantes pour
l'exploitation des ressources génétiques



Il. Différentes techniques d’amélioration des plantes
: de la sélection empirique aux biotechnologies modernes
Il. 1. Méthodes empiriques

 Jusgu’ala fin du 19eme : amélioration végétale fondée sur criteres
morphologiques /phénotypiques

 Choix de graines issues des plantes présentant les « meilleurs »
caracteres (visuels) observes

Sélection Massale



Sélection Massale : choisir dans la ‘masse’ les individus jugés comme les ‘plus
intéressants’
Méthode empirique car s’appuie sur I’observation, sans connaissance particuliere

Depuis des millénaires, les plantes cultivées germent, se développent, fruc- 'ﬂ-r :ﬂ.l, . -

tifient sous I'ecil attentif des agriculteurs. ls repérent chaque année les
individus les plus résistants aux maladies, aux intempéries, ceux qui pro-
duisent les meilleurs résultats... et choisissent leurs prochaines semences
parmi ces « meilleurs » individus.

Cetre méthode de sélecrion modifie trés lentement les caractéristiques
génétiques de la population de départ, sans jamais I'uniformiser. Les cri-
téres de sélection pouvant varier selon les lieux et au cours du temps,
elle est a 'origine de I'immense diversité des variétés dites « de pays »,

OU « paysannes ».

Modélisation simple d'une sélection massale

Dans ce modele, les graines récoltées sont d'autant plus intéressantes pour consti-
tuer la semence de I'année suivante qu'elles sont foncées. Mais le tri des graines
est une tache difficile, aux résultats imparfaits !

@000 0000 Ceooeecoe

O00@0o0000e ® 000800 1
@O0C000000 ‘ ® GD‘ CO00eCoeecd A K oL
COOC000000 @OOC0O08000 isla Antiquité, les agriculteurs
0000000000 °09? " oeeceecece el g ol
0008000000 O00@0®O0O0  lesmultiplier.

00000000 Secliondss aann@o0800

semenceas les plus
CO0O0000O0e0 it e ol Jelsllal-fal 1

Population année n Population année n+1



Limites de la Sélection Massale

« S’applique sur un petit nombre de caracteres

» Plantes non fixées (= sont toutes differentes entre-elles)
= = de « variétées »

. Effet environnement

. Liaison du caractere recherché avec un autre caractere défavorable
(parfois)

Intérét pour un raisonnement plus scientifique
de la sélection !



Objectifs et Principes de la sélection

Objectif principal
- Creation de ‘plantes homogenes’ = variétées a partir de la diversité
EXISTANTE

Principe
- Croisement entre 2 plantes choisies pour leurs caracteres intéressants et
complémentaires, afin de les réunir dans une seule plante !

Diversité existante
formes cultivées et sauvages




Il. 2. Méthodes pour créer des variétés homogenes et productives
A. Rappels

- GENOTYPE : Ensemble de l'information génétique d’une plante, portée par ses
genes

- ALLELES : Formes que peut prendre un méme gene

Les alleles occupent la méme position (locus) sur les chromosomes homologues.

- le génotype d’'une plante est la liste
complete des alleles des genes

Aléle "sphérgue"

« Homozygote : alleles identiques sur les

Geéne déterminant Chromozomes

i ortas e I el homalogues chromosomes homologues
— . e Heétérozygote : alleles différents
— — - « Lignée pure : tous les alléles sont a I'état
Alele rice” homozygote

- le génome est ‘fixé’

-  PHENOTYPE :Ensemble des caracteres observables d'une plante liées a son
apparence ou a sa physiologie (déterminé par le génotype ET I'’environnement)




Génotype

!

-

Environnement | mm) Enfrgén::(n;)e nt Gene(s)
Phénotype

Il est possible d'évaluer la part du génotype pour un caractére observé :

Notion d’'héritabilite



Il. 2. Méthodes pour créer des variétés homogenes et productives
B. Hybridation et sélection

HYBRIDATION croisement d’individu identifié comme étant de lignée pure presentant
des caracteres intéressants.

