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Résumé : De nouveaux outils de modification de I'’ADN sont maintenant disponibles pour
l'ingénierie des génomes végetaux, y compris ceux des plantes de grande culture. Ces
nouvelles techniques peuvent théoriquement accélérer les processus qui ont pour but
d'augmenter la variabilité génetique. Nous expliquons ici pourquoi la diversité genétique a
toujours éte la matiere premiere pour les sélectionneurs et discutons comment ceux-ci ont su
tirer parti des dernieres innovations scientifiques pour utiliser au mieux cette diversité
genetique. Nous présentons également comment l['émergence des nouvelles techniques de
reécriture des génomes donne aux selectionneurs des outils extrémement puissants pour
l'amélioration des plantes mais aussi pourquoi leur utilisation va exiger des sélectionneurs,
aidés des chercheurs, une caractérisation plus précise des genes qui sous-tendent cette
diversité génétique. Relever ces défis devrait permettre dassocier des alleles d'intérét
agronomique d'une maniere inédite et contrélée pour le développement efficace d'idéotypes,
bien adaptés a des conditions environnementales diverses, et permettant des innovations pour
les qualités des productions végétales au niveaux alimentaires ou industriels.

Mots-clés : CRISPR, diversité génétique, modification des génomes, QTL, sélection végétale,
SDN.

Abstract : Genome engineering tools are now available in plants, including major crops, to
modify in a predictable manner a given gene. These new techniques can theoretically
accelerate the process the plant breeding process. Here we explain why genetic diversity has
always been the raw material for breeders and discuss how breeders have taken advantage of
the latest scientific innovations to make the best use of this genetic diversity. We also present
how the emergence of new genome editing techniques give breeders new tools for plant
breeding but also why this will require the breeders, assisted by researchers, to more
precisely characterize the genes that underlie this genetic diversity. Tackling these challenges
should permit the breeders to take advantage of genetic diversity in an unprecedented and
controlled way for the effective development of new ideotypes, well adapted to diverse
environmental conditions and allowing innovations for plant production at food or industrial
levels.

Keywords: CRISPR, Genetic diversity, Genome engineering, Plant breeding, QTL, Site-directed
nucleases.
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Glossaire
(les numéros se réferent aux citations dans le texte)

! Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) : le polymorphisme nucléotidique simple (PNS) ou
polymorphisme d'un seul nucléotide est, en génétique, la variation (polymorphisme) d'une seule paire de
bases du génome, entre individus d'une méme espece.

2 Whole Genome Duplication (WGD) : toute duplication du génome, ou polyploidie, est le produit de
non-disjonction des chromosomes lors de la méiose qui se traduit par des copies supplémentaires de
l'ensemble du génome. La polyploidie est fréquente chez les plantes, mais a également eu lieu chez les
animaux. Apres duplications du génome entier de nombreux génes surnuméraires sont finalement perdus,
et reviennent a l'état de singleton. Cependant, certains genes peuvent rester en copies multiples et
conduire a de l'innovation adaptative.

3 Eléments transposables : séquences d'’ADN mobiles dont l'existence a été mise en évidence par Barbara
McClintock dans les années 40 chez le mais. Ces séquences sont présentes dans toutes les branches de
larbre du vivant et peuvent représenter une grande partie du génome (environ 40% du génome chez
Homme et jusqu'a 90% chez le blé).

4 Syndrome de domestication : ensemble de caractéres morphologiques, physiologiques et
comportementaux héréditaires présents dans un ensemble d'especes domestiquées mais absents chez
leurs variantes sauvages.

> TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) : méthode de biologie moléculaire utilisée en
génétique inverse. Le principe est de combiner des méthodes de mutagénese aléatoire a des méthodes
modernes d'analyse de 'ADN, permettant l'identification a haut débit de mutation ponctuelle.

