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L’édition du génome pour I’amélioration des plantes,
révolution ou continuité ? Nouveaux OGM ou pas.

animée par Fabien NOGUE,

Directeur de Recherches INRAE, membre de I'EFSA (Autorité
européenne de securité des aliments)

Résume

Depuis des millénaires, I’homme sélectionne et croise les plantes pour améliorer leur
rendement, leur résistance aux maladies ou leur adaptation aux conditions climatiques. Cette
amélioration est basée sur I’exploitation de la variabilité des génomes causée par les
mutations qui apparaissent naturellement. Bien qu’a une fréquence faible a I’échelle
individuelle, on arrive a des nombres énormes a 1’échelle d’une population. Il y ainsi 400
millions de mutations dans les grains de blé sur un hectare. Le but des sélectionneurs a
toujours été de pouvoir exploiter la plus large variabilté possible. Un des moyens a été de
pratiquer la mutagéne aléatoire avec des agents mutagénes (UV, RX, produits chimiques).
Avec les avancées en biotechnologie, la transgenése a marqué un tournant en permettant
I’introduction de génes étrangers. Aujourd’hui, I’édition génomique, notamment avec
CRISPR-Cas9, va encore plus loin en modifiant de fagon tres précise I’ADN, des plantes en
particulier, sans ajout de matériel génétique extérieur. On peut la présenter comme une
évolution logique des techniques traditionnelles, offrant simplement des outils plus précis.
Elle a I’avantage par rapport aux OGM classiques de ne pas étre limitée a I’introduction de
genes de résistance aux pesticides et d’offrir la possibilité de modifications multigéniques.
Cela permet de s’adresser a des caractéres au détermisme génétique complexe tels que les
qualités agronomiques ouvrant la voie a une transition vers une agriculture plus durable, en
limitant ’'usage des pesticides et en optimisant les ressources. A partir des exemples donnés le
lecteur pourra se former un jugement sur les interrogations éthiques et philosophiques
soulevées par la technique de I’édition du génome quant a la manipulation du vivant et a
I’avenir de I’agriculture. Ces débats fagonneront les choix technologiques et sociétaux des
prochaines décennies.

De tous temps on a amélioré les plantes en
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séquence de I’ADN. Elles sont dues a des dommages endogénes (dérivés réactifs de
I'oxygene, erreurs de réplication...) ou exogenes (UV, produits chimiques.).
» Chez la plante modéle
Arabidopsis de la famille du (oo
chou, il y a, comme chez
I’homme, une mutation pour
100 millions de paires de
bases. 1 a 2 mutations par
génération pour un individu.

» Les mutations induisent par
exemple une diversité
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» Dans un champ d’un hectare 7 —
le génome de chaque grain de 7 — i
blé a été muté au moins une (tiges)
fois de maniere « spontanée » . Comme il y a 200 mutations entre le grain et la plante
mere et que 1’on a environ 2 millions de semis/ha on trouve 400 millions de mutations
dans un champ d'un hectare. Chez le mais il y a une 30%™ de mutations spontanées
entre le grain et sa plante mere.

» Chez les arbres chaque branche et chaque fruit porte des mutations différentes
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v' En moyenne, 56 mutations entre le
fruit et I'arbre qui le porte.

v' En moyenne, 20 mutations entre les
différents fruits.

v" Des mutations différentes entre les
différentes parties du fruit.
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Conclusion : Les génomes végétaux ne sont donc pas « gravés dans la pierre ».
L’instabilité génétique étant vraie pour tous les types de semences elle est a la base de
la sélection variétale ou massale. Depuis le néolithique un continuum de techniques
permet d’obtenir de nouvelles variétés. Mais cette diversité génétique reste limitée
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La mutagénese aléatoire pour augmenter la biodiversité

Les traitements des graines par les rayons X, les rayons Gamma ou les produits chimiques
mutagenes comme ’EMS (Ethyl-Methyl-sulfonate) permettent d’augmenter trés fortement la
fréquence de mutation et donc la biodiversité. Cette technique est utilisée en amélioration des
plantes depuis le milieu du 20¢me siecle.

v Plus de 3200 variétés identifiées par la FAO a partir de plus de 200 espéces de
plantes. Voir les trois exemples ci-dessous

