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      Les Plantes transgéniques

     

    « Quand vous vous accrochez à des croyances non justifiées, même après deux décennies de recherche et d’expérience, ce n’est plus du scepticisme : c’est du dogmatisme. »

    Cité par William Saletan

     

     

     

    « Rêve, probabilité, certitude : trois états de la vérité scientifique. Mais comme ces corps qui passent directement de l’état gazeux à l’état solide, le rêve, quelquefois, se « sublime » en certitude sans même avoir traversé la phase du probable. »

    
      Jean Rostand (Pensées d’un biologiste)
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    Introduction

    En 2007 on comptait que sur une population mondiale totale de 6,4 milliards, 850 millions de personnes souffraient de la faim. On estime que d’ici la fin de ce siècle, la terre comptera près de dix milliards d’habitants. L’Europe ne présente guère d’augmentation de sa population. En revanche l’Asie devra augmenter sa production agricole de 2,3 pour couvrir ses besoins alimentaires alors que ce sera le quintuple pour l’Afrique. Ainsi donc l’agriculture doit produire à la fois plus et mieux, mais avec moins de sol, d’eau, d’énergie et de produits chimiques (Parmentier, 2007). Pour atteindre ce but ce sera nécessaire de créer de nouveaux cultivars mieux adaptés à la demande mondiale et aux conditions climatiques changeantes. D’autre part ces nouvelles plantes devront, dans la mesure du possible, résister aux maladies et aux parasites afin d’utiliser moins de fongicides et d’insecticides. La sélection classique des plantes ne suffira donc plus à remplir cette mission vitale et il sera impératif de la seconder avec le génie génétique et la transgénèse.

    La transgénèse n’est pas une innovation des scientifiques. En effet, l’évolution des espèces en a déjà fait usage depuis le Cambrien il y a quelques 500 millions d’années ! Selon l’hypothèse de Gehring et Gojobori le gène de la rhodopsine, par exemple, si important pour notre vision est un produit de la transgénèse qui a eu lieu au cours de l’évolution. Ce gène est apparu tout d’abord chez les dinoflagellés qui sont apparentés aux plantes. Chez ces organismes, la rhodopsine sert à capturer la lumière pour la photosynthèse. Toutefois ce même gène est aussi présent dans le génome de certaines méduses et vers marins. Les résultats d’observations indiquent qu’il y aurait eu vraisemblablement tout au début une symbiose entre les dinoflagellés et des méduses, d’ailleurs une telle symbiose s’observe encore chez quelques espèces présentes dans la mer du Japon. A partir de cette symbiose un transfert de ce gène aurait eu lieu dans le génome de la méduse ainsi que dans d’autres animaux marins. Ce gène de la rhodopsine dont la séquence a été conservée au cours de l’évolution des espèces est également présent dans l’œil humain où il est essentiel pour notre vision (Ueda, 2015, Hayakawa et al. 2015). Nous n’avons donc rien inventé et la nature a déjà fait usage de la transgénèse bien avant l’émergence de l’espèce humaine.

    Cet ouvrage met en lumière quelques exemples, parmi les nombreuses plantes transgéniques crées au cours de ces quarante dernières années ou qui sont encore au stade de développement. Cette technique a permis de créé de nouveaux cultivars mieux adaptés à la sécheresse et mieux protégés contre les maladies et les parasites. D’autres plantes transgéniques tolèrent les herbicides. Toutefois ces dernières ne sont pas sans poser certains problèmes de santé publique et de résistance chez les adventices. D’autres plantes transgéniques sont devenues, en quelque sorte, des usines du futur pour la production de nombreuses substances indispensables à l’industrie ou pour l’obtention de médicaments, d’hormones, de vaccins ou d’anticorps. Ou encore, ce sont des plantes à usage alimentaire à valeurs ajoutées qui sont enrichies en vitamine A, en acides gras du type oméga 3, en antioxydants, en acides aminés essentiels, en calcium ou en fer. C’est également un instrument incontournable de la recherche scientifique fondamentale.