6 Mutation nulle : Mutation qui élimine complétement la fonction d'un gene, en général par délétion ou
mutation stop.

7 Nucléases site dirigées, Site Directed Nucleases (SDN) : Les nucléases site dirigées (Zinc Finger,
TALEN, CRISPR-Cas9) sont des enzymes de restriction artificielles constituées d'un domaine de liaison a
U'ADN, et d'un domaine ayant la capacité de cliver 'ADN. Dans le cas du CRISPR-Cas9 le domaine de liaison
a UADN est composé d'une molécule d'ARN.

8 Cassure double brin (CDB) : Les cassures double-brin de ’ADN sont des lésions majeures induites par
divers agents mutagenes endogenes ou exogenes ; elles peuvent étre source d’instabilité génétique. Deux
mécanismes entrent en compétition pour la réparation des cassures double-brin : la recombinaison
homologue (RH) et la jonction d’extrémités non homologues (NHEJ).

? Quantitative Trait Loci (QTL) : région plus ou moins grande d'’ADN qui est étroitement associée a un
caractere quantitatif, c'est-a-dire une région chromosomique ou sont localisés un ou plusieurs genes a
l'origine du caractere en question.

10 Déséquilibre de liaison, Linkage Disequilibrium (LD) : Il y a déséquilibre de liaison si la fréquence des
gametes porteurs des alleles de deux locus différents A et B est différente du produit des fréquences des
alleles, c'est-a-dire s'il y a association préférentielle entre deux alléles.

1 Jonction d’extrémités non homologues, Non-Homologous End-Joining (NHEJ) : La jonction
d'extrémités non homologues est un terme qui recouvre des mécanismes de réparation de U'ADN qui
permettent de réparer des lésions provocant des cassures double brin. Si le NHEJ classique (C-NHEJ) est
considéré comme plutot fidele, le NHEJ alternatif (Alt-NHEJ) est lui non conservatif et conduit a des
mutations.

12 Recombinaison homologue (RH) : La recombinaison homologue est un type de recombinaison
génétique dans laquelle des séquences nucléotidiques sont échangées entre deux molécules similaires ou
identiques d'ADN. Elle est utilisée par les cellules pour réparer fidelement les cassures double brin.

13 Séquence dupliquées en tandem (TAG, Tandem Arrayed Genes) : Les séquences répétées sont tres
importantes du point de vue de l‘évolution des génomes. Elles sont la marque d’un processus continu de
duplications et de réarrangements des chromosomes de toutes les especes. Chez certaines especes,
comme Arabidopsis ou le riz, la plupart des TAG sont le résultat d'un cross-over chromosomique
déséquilibré.
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1- Les mutations a la base de la diversité génétique.

En dépit de la remarquable fidélité de la réplication de U'ADN et de la grande efficacité des
systéemes de réparation du génome, des mutations apparaissent dans I'ADN a une fréquence qui
rend potentiellement chaque organisme unique. Ce taux de mutation a pu étre estimé chez la
plante modéle Arabidopsis thaliana a 7 x 10° mutation par base et par génération (Ossowski et
al. 2010), ce qui signifie que méme pour ce génome trés compact d'environ 157 millions de
paires de bases, une mutation, en moyenne, est incorporée dans le génome a chaque
génération. Ces mutations, qui, dans certains cas, provoquent des différences phénotypiques
entre les individus, sont la matiere premiére avec laquelle la sélection naturelle peut
fonctionner, rendant 'adaptation des especes possible.