Cerisier Blé Tomate
auto-fertile, 1985 Résistance a la rouille, 1966 Haute teneur en vitamine C, 1977
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La sélection assistée par marqueurs génétiques
A partir des années 1980 on a pu associer un certain nombre de caractéres génétiques a des
marqueurs localisés sur I’ADN. Ces marqueurs ont pu étre utilisés pour sélectionner plus
rapidement dans le croisement les caracteéres que I’on veut garder et associer. On peut ainsi
mieux tirer parti de la diversité génétique.
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Les limites de I'amélioration « classique »
La sélection génétique a augmenté la diversité morphologique cependant, dans certains cas,
elle a réduit la diversité génétique des especes cultivées par rapport a leur ancétre sauvage.
Cette réduction est variable selon les especes : la diversité génétique de 1’ancétre sauvage est
conservée a 83% chez le mais, 64% chez le soja et 38% chez la tomate.

Pour réintroduire de la variabilité génétique, en particulier par aller chercher des génes de
résistance a des maladies, présents dans les espéces sauvages voisines on procede a des
croisements avec ces espéces plus distantes pour « introgresser » ces génes d’intérét.

Cependant cette technique se heurte a plusieurs contraintes. La premiére est que le croisement
avec ’espece sauvage voisine soit possible c’est-a-dire qu’il n’y ait pas de barriere
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d’incompatibilité sexuelle. Cela signifie que ce n’est pas possible avec toutes les plantes. La
deuxiéme est que I’on introduit dans la nouvelle variété hybride des caracteres indésirables en
méme temps que le géne d’intérét. En conséquence, il faut faire plusieurs cycles de
retrocroisement avec la variété sensible pour éliminer les caracteres indésirables et garder le
caractere recherché. C’est donc un processus qui s’étale sur plusieurs années en fonction de la
durée du cycle végétatif de la plante

La nouvelle technique d’édition génomique (NGT) avec

CRISP-Cas9, une révolution ?
OGM et NGT, quelles différences ? Les OGM sont des organismes vivants (animal, végétal,
bactérie) modifiés par l'introduction d'un géne étranger dans le produit final. A l'inverse, les
NGT ou NBT (nouvelles techniques de sé€lection végétale) sont produits par la modification
d'un geéne déja existant dans 1'organisme.

» Qu’est-ce que cette technique : des ciseaux moléculaires ciblant une
séquence spécifique dADN
Elle est basée sur 1’utilisation de ciseaux moléculaires capables de couper I’ADN a un endroit
spécifique prédéterminé a I’avance. Cet outil est dérivé d’un systéme de résistance des
bactéries aux virus qui les infectent. Ce sont deux jeunes femmes, Emmanuelle Charpentier,
une francaise et Jennifer Doudna, une américaine qui ont adapaté cet outil intitulé CRISPR-



Cas9, pour pouvoir modifier n’importe quel génome de fagon précise. Elles ont obtenu
conjointement le Prix Nobel pour cette découverte en 2020. La molécule est constitué¢ de deux
¢léments, un ARN guide qui contient le séquence de la région a modifier dans I’ADN et
I’enzyme CAS9 qui coupe I’ADN a I’endroit spécifié¢ (plus de détails voir la conférence de
Comprendre sur la découverte de CRISPR-Cas9).
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Si I’on revient au mildiou de la tomate di au champignon Phytophtora infestans, on
peut proposer un cas théorique ou un alléle de résistance du géne nommé DMRG6, a été
identifié¢ dans une espéce de tomate sauvage, voisine de la tomate cultivée. Ce méme géne
existant sous une autre forme allélique chez la tomate cultivée il suffit d’utiliser CRISPR-Cas
pour « copier » la séquence gene présent chez la tomate sauvage résistante. Cette opération de
réécriture s’appelle une édition de gene par analogie a un typographe qui modifie des lettres
dans un mot.[NdR un alléle est une variante d’un géne]
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» Avantages de I'édition de gene par rapport a la sélection classique :
- Modification du geéne cible uniquement
- Possibilité¢ de modifier plusieurs génes et d'utiliser des genes d'intérét d'autres
especes
- Réduction du temps de création de nouvelles variétés : une seule génération suffit
Par rapport aux autres techniques antérieures de réécriture de génes CRISPR est a la fois
trés facile a mettre en ceuvre et trés peu couteux (10 € contre 1000 voire 5000 €pour les
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autres). CRISPR est ainsi a la portée de n’importe quel laboratoire équipé en biologie
moléculaire.