    Un bref aperçu historique de la transgénèse

    L’amélioration des végétaux cultivés débuta il y a approximativement 12 000 ans. Les agriculteurs destinaient les semences de leurs meilleures plantes aux semis de l’année suivante. A la suite de nombreux croisements successifs, entre plantes sélectionnées pour leurs qualités agronomiques, ils obtinrent des cultivars à plus haut rendement et de meilleure qualité. Dans le cas du maïs, par exemple, le rendement grainier fut ainsi augmenté de plus de cent fois par rapport à celui de son ancêtre le téosinte (Zea sp.). D’autres plantes, à l’exemple de la patate douce, de la famille des convolvulacées (Amérique Centrale tropicale), ont été cultivées et sélectionnées depuis des millénaires dans leurs pays d’origine.

    La mise au point des techniques de la transgénèse durant la deuxième moitié du 20e siècle permit de créer de nouveaux organismes et de franchir la barrière des espèces. Les nombreuses plantes transgéniques actuelles expriment très souvent des gènes provenant d’autres espèces de plantes, de bactéries, de virus ou alors ils sont d’origine humaine ou animale. Cela leur confère de nouvelles propriétés qui améliorent directement ou indirectement leur rendement, leurs qualités nutritives ou médicinales, leur résistance aux maladies, aux parasites, aux herbicides. Qui plus est, la transgénèse a permis de créer d’autres cultivars capables de résister à la sécheresse ou à la salinité.

    Les premiers organismes génétiquement modifiés en laboratoire apparurent dans les années 70. En effet, en 1973, Cohen et ses collègues développèrent le premier plasmide bactérien susceptible de véhiculer (vecteur) et d’exprimer un gène étranger dans une bactérie. En 1978, grâce à ce plasmide modifié, le gène l’insuline est introduit dans la bactérie Escherichia coli qui fut en mesure de synthétiser de l’insuline humaine. En 1983 le Canada autorise l’usage de cette insuline pour traiter les patients atteints de diabète.

    Dans les années 80 s’amorce le développement de nouvelles techniques de transgénèse chez les végétaux dont il sera question dans le prochain chapitre. A ce moment-là l’usage d’Agrobactérium tumefaciens (agroinfection) devient la méthode standard pour le transfert de gènes chez les plantes. Les premières plantes transgéniques furent obtenues dans plusieurs laboratoires différents, principalement aux Etats Unis (Framond et al. 1983) et en Belgique (Schell et al.1983). Deux ans plus tard apparait le premier cultivar de tabac transgénique résistant aux insectes grâce à l’implantation d’un gène d’une toxine bactérienne de Bacillus thuringiensis dans son génome. En 1986 en France on met en place la Commission du Génie Biomédical. En 1988 de nombreuses plantes transgéniques sont obtenues. Parmi elles il y a principalement de nouveaux cultivars de soja, de betterave à sucre, de colza, de riz, de coton, de tournesol et de luzerne. En 1989 ont lieu les premières demandes de mise sur le marché de cultivars de pommes de terre transgéniques résistantes aux doryphores ainsi qu’un cultivar de tomates à murissement tardif.

    En 1995 on commercialise aux Etats Unis le maïs et le coton Bt (cultivar exprimant la toxine bactérienne de Bacillus thuringiensis) résistants aux insectes ainsi que le soja tolérant les herbicides. A la même époque la France n’a accordé que deux autorisations de mise sur le marché, l’un de cultivar de tabac résistant aux herbicides et l’autre de tomate à maturation retardée d’origine des Etats Unis (Doucet 1997). En 1996 Greenpeace mène une campagne internationale contre la commercialisation des OGM. A la même époque la Communauté Européenne autorise la culture du maïs transgénique Bt ainsi que l’importation du soja génétiquement modifié tolérant l’herbicide Roundup®. En 1997, la Communauté Européenne permet également l’importation et la culture du maïs Bt de Novartis (alimentation humaine et animale).