Les mutations génétiques les plus fréquentes sont de courtes insertions/délétions ou
modifications de nucléotides conduisant a des polymorphismes nucléotidiques simples' (SNP).
Cependant, les génomes subissent également de nombreux changements plus drastiques, y
compris des réarrangements chromosomiques, de longues délétions, des duplications et des
insertions de grandes séquences comme les éléments transposables. Il est d'ailleurs considéré
que les deux mécanismes majeurs a l'origine de la dynamique et de la plasticité des génomes
sont, les événements de doublement du génome entier (Wendel 2015) d'une part, et d'autre part
la prolifération différentielle, et spécifique a chaque individu, de différents types d'éléments
transposables3 (Lisch 2013). Tous ces mécanismes conferent aux génomes végétaux une forte
plasticité, par rapport aux génomes animaux (Murat et al. 2012), qui leur permet de s'adapter a
de nouveaux environnements. Ces caractéristiques ont également été exploitées pour la
domestication et l'amélioration des plantes. La domestication des especes sauvages, ainsi que
leur amélioration du point de vue agronomique, sont donc des versions particulieres de
l'évolution, dirigées principalement par la sélection humaine. Les principes et les mécanismes
qui les régissent ne sont nullement différents de ceux qui sont impliqués dans l'‘évolution
naturelle des especes. Diailleurs, la domestication et la sélection variétale constituent
d'excellents modeéles pour étudier l'évolution en général (Meyer et Purugganan 2013 ; Olsen et
Wendel 2013a).

1.1. Des génes majeurs impliqués dans la domestication et ['amélioration des plantes.

Au cours des 10 dernieres années, de nombreux alleles, impliqués dans la domestication ou
'amélioration des plantes ont été caractérisés et nous pouvons maintenant commencer a
identifier les génes et les mutations causales de certaines différences phénotypiques clés entre
les plantes cultivées et leurs parents sauvages. Ce sont essentiellement des caractéres qui
facilitent la culture ou la récolte des plantes considérées, et qui sont généralement rassemblés
sous le terme de "syndrome de domestication*" (Olsen et Wendel 2013b). Ces différents
caractéres incluent la perte de l'égrenage spontané des épis, la perte de dormance des graines,
luniformité de la germination et enfin la dominance apicale qui permet d'augmenter la densité
des plantes dans un champ cultivé. Ces caracteres ont été sélectionnés plusieurs fois et de
maniere indépendante lors du processus de domestication. Cependant, les genes a l'origine des
changements phénotypiques observés ne sont pas nécessairement identiques, laissant entrevoir
une certaine flexibilité des processus d'adaptation (Gaut 2015). C'est le cas, par exemple, des
deux événements indépendants de domestication du haricot commun, l'un ayant eu lieu dans ce
qui est maintenant le Mexique et l'autre dans les Andes. En effet, une analyse génétique des
populations a montré que, parmi les génes présentant des signes de sélection, la proportion de
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ceux qui sont communs aux deux événements n'est pas différente de celle observée sur les
genes ne présentant pas de signes de sélection (Schmutz et al. 2014).

Si certains caractéres semblent controlés par un seul géne il faut pourtant noter que de
nombreux caracteres liés a la domestication ou a la sélection variétale ne sont pas
monogéniques, mais impliquent de nombreux génes avec des effets faibles cumulables (Olsen et
Wendel 2013b). Méme en tenant compte de la complexité des changements génomiques associés
aux processus de domestication ou de sélection variétale, l'analyse des exemples relativement
simples déja caractérisés permet de déduire les tendances générales de ce processus. De plus,
ces analyses nous ont fourni une collection de génes et d'alleles spécifiques impliqués dans des
changements phénotypiques importants d'un point de vue agronomique et qui peuvent étre
utiles pour la sélection variétale. Ces changements dans la morphologie de la plante ou dans
d'autres phénotypes complexes impliquent souvent des régulateurs de la transcription et du
développement, et plus rarement des protéines de structure ou des enzymes (Doebley et al.
2006 ; Olsen et Wendel 2013b).

Les mutations causales a l’origine des évenements de domestication sont fréquemment des
mutations pouvant aboutir au remplacement d'un acide aminé par un codon "stop”, a un
changement de site d'épissage, ou a un changement d'acide aminé entrainant la perte d'activité
de la protéine. Par exemple, le passage d'une croissance de type rampante du riz sauvage
ancestral (Oryza rufipogon) a une croissance de type érigée des riz cultivés (Oryza sativa), un
des événements clés dans la domestication du riz, a été le résultat de la sélection d'une seule
mutation dans le gene PROG? (PROSTRATE GROWTH 1). Cette mutation a conduit a une
substitution d'un acide aminé dans le facteur de transcription PROG1 entrainant une perte de
fonction (Jin et al. 2008 ; Tan et al. 2008).