» Avantage par rapport a la mutagenése naturelle ou la mutagenese
chimique :

¢ Une seule mutation ciblée avec CRISPR, accompagnée éventuellement de certains
sites « hors-cible », contre des dizaines de mutations spontanées et des centaines par
mutagenese chimique (EMS, Ethyl métyl sufonate). Voir figure ci-dessous
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» Lexplosion dans l'utilisation de CRISPR
C’est I’outil privilégi¢ dans 1’édition des génomes comme en témoigne 1’explosion du nombre
de publications faisant appel a CRISPR-Cas9. Elles proviennent majoritairement de la Chine
et des USA comme le montre la figure ci-dessous.

Colombie 13 Rice® 465 1 1
pussietll e i Type de modification
g Tobacco®  e— 107
Australie e Tomato®  me— 54
USA 87 Maize — 77
Wheat* s 53
Canada 21 &w;:m — 53
Allemagne — 3 Mgae®  m— 29
France - Moss® = 23
. Potato == 21
Royaume Uni = 21 Canola == 19
Pays bas = 15 Barley == 18
N Clover* == 16
Belgique "1 Cotton*® = 13
Irlande I's Poplar® = 12
Italie [} Sorghum® = 10
1 a Camelina = g
Espagne Brachypodium = 8
Suéde Ia Grapefrut » 5
Danemark 3 ‘-'“"L"";“ . :
o pple ¥
Nor\rege '3 Grapevine * 4
Hongrie 2 Parasponia 1 4
N Orange * 4
Au?nche 1 - 28
Grece 1 Peanut 1 3
Pologne 1 Cassava 1 3
N Mushroom*® 1+ 3
Turquie 1 Cabbage® 1 3
Chine 599 Flax 1 2
Japon — 04 Sage | 2
. Wild strawbe 2 e .
Corée du Sud w25 T etes ) 2 Qualité des produits
Israél - 24 Watermelon | 1 . . L.
Arabie Saoudite = 18 Pennycress 1 I Tolérance & des stress biotiques
- Sugarcane 1 , .
Taiwan x Opiumpoppy | 1 I Tolérance aux herbicides
Inde Is Mustard 1 .
ilippi Dwirat | 1 Applications industrielles
Philippines 's s | 3 PP
Singapoure | 4 Fig 1 Tolé + ot
olérance & des stress abiotiques
Pakistan 1 Dandelion | 1 u a
Citrange 1 .
Kenya 2 ot | 1 [ valeur agronomique
Ouganda 1 Bamana | 1
Bamboo 1
0 100 200 200 400 500 600 200
('] 100 200 300 400 500

Adapted from Menz et al., 2020




e Quelles plantes sont concernées et pour quel caractere ?
Parmi les plantes cultivées le riz est de loin I’espéce la plus étudiée, viennent ensuite le tabac,
le mais, le blé et le soja. Il est intéressant de voir que les caracteéres sur lesquels portent les
améliorations sont majoritairement la valeur agronomique (36%) et la qualité (28%) alors que
la tolérance aux herbicides (8%) représente une faible proportion. C’est une trés grande
différence par rapport a ce qui se passe avec les OGM « classiques » ou ’on a introduit par
transgenese presque exclusivement des genes de résistance aux herbicides ou aux pesticides
provenant d’autres organismes.