Principe: réalisation de pollinisations
manuelles :

1. Lalignée parentale choisie femelle,
le « porte graine », doit étre castrée
par ablation des antheres de la fleur
(= parties males de la fleur);

Technique d’hybridation chez le blé

Ui épi de big
_1. avant maturité
{ =1 desfeurs £
. 7 pollen e

2. Le pollen de la variété choisie male ,ﬂ"@ e
est apporté a l'aide d’un pinceau sur le
stigmate de la variété femelle. —> —> — e

Castration Fecondation

des arganes des arganes
méles
femelle par du

Un autre épi pollen apporté

x de blé ¢ maturité
& desfleurs

Problematique: obtention de 9‘/
lignées pures parentales , _pw o W




Techniques d’hybridation chez le mais

____ Stigmates ou
soies réceptives

PANICULE
ou inflorescence male

Spadice du mais

Spathes
(membrane
entourant

Sacs

spathes Fleur 1 pﬂ“iniqu@s
mrieater o inflorescence
femelle Glumelles
bourgaon

Glumes

NB: la maturité des fleurs males et femelles
est décalée dans le temps...

~

=30

Etétage

Pollinisation

@

Farmation de
grains de mais

LIGNEE PURE A
LIGNEE PURE B

. O O O puis étapes d’autofécondation



AUTOFECONDATION

de la méme plante.

Naturelle
pour les plantes autogames

Exemple du blé

Fleur
bisexuée
de blé

étamine

ovaire

. fécondation d'un ovule par du pollen issu

Provoquée par le sélectionneur
pour les plantes allogames

Exemple du mais

Panicule :

le pollen est
recueilli dans
un sac

Apport
de pollen

Epis :
sacs de
protection
pour éviter
I'arrivée
du pollen
d'une autre
plante




SELECTION

e E:f du bn'_ré A ~/
En croisant du blé IES?IFM.W'IG En résumé :
sensible d la rouille JI,W e et on essaie
. ; ongue tige... ! ) ?
o courte tige... d"obtenir du bié ()] X ()] = Q
résistant a courte BIE avec 1 des Bl avec 1 des Blé avec les
{:) fige 2 caractéres 2 caractéres 2 caractéres
recherchés recherchés recherchés
Parents F1 F2 F3 Fg F5
En Fi1, le résultat de
Ghybridatic-n des parents J O O @ (olelel0l)]e, 000000
s © 000000
i @00 Q00000 - iignées
O ') O o .ﬁ ...... pures
) (\ .\) 000000
< O 00006800 — 200000 > 000000
o ©O A o000
0 % o> 00000 0PO00D
O abandon 000000
En F2, onvoit apparaitre On cultive les ..t on ne garde que
des épis souhaités... grains de ces épis les pieds ne présentant On finit par avoir
que ces caractéres des lignées stables

Etapes d’autofécondation



v v

Autofécondation Autofécondation
Autofécondation Autoféiondation
. O+ o
Lignée pure B = lignées
A + pures
Hybridation
o]+
O +
Plants F1= hybrides A = hybrides
identiques entre eux +
O +

. ' A . Caracteres intéressants



Comment identifier ‘rapidement’ les ‘caracteres’ intéressants dans la descendance ?
—> Utilisation de marqueurs moléculaires (= ADN, protéine...)

- marqueurs ADN, révelent polymorphisme génétique entre au moins 2 lignées a un méme

endroit (locus) du génome

- indiquent I'état (homozygote ou héterozygote) de la plante analysée

Caractérisation des Individus
par révélation de I'ADN

ndvide N —

-3 A R

Extraction
ADN

hdividy.
a0 1 g = B = =X
&E| — F1 | £
= X
F2
= X

http://www.gnis-pedagogie.org/biotechnologie-amelioration-marqueur-principaux.html



Exemple: I'introgression du gene Bt chez le mais

Chromaosome

CG100

CG1a1

CG259

CG363

CG320
CGA1S
CG263
CGiva
CG264

CG489
CG324

ek )

25H

G246

Back-cross 1

Chromosome Chromosome

CG100 CG100

CG161 CG161

CG259

CG363

CG320 _

CG415 —
63

CG378

CG264

CGARS
CG324

Gz

25t

CG24E

Back-cross 2 Back-cross 3

B Lignée élite

I Segment chromosomique
provenant de la lignée donneuse

Chromosome

CG100

G181

Back-cross 4



Il. 2. Méthodes pour créer des variétés homogenes et productives
C. Rétrocroisement

Lignée Lignée

donneuse X receveuse X
e l o’ l

Elimination des

| |
. s
I'on veut
transférer de

descendants n'ayant
pas le caractére

Nouvelle
€ @ o variété

intéressant

[ |
Caractére
intéressant que

Rétrocroisement: Croisement d'une plante issue du croisement de
deux lignées, par une des lignees parentales.