    Pendant ce temps sur le Continent américain l’usage de cultivars transgéniques se généralise. Pour exemple, de 1995 à 1998 le nombre de cultivars transgéniques offert dans le commerce agricole canadien est passé de 5 en 1995 à 33 en 1998. Il s’agit de treize cultivars de maïs résistants aux herbicides, à la fusariose et à la pyrale, treize cultivars de colza résistants aux herbicides, trois cultivars de tomates, deux de pomme de terre réfractaires aux attaques de doryphores, un de soja tolérant les herbicides et un de luzerne résistant à la cicadelle. En 1998 il y a l’homologation de plusieurs nouveaux cultivars transgéniques de maïs avec l’introduction de l’étiquette obligatoire des produits alimentaires contenant des OGM.

    L’année 1988 marque aussi, en Europe, un moratoire sur l’usage des variétés de cultivars transgéniques de colza et de betterave à sucre. A ce moment-là en France ainsi que dans d’autres pays de l’Union Européenne on stoppe le développement des plantes transgéniques. En revanche sur le Continent américain, aux Etats Unis au Canada et dans quelques pays d’Amérique du Sud on observe une expansion très rapide de la culture du soja, du coton, du maïs et du colza transgéniques résistants aux insectes et/ou aux herbicides (Gallais et Ricroch, 2006).

    En 2000 Ye et ses collègues créent le riz doré en introduisant dans un cultivar une séquence de quatre gènes essentiels du chemin de synthèse de la provitamine A. En 2011 il y a dans le monde plus de 160 millions d’hectares de cultures de plantes transgéniques cultivées par 16 millions d’agriculteurs (Kuntz, 2014).

    En 2011 une nouvelle méthode révolutionnaire de transgénèse fait son apparition dans les laboratoires de recherche. Il s’agit de l’édition du génome qui est déclarée comme « la méthode de l’année 2011 ». Elle permet de cibler avec une très grande précision le génome d’un organisme. Cela permet de réparer ou d’éliminer un gène ou de le remplacer par un autre. Cette méthode accélère la réalisation de nouvelles plantes transgéniques (Jinek et al. 2012, Cherfas 2014, Feng et al. 2013, Shimi et Puchta 2016). Outre cela, elle rend possible une modification simultanée de plusieurs copies de gènes dans une même plante (Burger et al. 2016, Ding et al. 2016, Cong et al. 2013, Wang et al. 2014).

    Les différentes façons de construire une plante transgénique
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      L’insertion et l’expression de nouveaux gènes dans une plante constituent la base de la transgénèse. Elle peut se réaliser de différentes manières. Chimiquement : des protoplastes (cellules dépourvues de leurs parois cellulosiques) perméabilisés à l’aide de polyéthylène glycol (PEG) sont mis en contact avec un précipité d’ADN. Ou bien l’ADN est véhiculé dans les protoplastes à l’aide de liposomes. Physiquement : Des protoplastes en contact avec l’ADN sont soumis à des chocs électriques (électroporation) ou alors l’ADN adhérant sur la surface de fines particules d’or est bombardé (biolistique) sur des cellules intactes. Cette méthode est également utilisée pour transfecter des organites à l’exemple des chloroplastes. Biologiquement : Le transfert de l’ADN peut s’effectuer à l’aide de vecteurs viraux ou alors ce sont les plasmides Ti d’
      Agrobactérium tumefaciens 
      qui véhiculent les gènes d’intérêt dans les cellules d’une plante ou d’embryons (agro infection). A l’aide de ces divers procédés l’ADN d’intérêt est incorporé de façon aléatoire dans le génome de la plante. Les cellules transfectées sont ensuite sélectionnées grâce à la présence de marqueurs (résistance à un antibiotique ou à un herbicide). Ces cellules totipotentes sont par la suite différenciées 
      in vitro
       pour produire une plante fertile. Par d’autres procédés ces gènes marqueurs sont éliminés. La plus récente technique est l’édition du génome qui permet de cibler le gène d’intérêt dans l’ADN de la plante de façon précise. Le complexe CRISPR-Cas9 de ribonucléoprotéine (qui comprend une nucléase et un ARN guide) coupe le brin double d’ADN de la plante à un endroit choisi où le gène d’intérêt est ensuite intégré. Cette nouvelle méthode permet également de supprimer, de remplacer ou de réparer un gène défectueux.
    