Exemples d’utilisation de CRISPR-Cas, en amélioration des
plantes

e CRISPR-Cas pour la valeur agronomique des variétés, exemple du riz
Chez le riz on a identifié les genes agissant sur la taille des grains (gs3-5), le nombre de grain
par panicule et la hauteur des plantes. L’édition du gene gs3-5 donne par exemple le résultat
ci-dessous par rapport au type de référence (WT)
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e CRISPR-Cas pour la qualité des produits : tomate enrichie en lycopene
Un des carotinoide de la tomate le lycopéne que I’on trouve aussi dans le pamplemousse rose
aurait un effet protecteur contre le cancer de la prostate. De plus, la consommation régulicre
d'aliments contenant du lycopene est associée a une réduction des risques de maladie cardio-
vasculaire, du diabete, de 1'ostéoporose. Le géne SGR1 controlant sa synthese a été identifié.
En éditant ce gene chez la tomate on a pu augmenter la quantité de lycopéne par un facteur 5.

e CRISPR-Cas pour la qualité des produits : blé sans gluten
Le gluten est un ensemble de protéines, les gliadines, qui proviennent des grains de blé,
d’orge et de seigle. Certaines parties de ces proteines peuvent déclencher une maladie auto-
immune appelée la maladie cceliaque. La famille des alpha-gliadines est codées par 45 genes.
La modification simultanée de 35 ces genes a permis d’obtenir un blé a faible teneur en gluten
qui abouti a une réduction de 85% de I'immunoréactivité. Elle ouvre la voie a un blé sans
gluten « gluten-free ».

e CRISPR-Cas pour la résistance a la sécheresse chez le mais
Une hormone végétale, I'éthyléne qui est libérée en cas de sécheresse a un effet négatif sur le
rendement en grain. Le gene du mais ARGOSS a été identifi¢ comme un régulateur négatif
des réponses a éthyléne. L’édition du promoteur du géne ARGOSS a permis d’obtenir des
plantes qui ont une sensibilité réduite a I'éthyléne et un rendement en grain amélioré dans des
conditions de stress hydrique



e CRISPR-Cas pour la résistance a une maladie bactérienne du citronnier
Le géne CsLOBI1 de I’oranger est impliqué dans
la sensibilité au chancre bactérien di a la bactérie
Xanthomonas citri. L’ édition du géne CsLOBI
permet de réduire la sensibilité de oranger et
éviter I’infection (voir ci-contre) référence Plante CRISPR S2

e CRISPR-Cas pour la résistance aux champignons pathogenes de la vigne
Dans le cas de la pourriture grise (Botrytis cinerea) un geéne de la famille des facteurs de
transcription du raisin WRKY a montré un réle dans la tolérance a ce champignon
pathogenes. En corrigeant la séquence de ce gene, la résistance au mildiou a été améliorée
récemment en modifiant le g¢éne DMR6 comme pour celui de la pomme de terre dans une
collaboration entre I'INRAE de Versailles et de Colmar.

e CRISPR-Cas pour la résistance a un champignon pathogene du blé
Les modifications génétiques sont plus difficile chez le blé car il posséde trois génomes (A, B
et D) ce qui signifie que chaque géne est en trois exemplaires. Il faut donc modifier la zone
consensus entre les trois génomes. La technique CRISPR est bien appropriée pour ces especes
polyploides car on peut faire des modifications simultanées. Un blé resistant a la pourriture
blanche (Oidium) a ainsi été obtenu en intervenant sur le géne MLO (Mildew Resistance
Locus) en mimant une mutation observée chez 1’orge.

e CRISPR-Cas pour la résistance a un virus de la tomate
La tomate sauvage est naturellement résistante au Potyvirus PVY. La mutation présente chez
cette tomate sauvage a été « mimée » chez une tomate cultivée, c¢’est-a-dire que le gene de la
tomate a €té réécrit pour €tre identique a celui de 1’espece résistante procurant ainsi une
diminution de la sensibilité au virus PVY (collaboration INRAE Versailles et Avignon).

e CRISPR-Cas pour la précocité de floraison chez le soja
Il s’agit 1a d’un exemple particulierement intéressant qui montre la puissance de la technique
CRISPR car ce caractere est contrdlé par 12 genes. L’édition concomitante de ces 12 génes a
un effet spectaculaire. Les variétés de

soja modifiées fleurissent jusqu’a 21
100

jours avant la variété initiale. )
(collaboration INRAE Versailles et . ?"Jf'
Corteva)

Il est alors possible d’envisager
d’utiliser le soja plus au nord de
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la culture de cette plante qu’il faut
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protéines pour I’¢élevage).