Il. 2. Méthodes pour créer des variétés homogenes et productives

D. Transgenese

La sélection classique

Parent A Parent B

Résistant Qualité
aux maladies gustative
Productif Précoce
Croisements

par reproduction sexuée

Variété élite

Le génie génétique

Une source de génes
étendue

«maturation
ralentien

/ d'un géne
—  précis

Variété élite
a maturation ralentie

o

Différentes
possibilités

o

Introduire
un nouveau caractére

Synthése
d’une protéine

Inactiver un caractére
Exemple de la stratégie antisens

Géne antisens
Géne cible du géne cible

(=)

arm ‘& i
— m antisens
\ Hybridation /

QA . 4F
double brin
~——

4

Blocage
de I'expression du gine



Les differentes étapes de la transgenese

Identifier Isoler Intégrer Multiplier
un géne d'intérét le géne d'intérét le géne d'intérét dans une la construction

sur un organisme donneur construction génétique génétique

ﬂ o

Transfert direct Transformation
- biologique
microparticules Agrobacterium

enrobées

Incorporer

E‘i;ah;er par des croisements
I'expression dans une variété
du géne commerciale

1 4

Rés_;_énérer

Sélection des cellules
I transformées



Etape 1 : Identifier, isoler, intégrer et multiplier un gene d'intérét

Le gene ‘d’'intérét’

- permet une amélioration (nutritionnelle, résistance) de I'espece vegétale que I'on
souhaite transformer

- peut provenir de tout organisme vivant, plante, animal ou bactérie puisque le
code génetique est universel

- souvent associe a un ‘gene marqueur’ pour selectionner les plantes
transformées (résistance antibiotique..)

est intégré dans un ‘plasmide’ via techniques de biologie moléculaire



Etape 2 : Transferer le ‘gene d’intérét’

A) Méthodes de transfert direct

- Canon a particule (biolistique):

projection de billes d’or ou de tungstene ‘enrobées’ avec de
I’ADN directement dans les cellules végétales via I'utilisation

’ H Canon
d’'un canon a particules toystéme helios)

Air comprimé GAGNE

(peut-étre)

hombardenend
| v
L *
NB tnl: ] e H
ADN de la 20— 10 's

i, P
egé L) | gk s
Qlevisezie RN oo
Vs natwes. Croissance des

la construction | Unités eminyogénes 4h
géneétique e Incduction des -

. cals mimales LN
- : Y
-] al Ll
¢ : ~ NBH40 |
Paroi 1 sélection T

. NBH4o 153
PRHS0 4

—NT 27 .
e étalerment
regeneration  paturation

Canon
a particules

Microbilles g
de tunsténe \
portant des 1 \
constructions .

génétiquesj' *

Disques foliaires de
plantes a modifier Cellules aprés bombardement

Chloroplastes




- Par électroporation ou traitement chimique de protoplastes

Obtention de protoplates
Traitement avec enzymes de dégradation de la paroi
Stabilisation osmotique des protoplastes (sorbitol)
Ajout ADN
i) électroporation (champ électrique)

ii) ajout produit perméabilisant (PEG/Calcium) = traitement
chimique présence de calcium /PEG (fragilisation de la mbre plasmique)

Régénération plante entiére

Parenchyme Suspension
de jeunes feuilles de protoplastes
Digestion T <F
enzymatique

=y
e

de lyse
de la paroi
pectocellulosique

+

Ajouts
d'éléments
stabilisants

sucres, . 4

YA .
i \
sels minéraux

PROTOPLASTES = cellules végétales débarrassées de leur paroi via traitement enzymatique,
capable de division et fusion




B) Méthodes de transfert Indirectes ou transformation biologique

- par utilisation de bactéries capable de transférer une partie de leur patrimoine
génétique dans les cellules vegétales : le genre Agrobacterium sp,

 Bacterie du sol
e Type: Gram-

* Plantes Hotes : la plupart des dicotyledones

* Importance Agronomique : affecte surtout les végétaux appartenant a la
famille des Roses (poires, pommes, abricots, cerises ...)