Des mutations induisant des changements dans les séquences cis-régulatrices des genes ou des
changements d'acides aminés conduisant a une activité modifiée sont également relativement
fréquentes. Ainsi, la diminution du nombre et de la taille des branches axillaires du mais par
rapport au téosinte, qui ont été des éléments essentiels de la domestication de cette espece,
sont dus a une mutation affectant l'expression du gene TB1 (teosinte branched 1) (Wang et al.
1999). Dans ce cas, la mutation causale est liée a linsertion d'un rétrotransposon de type
Hopscotch a une distance de 60 kb en amont de la région codante du géne TB1, qui augmente
son niveau d'expression (Studer et al. 2011). TB1 code un régulateur de transcription qui réprime
la croissance ; sa surexpression dans les bourgeons axillaires inhibe leur développement. En ce
qui concerne les mutations qui modifient la fonction d'une protéine, un exemple intéressant est
celui du gene Flowering Locus T (FT) du tournesol qui a joué un role essentiel dans la
domestication de cette espéce. Il a été démontré qu'une mutation par décalage de phase de
lecture dans le gene FT1 d'Helianthus annuus (HaFT1) génere un allele dominant négatif qui
interagit avec un autre gene paralogue FT et bloque son action, entrainant une floraison
retardée (Blackman et al. 2010).

En plus des caractéeres liés au processus de domestication, les plantes d'intérét agronomique ont
également été intensivement modifiées pour d'autres caractéres comme la qualité ou la
diversité de leurs produits dérivés. La encore, des mutations spontanées ont provoqué des
alléles nuls (protéine non fonctionnelle) ou des modifications de l'expression de certains génes.
Un exemple intéressant qui illustre la grande plasticité des génomes végétaux est la mutation
associée au gene SUN, cause du phénotype allongé du fruit de la tomate, qui résulte de la
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duplication de ce gene suite au déplacement d'un rétrotransposon, la copie dupliquée du gene
étant placée sous le controle d'un nouveau promoteur (Xiao et al. 2008).

En résumé, la domestication et la sélection variétale ont consisté en des modifications
importantes du phénotype des plantes a travers la sélection récurrente de mutations
spontanées. Ces mutations comprennent une diversité de modifications génétiques, des
polymorphismes nucléotidiques simples (PNS), des petites délétions, des réarrangements
chromosomiques, des duplications de genes et des événements d'insertion/délétion de
transposons, qui ont modifié un nombre important de genes qui sont souvent des régulateurs de
processus clés du développement de la plante.

1.2. L'utilisation de la mutagénese artificielle.

Durant la majeure partie de ses 10 000 ans d'histoire, la sélection des plantes a été faite en
grande partie de maniere non consciente. Cependant, au cours de son histoire récente,
plusieurs avancées de la connaissance scientifique ont eu un impact immédiat sur les pratiques
de sélection variétale. Ainsi, la compréhension du role clé de la variabilité génétique et de la
sélection a profondément influencé la pratique des sélectionneurs. La découverte que des
agents physiques et chimiques (rayonnements gamma, rayonnements X, méthanesulfonate
d'éthyle) pouvaient induire des mutations dans UADN (Muller 1928 ; Stadler 1928) a entrainé le
lancement de programmes de mutagénése pour augmenter la variabilité génétique. Au cours des
70 derniéres années plus de 3 200 nouvelles variétés de plantes chez plus de 200 espéces ont
été obtenues par mutagénese induite (IAEA/FAO mutant variety database, https://
mvd.iaea.org/). Cette approche a été extrémement utile chez certaines especes, mais des
limitations sont a noter. D’une part, il est difficile d'identifier un petit nombre d'individus
présentant de nouveaux phénotypes au sein d'une grande population. D’autre part, la
redondance génétique présente dans de nombreuses especes végétales, due a la duplication de
genes et a la polyploidie, limite l'effet de nombreuses mutations sur la plante (Parry et al.
2009). Les mutations induites sont du méme type que les mutations spontanées et dépendent
essentiellement de l'agent mutagéne utilisé. Elles consistent en des PNS, des délétions courtes
ou longues, des insertions, mais également en des réarrangements chromosomiques ou des
duplications (Bolon et al. 2014).