Jours aprés semis



» Des variétés déja sur le marché

> Huile de cameline enrichie en omega-3 (USA)
> Huile de soja riche en acide oléique (USA)
> Tomate enrichie en GABA (acide y-aminobutyrique,

neuro transmetteur régulateur de I’humeur) (Japon)
> Champignon de Paris ne brunissant pas (USA)

» Des variétés en cours de sélection dans des

fondations
Résistance a la fusariose DMR6 3
Banane
bactériose vasculaire SWEET 3
Sécurité alimentaire (cyanure) Linamarin synthase 3
Manioc
Nécrose létale du mais (NLM) C6 QTL 1
Résistance au Striga Strigolactone 3
Mais
Résistance potyvirus elF4E 2
Uy Résistance mildiou StDMRG, StCHL1 2
Voy Pomme
de terre
bactériose vasculaire SWEET, AGO4, STV11 4,3
é Sécurité alimentaire (arsenicet | OsNRAMPS5, OsPT8, LS1, LS2 3
Riz | cadmium)
p Rouille et oidium Lr67 3
LA
o Blé

(*) Le stade 5 (culture au champ) est le stade final avant la mise sur le marché

Potentiel et limites des NGT pour I'amélioration des plantes

» Quelles sont les limites biologiques a 'utilisation des NGT ?
Pour beaucoup de caractéres, les connaissances restent trop parcellaires pour savoir quel
gene doit étre modifié pour changer le phénotype de la plante.

Particuliérement vrai pour les caractéres associés a la transition agroécologique.

Une autre limite est que la possibilité d’inactiver par mutation ciblée n’importe_quel géne du
génome n’est applicable en routine qu’a un nombre limité de plantes : le riz, le bl¢, le mais, la
tomate, le soja.

Les verrous a lever sont I’entrée dans la cellule végétale du module CRISPR-Cas9 et/ou la
régénération d’une plante entiere a partir la cellule dont I’ADN a été modifié.



» Quelles sont les limites réglementaires pour I'utilisation en Europe
Actuellement la commercialisation en Europe des variétés produites par édition de génes entre
dans le cadre du réglement applicable aux OGM classiques qui est basée sur la pratique de la
transgénese c’est-a-dire de I’introduction de génes étrangers qui laissent des marqueurs
facilement identifiables. Cette réglémentation basée essentiellement sur la technique utilisée
semble difficile a appliquer a la technique d’édition de geéne qui, de plus, ne peut étre
distinguée de 1’apparition de mutations naturelles. La question se pose donc de reprendre la
réglementation en prenant en compte le caractére apporté a la nouvelle variété et non la
technologie d’obtention. La discussion d’un nouveau réglement est en cours au niveau de la
Commission et du Parlement européens. La proposition consisterait a considérer certaines de
ces nouvelles variétés comme similaires a celles obtenues par 1’amélioration des plantes
classique ce qui allégerait notamment, les cotits de mise sur le marché. Elle rendrait possible
la mise sur le marché par de petites sociétés voire des fondations alors que le cotit de la
réglementation OGM n’est actuellement accessible qu’a des sociétés semencicres
multinationales.

Conclusion

La nouvelle technique d’édition de géne basée sur le systeme CRISPR-Cas offre la possibilité
d’introduire des modifications du génome qui sont indistingables de celles apportées par les
mutations naturelles. Elle permet de réécrire des génes bien ciblés pour leur procurer des
propriétés agronomiques plus intéressantes et une réponse plus adaptée aux facteurs
climatiques ou aux attaques parasitaires. De plus, elle offre la possibilité de modifier de facon
simultanée de nombreux génes ce qui est tres utile car les caracteres a modifier sont le plus
souvent polygéniques. C’est aussi une opportunité pour augmenter la diversité génétique
(concept de « rewilding ») et un outil additionnel de la transition agroécologique. Son cofit
faible de mise en ceuvre rend accessible cette méthode puissante d’amélioration des plantes a
des petites sociétés ou a des fondations, a condition qu’une réglementation adaptée soit mise
place, au niveau européen en particulier.

Questions

Q. Pourquoi y-a-t’il un retard en France, n’est-ce pas la conséquence de 1’abandon par
I’INRAE de la création plantes transgéniques d’intérét agronomique en raison des campagnes
anti-OGM ?