* Provoque chez les plantes infectées une tumeur dite ‘ galle du collet’ (A.
tumefaciens) ou une multiplication racinaire (A. rhizogenes)



Agrios 1988, p486, figure 71 .
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e "1 H\eqds to gall formation Older gall
Y1 with several
ol \ new centers
.- Bacteria multiply W of activity —

and spread
f)— intercellularly

Bacteria entering
stem or root
through wound

o

. Crown gall bacteria
overwintering in
soil

7 T Bacteria from gall surface move
into soil



Agrobacterium « transformateur naturel » des vegeétaux




Agrobacterium contient
un chromosome et un megaplasmide (Ti ou Ri)

Oncogenic genes  Cytokinin production Opine synthesis

‘ - = Frontiere droite du T-DMNA
Auxin production -

Frontiere gauche du T-DNA ~ ‘& Conjugative transfer

Region de virulence | _Catabolisme O pines

{genes Vir)

Origine de Replication



L’ADN-T (ADN de transfert): fragment du mégaplasmide transféré dans les
cellules végétales

Naturellement contient entre FG et FD:
- genes de synthese et assimilation des opines

- oncogenes COdanF pour la Syr_]thése de Oncogenic genes  Cytokinin production Opine synthesis
phytohormone (auxine et cytokinine) =

; 2 Frontiere droite du T-DNA
Auxin production :

Modifié pour contenir entre FD et FG:
_ ‘géne d'intéret’ Frontiere gauche du T-DNA 'f
- ‘gene ‘marqueur de sélection’



Co-culture,

Agrobacterium  —

tumefaciens

Culture de cellules

modifié au niveau végétales en présence
Disques foliaires de son ADN-T + d'Agrobactérium
coupés a explants végétaux tumefaciens modifié
I'emporte piece =
Explants
— i m

temps

rob ium
call wall Plant cell

—

Développement de cals
(amas de cellules
indifférenciées)

Integration of T-DNA

Chromatin

Nucleus

T-DNA transfer into the Plant's Genome

idaphed from Zupan et al 2000



Etape 3 : Sélectionner, régéneéerer et evaluer les plantes ‘transformées’

Individualisation et régénération plantes entiéres Passage en serre



7

Y
= =
_— h ] —

Seuls les cals Les cals transgénigues Plantes
transgénigues survivent se différencient transgénigues
en plantules

Etape 4 : Incorporation dans une variété commerciale

Généralement par rétrocroisement



Applications de la transgenese vegeétale

- Recherche Fondamentale

Fonction des genes / Promoteurs / Adressage Cellulaire /Interaction proteine/proteine...

- Agronomiques et Industrielles

Production enzymes, plastiques...

Organismes avec avantages économiques, agronomiques...

- Production de molécules d’intéret therapeutique

Production vaccins, anticorps, hormones., substances bioactives



M Planeéte

PLANETE Santé-environnement Habitat COP21 Climat Le virus Ebola Energies Biodiversité

Un tabac OGM pour fabriquer des
molécules thérapeutiques

Du tabac pour lutter contre le cancer ? L'idée est avancée par Librophyt SA,
une start-up francaise créée en 2003, qui vient de demander I'autorisation
de procéder a des essais en champ d'une version transgénique de cette
plante.
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La production de lipase gastrique a partir de mais
transgénique

W Tweeter JRCEUEENR|

[ sc-ommnce: HER

La lipase gastriqgue est une protéine utilisée dans le fraitement de
linsuffisance pancréatique exocrine. C'est-3-dire I'impossibilité pour e
pancréas de faire passer dans le systéme digestifles enzymes nécessaires 3
I'assimilation des aliments.