    La taille du génome des plantes varie énormément selon les espèces. Parmi les dicotylédones, Arabidopsis thaliana avec ses 130 millions paires de bases possède le plus petit génome. Le riz en possède 430 millions, c’est 2.5 milliards pour le maïs alors que la tulipe en compte 30 milliards soit 230 fois plus que chez Arabidopsis thaliana. Pour comparaison le génome humain comprend 3.2 milliards paires de bases environ avec quelques 26 500 gènes.

    Dans le génome il n’y a pas que des séquences uniques mais aussi de très nombreuses séquences répétitives qui représentent, selon les espèces végétales, 10 à 90 % du génome ! Les séquences répétées et mobiles constituent 80 % de l’ADN génomique chez le maïs par exemple alors que le reste du génome code des gènes de structures et de fonctions.

    Dans la nature, au cours de l’évolution des espèces, le transfert des gènes entre espèces a toujours existé. Ces échanges et remaniements constants du matériel génétique chez les êtres vivants constituent, avec les mutations et la sélection, un puissant moteur de l’évolution des espèces.

    Dans la transgénèse expérimentale nous ne faisons que d’imiter en quelque sorte ce que la nature est à même de faire. La seule différence est que nous le faisons à dessein avec un choix délibéré de gènes que l’on désire modifier, éliminer ou insérer dans le génome d’un organisme choisi. Nous agissons donc ponctuellement sur le génome dans le but d’améliorer les plantes d’une façon bien définie. Dans cette action ponctuelle et aléatoire nous ne pouvons toutefois pas exclure un effet pléiotropique du transgène sur le génome. La finalité de telles interventions est de bonifier les qualités agronomiques des plantes ainsi que leurs facultés à résister aux maladies, aux parasites, aux inondations, à la sécheresse ou aux herbicides.

    La transgénèse peut ainsi donc se définir comme l’intégration d’un ou de plusieurs gènes dans le génome d’une plante par des procédés artificiels sans avoir recours à la voie sexuée. De cette façon il est possible de faire exprimer chez la plante des gènes d’autres espèces de végétaux, de bactéries, d’insectes ou même de vertébrés. Ces techniques permettent également de réduire au silence certains gènes à l’exemple de ceux de la susceptibilité aux maladies. Dans le cas de la transgénèse au sein d’une même espèce on ne fait qu’accélérer ce qui peut se passer dans la nature par voie sexuée au cours de nombreuses générations successives. En revanche, la transgénèse interspécifique apporte à l’organisme de nouvelles propriétés qui ne se trouvent pas nécessairement dans l’espèce ciblée.

    Quelles sont les étapes principales de la transgénèse ?

    Nous traiterons ici trois cheminements fondamentaux de la transgénèse. Les gènes d’intérêt sont préalablement clonés dans des bactéries selon les méthodes classiques. La figure 1 présente un résumé des étapes suivies pour trois options différentes de transfert de gènes dans les cellules végétales : transfert chimique et physique, transfert par Agrobacterium tumefaciens et l’édition du génome.

    Figure 1. Trois méthodes de transgénèse chez les plantes
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    Les transferts chimiques et physiques des gènes dans une plante

    Le gène d’intérêt cloné dans un plasmide est multiplié dans une bactérie, généralement Escherichia coli. L’ADN isolé et purifié est ensuite transféré dans des cellules végétales débarrassées de leurs parois cellulosiques (protoplastes). Ces méthodes de première génération permettent de transfecter des cellules ou un groupe de cellules agglomérées (cals) qui sont ensuite cultivées in vitro en présence d’un agent de sélection généralement un antibiotique ou un herbicide. Ces cellules totipotentes, sont par la suite soumises à différents traitements d’hormones in vitro en vue de régénérer une plante entière.