La limitation la plus importante de la mutagénése induite, qu'elle soit chimique ou physique, est
sa nature aléatoire. Ainsi, générer un mutant pour un caractere particulier va nécessiter la
génération de grandes collections de mutants et le développement de cribles phénotypiques
puissants. Un perfectionnement de la stratégie de mutagénéese induite est le TILLING® (Targeting
Induced Local Lesions In Genomes) qui permet de sélectionner, dans la descendance de plantes
mutagénisées, celles qui portent une mutation dans le gene désiré. Cependant, dans la plupart
des cas, ces approches aboutissent a l'identification de mutations nulles® de sorte qu’obtenir un
allele particulier, connu pour conférer un phénotype donné, est, dans la plupart des cas,
extrémement difficile.

Au cours des derniéres années, une nouvelle génération d'agents mutagenes, basée sur des
nucléases site dirigées’ (Site Directed Nucleases, SDN), comme les méganucléases, les « zinc
finger nucleases », les TALEN ou plus récemment le systeme CRISPR-Cas9, a été développée
(Fig.1) et est déja utilisée par certains sélectionneurs (Shi et al. 2016). Comme on le verra dans
le chapitre 3, les SDN créent des cassures double brin® de UADN (CDB) et permettent
potentiellement de générer tous les types de mutations qui ont été sélectionnées lors de la
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domestication et de la sélection variétale et ce avec une tres grande précision. Dés maintenant,
certains genes montrés comme impliqués dans des caractéres agronomiques simples, sont de
bonnes cibles de ces SDN. De plus, de nouveaux alléles d'intérét peuvent étre découverts grace
a des cribles génétiques directs ou inverses. Pour les caractéres complexes, l'utilisation de ces
nouvelles techniques va nécessiter au préalable lidentification des genes situés dans les régions
génomiques impliquées.
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Figure 1 : Caractéristiques des Nucléases Site Dirigées. Quatre classes de nucléases site
dirigées sont utilisables pour réaliser la réécriture de géne. Elles possedent des caractéristiques
différentes.

1.Les méganucléases sont constituées d’une seule protéine capable de reconnaitre une cible de 12
a 40 paires de bases (pb) de maniére trés spécifique. La modification du site de reconnaissance de
ces méganucléases par ingénierie des protéines est complexe, ce qui explique leur co(it élevé de
production.

2.Les Zinc Finger Nucleases (ZFN), ou nucléases a doigt de zinc, consistent en deux modules
composés de domaines de reconnaissance de I'ADN de type Cys2-His2 (zinc finger) fusionnés
chacun a une nucléase non spécifique (en général I'enzyme Fok1). Chaque “zinc finger” est capable
de reconnaitre spécifiquement 3 pb de I'ADN et, en les associant, on peut obtenir des modules
reconnaissant 9 a 18 pb. Cependant les ZFNs sont délicates a concevoir car leur affinité vis-a-vis
de la cible ADN ne dépend pas seulement de I'association des différent “zinc fingers” correspondant
a des triplets de nucléotides.