L'absence de lipase gastriqgue empéche |e systéme digestif de métaboliser
les lipides contenus dans la nourriture. Ce probléme affecte principalement
les patients atteints de mucoviscidose ou de pathologies du pancréas.

La mucoviscidose, avec une fréguence 3 la naissance de 1/2500, est une
maladie héréditaire trés fréquente en Europe. Aujourd’hui, on ne sait pas la guérir. Seuls des traitements précoces et
adaptés permettent de ralentir son évolution.

Lalipase gastrique est indispensable d ces malades. Or, le traitement actuel repose sur 'administration d'un extrait
pancréatique de porc avec des doses pouvant atteindre 20 comprimés par jour. De plus, ce traitement n'a aucune
efficacité pour 15 % des patients.

Société | 7 septembre 2014 | Mise & jour le 8 septembre 2014

(13 ame RE G 0
Du tabac contre Ebola

Des plants de tabac sont utilisés pour fabriquer des médicaments. Une start-up va produire a
grande échelle un traitement contre Ebola & partir de cette plante. D'autres applications sont
a I'étude....

[(F)Reagissez |

Un végétal transformé en "usine a médicaments”

Des plants de tabac pour soigner la planéte? Pour lutter contre les épidémies — grippe aviaire, H1N1,
VIH, Ebola... —, des scientifiques voient dans ce végétal une prometteuse “"usine & médicaments”.
Dernier exemple en date - le ZMapp, un traitement expérimental contre le virus Ebola administré a
quelques malades en Afrique de 'Duest cet été. Son efficacité a été démontrée sur 18 primates, selon
une récente étude publiée dans Mature. Or la start-up californienne Mapp Biopharmaceutical, qui a
développé ce cocktail de trois anticorps, a choisi de le produire sur des plants de tabac. "Le tabac est
utilisé depuis longtemps comme plante modéle en labo © on connait bien son génome, on a su trés tdt



Caractere

OGM

Résistance aux herbicides selon
l'une des deux stratégies sui-
vantes:

la plante transgénigue produit une
nouvelle protéine qui annule I'effet
toxigue de I'herbicide ou dans la
plante génétiguement modifice
(PGM), la protéine normalement
ciblée par I'herbicide est rempla-
cée par une nouvelle protéine non
sensible a I'herbicide

Mais-grain

Soja

Lin

Colza

Coton

Betterave sucriére
Luzermne

Riz

Résistance aux insectes

Les plantes transgéniques pro-
duisent leur propre toxine Bt.

Les toxines sont dites Bt car natu-
rellement produites par des bacté-
ries, Bacillus thuringiensis que l'on
trouve dans le sol. Ily a plusieurs
variantes de protéines Bt conférant
ainsi des résistances a des insectes
spécifigues. Par exemple, la pro-
téine CrylAb confére une résis-
tance contre certains papillons.

Mais-grain Bt
résistantala
pyrale

Pomme de terre
Bt résistante au
doryphore de la
pomme de terre

Tomate Bt
résistante aux
|épidoptéres

Mirissement retarde Tomate

Changement de la composition

nutritionnelle

- ;ﬁtugmjentallun de la teneur en | _ oo 4o o
vitamine A ~ Mais

— Augmentation de la teneur en
lysine, acide aminé essentiel

Exemples de Plantes génétiquement modifiees

Phytoremédiation

- Dépollution de sols (métaux lourds, eaux usées)

Caractere Pharmaceutique

Production d’anticorps

Moutarde

Production molécule intérét thérapeutique (insuline,

hémoglobine,,,)



Conclusions

La sélection exercée par 'Homme sur les plantes cultivées a souvent
retenu (volontairement ou empiriguement) des caractéristiques génetiques
differentes de celles qui sont favorables pour les plantes sauvages.
(Domestication)

Une méme espece cultivéee comporte souvent plusieurs variétés selectionnees
selon des criteres différents ; c’est une forme de biodiversité.

Les techniques de croisement permettent d’obtenir de nouvelles
plantes qui n’existaient pas dans la nature (selection massale, généalogique, lignée
pure)

Les techniques du geénie genétique permettent d’agir directement sur le
genome des plantes cultivées. (Agrobacterium, OGM)
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