    Les méthodes chimiques

    Les membranes cellulaires des protoplastes de cellules végétales sont tout d’abord perméabilisées à l’aide d’un traitement au polyéthylène glycol (PEG) pour être ensuite mises en contact avec un précipité d’ADN cloné. Parmi ces molécules d’ADN certaines atteignent le noyau où elles s’intègrent de façon aléatoire dans le génome de l’hôte. Une fois que les plantes sont régénérées, à partir de ces cellules transfectées, quelques-unes sont à même d’exprimer ce nouveau gène.

    Une autre méthode fait usage de la lipofection. L’ADN cloné est contenu dans de minuscules vésicules de phospholipides (liposomes) qui servent à véhiculer l’ADN à travers la membrane cellulaire. Les protoplastes perméabilisés avec le PEG sont ensuite traités avec ces liposomes contenant l’ADN. Une fois dans la cellule, l’ADN libéré dans le cytoplasme de la cellule peut avoir accès au noyau où il s’intègre de façon aléatoire dans le génome.

    Ces méthodes de première génération ne sont plus guère utilisées si ce n’est pour transférer des gènes dans les organites à l’exemple des chloroplastes (Doucet, 1997).

    Les méthodes physiques

    L’électroporation est un procédé qui consiste à mettre l’ADN en contact avec des protoplastes que l’on soumet à une série de chocs électriques de 200 à 600 volts, cela permet à l’ADN de pénétrer dans les cellules végétales. C’est grâce à cette méthode que l’on a obtenu les premières générations de monocotylédones transgéniques comme le riz, l’orge et le maïs, par exemple. L’ADN que l’on fait pénétrer et intégrer dans le génome de la plante contient également un gène marqueur qui permet de sélectionner les cellules transfectées. Ces marqueurs consistent en gènes de résistance à un antibiotique ou mieux à un herbicide. C’est à partir de ces cellules transfectées et sélectionnées que l’on régénère des plantes entières.

    Une autre méthode physique consiste à faire usage d’un « canon à particules » avec lequel on pratique ce que l’on appelle la biolistique. Pour cela on recouvre de minuscules particules d’or ou de tungstène avec l’ADN cloné que l’on veut introduire dans les cellules de la plante. L’avantage de cette technique est de ne plus devoir se débarrasser des parois cellulosiques ce qui facilite par la suite la régénération in vitro de la plante. Les particules sont directement bombardées sur des cellules intactes ou sur des parties d’embryons. La pression de l’air comprimé exercée sur les particules est suffisante pour les faire pénétrer dans les cellules. L’ADN migre ensuite jusqu’au noyau où il peut s’intégrer de façon aléatoire dans un des chromosomes. De nombreuses plantes transgéniques de première génération furent obtenues par biolistique. Parmi elles il y a le blé, le maïs, l’orge, le riz, l’avoine, le seigle, et le sorgho. Des bananiers transgéniques ainsi que la canne à sucre, des papayers et des caféiers sans caféine furent également obtenus grâce à cette technique physique.

    La transfection par biolistique peut être appliquée sur des cultures de cellules végétales, des fragments d’organes ou sur des cals. Ces derniers sont un amas de cellules non différenciées obtenu par culture in vitro. On peut également transfecter des cellules de méristème (groupe de cellules non différenciées en phase de division) en culture ou des embryons immatures. Cela évite toutes les difficultés inhérentes à la régénération d’une plante à partir d’une culture de cellules ou de protoplastes. Lors du bombardement d’un amas de cellules avec les particules chargées d’ADN, certaines sont transfectées alors que d’autres ne le sont pas. On obtient ainsi une plante chimérique contenant un mélange de deux types de cellules. Dans le dessein d’éliminer certaines de ces chimères, il faut attendre la génération suivante pour sélectionner les plantes qui ont les qualités requises. Un des inconvénients de la biolistique c’est le danger de transférer un grand nombre de copies du transgène dans les cellules alors que l’avantage principal est de pouvoir l’appliquer à pratiquement n’importe quelle espèce de plante.