R. Pas vraiment, les travaux de recherche utilisant la transgénése ont toujours été tres actifs a
I’INRAE car c’est un outil essentiel pour comprendre les mécanismes de fonctionnement des
plantes. CRISPR-Cas a ¢été utilisé a ’INRAE des qu’il a été disponible et plusieurs exemples
d’application a des plantes d’intérét agronomiques ont ét¢ décrits dans I’exposé (vigne
resistante a la pourriture grise, tomate résistante au potyvirus). Ce qui limite la diffusion est la
réglémentation en Europe.

Q. Ou en est-on pour la réglementation européenne ?



R. La réglementation actuelle sur les OGM qui a été créée pour les plantes issues de la
transgénése qui consiste a introduire un nouveau gene, possiblement originaire d’organismes
trés ¢loignés des végétaux, ne peut pas s’appliquer aux plantes issues de 1’édition de génes.
Une réglementation nouvelle est en cours de discussion au niveau de la commission
europénne. La Pologne qui préside actuellement 1I’Europe pour 6 mois a I’intention de faire
adopter le réglement avant la fin de son mandat. Le principe serait de considérer que les geénes
issus de I’édition des génes natifs ne sont pas différents de ceux des plantes issues de la
sélection classsique. Les plantes éditées seraient alors dispensées de tous les tests de non-
toxicité imposés aux OGM. Ces tests €tant extrément couteux, plusieurs centaines de milliers
de dollars, ils ne sont accessibles qu’aux multinationnales des semences.

Q. Qu’en est-il des brevets ?

R. Il y a deux sortes de brevets potentiellement applicables, ceux liés a 1’utilisation de 1’outil
CRISPR et ceux liés a la plante ? La situation des brevets pour 1’utilisation de CRISPR est
trés complexe, certains sont notamment détenus par 1’université de Stanford et par le MIT. A
priori les redevances ne s’appliquent pas pour les travaux de recherche mais elles sont a
négocier en cas de commercialisation des semences. En revanche, le brevetage du vivant
(variétés végétales, races animales et corps humain) n’est pas autorisé en Europe (NdR
directive 98/4). Toute nouvelle variété y est traditionnellement protégée par le COV (certificat
d’obtention végétale) qui permet la rémunération de I’obtenteur mais le COV autorise tout
nouvel obtenteur a utiliser cette variété pour en dériver une nouvelle, sans paiement de
redevance. Ce systeme ouvert a permis de favoriser I’innovation et est une garantie de
protection du « bien commun » que peuvent €tre certains caractéres d’intérét (résistance
etc...).

Q. La réglementation en cours semble placer a 20 le nombre maximum de geénes édités pour
bénéficier du méme régime que pour la sélection classique.

R. C’est exact, cela peut poser un probléme pour certains caractéres comme pour le ble sans
gluten ou 35 genes doivent étre modifiés

Q. L’une des critiques des anti-OGM est 1’existence de modifications hors-cible

R. En effet, il peut exister dans le génome des copies de la séquence ciblée que 1’on veut
modifier. Ces copies peuvent se situer dans des genes dont 1I’expression peut €tre perturbée et
avoir des effets négatifs sur la plante. Outre que ce nombre de copies est bien inférieur a celui
des mutations provoquées par la mutation aléatoire on peut maintenant savoir exactement a
quel endroit se trouvent les modifications hors cible grace au s€quencage du génome qui est
disponible en quelques jours a un coft trés abordable. Par ailleurs, méme par 1’amélioration
classique ont peut créer des variétés toxiques. Un exemple celébre est celui de la pomme de
terre Lenape issue de la sélection classique. Il s’est avéré que ce geéne produisait une toxine
non seulement contre des pathogénes mais aussi pour I’homme.



Q. Le cotit de ces techniques ne représente-t’il pas une barriére pour I'utilisation a des plantes
cultivées par des populations a faible moyen dans des zones tropicales par exemple.

R. Oui mais le probléme n’est pas différent de celui posé par la sélection classique (NdR. Il se
pose aussi pour les vaccins). Néanmoins, ces colits seraient a la portée de fondation ou
d’organismes de coopération internationale comme ICRSAT (Institut international de
recherche sur les cultures des zones tropicales semi-arides) si 1’on sort de la réglementation
OGM.