    Le transfert des gènes dans les organites

    Les mitochondries ainsi que les chloroplastes sont susceptibles d’être transfectés par biolistique. Toutefois les marqueurs de sélection sont plus difficiles à trouver pour les mitochondries que pour les chloroplastes. Un avantage de transfecter des chloroplastes est d’empêcher la dispersion des transgènes par le pollen. En effet chez de nombreuses angiospermes les chloroplastes ne sont transmis que par voie maternelle. Il y a cependant un certain nombre d’exceptions comme chez le seigle et la luzerne par exemple dont les chloroplastes sont transmis par voie maternelle et paternelle (pollen). En revanche, chez les gymnospermes, à l’exemple des conifères, les chloroplastes sont transmis par voie paternelle.

    Un avantage essentiel de la transfection des chloroplastes est l’insertion d’un grand nombre de copies. En effet, chaque cellule de la plante (sauf celles des racines) en possède plusieurs dizaines. Dans ce cas, cela permet de produire certaines protéines en plus grandes quantités ; elles s’accumulent dans ces organites ce qui facilite leur purification. Parmi de telles protéines produites dans les chloroplastes il y a l’hormone de croissance humaine ou bien celles d’un vaccin contre l’hépatite B par exemple. Un des désavantages de la transgénèse des chloroplastes est l’absence de glycosylation des protéines.

    Le transfert des gènes par virus et Agrobacterium tumefaciens

    Le transfert des gènes par les virus

    Le gène d’intérêt peut être intégré dans le génome d’un virus afin d’être véhiculé dans les cellules végétales. Chaque virus a sa spécificité pour un organisme ou un groupe d’organismes. En pratique on remplace le gène de l’enveloppe protéique du virus de la mosaïque dorée de la tomate, par exemple, par un autre gène d’intérêt. L’ADN de ce virus ainsi modifié peut être introduit dans une plante où il se multiplie et envahit toute le végétal. Cependant comme il n’a plus son enveloppe protéique, il est incapable de se disséminer hors de la plante hôte.

    Le transfert des gènes par Agrobacterium tumefaciens

    Les premières expériences de transgénèse à l’aide de cette bactérie datent du début des années 1970. A cette époque le groupe de Schell a démontré qu’il était possible de faire usage d’Agrobacterium tumefaciens (une bactérie du sol) pour transférer des gènes dans les végétaux. Dans la nature cette bactérie est responsable de la formation de la galle du collet chez plusieurs espèces de plantes de culture. Cette bactérie fait partie de la même famille que Rhizobium responsable de la nodulation (pour la fixation de l’azote de l’air) chez les légumineuses. Agrobacterium tumefaciens, en vertu de sa propriété de transférer un plasmide nommé Ti (de l’anglais tumor inducing) dans les cellules végétales forme des tumeurs chez les plantes. La formation d’une tumeur chez la plante a pour origine l’intégration et l’expression d’une partie de l’ADN de ce plasmide dans le génome de l’hôte. Cet ADN bactérien a la particularité de ne s’exprimer que dans la plante. Ce fragment d’ADN contient aussi la séquence de virulence (gène vir). Une fois dans la cellule végétale les séquences qui bordent de part et d’autre l’ADN-T (ADN-T pour transfert) sont coupées par des enzymes spécifiques et le segment d’ADN libéré pénètre dans le noyau de la cellule pour s’intégrer de façon aléatoire dans le génome de son hôte. A la suite de ces observations, les expérimentateurs décidèrent de transférer une séquence d’ADN définie en l’intégrant dans l’ADN-T, ce dernier agissant comme vecteur chez la plante. C’est aussi possible par ingénierie moléculaire de désarmer le plasmide Ti en le débarrassant de sa séquence aux propriétés tumorigènes.

    Au cours des années 70, l’usage de cette nouvelle stratégie permit d’introduire dans des cellules de tabac un gène de résistance à un antibiotique. A partir de ces cellules transfectées ce fut possible de régénérer une plante de tabac résistante à cet antibiotique, toutefois ces plantes expérimentales ne quittèrent pas le laboratoire ! La voie était tracée et une dizaine d’années plus tard un plasmide d’Agrobacterium...
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