3.Les TALE nucleases (TALEN) sont des nucléases chimériques dont le domaine de liaison a I'ADN
dérive d'effecteurs de type activateur de transcription (TALE), une famille de protéines utilisée
dans le processus d'infection par les agents pathogénes du genre Xanthomonas. Les TALE sont
composés d'une série de répétitions en tandem (12-27). Chaque répétition contient 33-35 acides
aminés tous identiques a I'exception de deux, en positions 12 et 13, appelé la Repeat Variable
Diresidue (RVD). Chaque répétition est spécifique d'une paire de bases de I'ADN. Les TALEN
consistent en deux TALE qui sont fusionnés chacun a une nucléase non spécifique (Fok1). Du fait
de la difficulté d’assembler ces différents modules de reconnaissance de I’ADN, qui sont hautement
homologues, différents protocoles ont été développés (GoldenGate® ou FLASH™).

4.Le systeme CRISPR-Cas est un systeme immunitaire adaptatif procaryote de type II que plusieurs
bactéries utilisent pour se défendre contre les ADN viraux. Ce systéme a été adapté pour I'édition
du génome en associant a la nucléase Cas9 un ARN (sgRNA) contenant une séquence de 20 pb
homologue a la cible, fusionné a un ARN de type “trans-activating RNA” chargé de capter la
protéine Cas9 pour son transfert sur I’ADN cible. Cette derniere technologie, qui ne demande que
la modification du sgRNA pour pouvoir cibler une séquence de 20 pb bases dans le génome, est, de
trés loin, la moins onéreuse des quatre stratégies proposées et la plus simple a mettre en ceuvre.
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2- La diversité génétique capturée par les sélectionneurs a travers l'identification de QTL°.
2.1- De nouvelles techniques pour la recherche de QTL.

La cartographie des QTL a jusqu'a présent été tres efficace pour identifier les régions génétiques
liées a des caractéres quantitatifs agronomiques. Elle a été soutenue par le développement
récent de nouveaux moyens de génotypage a haut débit et de phénotypage. Cependant, il est
encore difficile d'identifier des régions génomiques associées a des caractéres contrélés par
différents parametres. Ceci est particulierement vrai dans le cas des stress abiotiques pour
lesquels la confirmation de la valeur dun QTL donné nécessite de nombreuses répétitions
(Takeda et Matsuoka 2008). Par ailleurs, la cartographie des QTL est limitée a la détection de
variants génétiques dans des populations issues de croisements bi-parentaux. Pour tenter de
répondre a ces contraintes d'autres techniques de détection de QTL sont maintenant utilisées en
routine pour la détection d'alleles intéressants, comme par exemple la génétique d'association
(Takeda et Matsuoka 2008). La génétique d'association consiste a «associer» statistiquement,
dans une population présentant une grande diversité génétique, les variations des caracteres
(phénotypes) aux variations du génome. Cela présente l'avantage, par rapport a la cartographie
QTL classique, ou, a un locus donné, seuls 2 alleles parentaux sont testés, de prendre en compte
un grand nombre d'alleles (Takeda et Matsuoka 2008). Un facteur clé dans cette approche est le
déséquilibre de liaison' (Linkage Disequilibrium, LD) qui détermine la densité de marqueurs
nécessaires et les conditions de phénotypage. Pour des especes comme Arabidopsis et le mafs,
qui présentent des taux de recombinaison méiotiques élevés et une décroissance rapide du LD
(<1Kb), cette approche peut étre fructueuse (Yu et Buckler 2006). Par contre, pour les plantes
cultivées autogames, comme le riz, le soja, le sorgho ou l'orge, pour lesquelles les valeurs de LD
sont plus grandes, la résolution de cartographie d'association est moins bonne.

Une autre approche, visant a identifier des régions ayant été sélectionnées au cours du temps,
est basée sur la théorie selon laquelle, aprés une forte sélection, les locus sélectionnés
présentent une diminution locale de la diversité nucléotidique et une augmentation du LD
(Takeda et Matsuoka 2008). Cette approche ne convient pas a toutes les plantes, et, dans le cas
du sorgho par exemple, lobservation de 445 locus n'a pas permis d'identifier de régions
présentant une marque de sélection (Hamblin et al. 2006). Par contre, ce type d'approche est
particulierement bien adapté aux especes, comme le mais, dont lhistoire démographique est
bien établie.

2.2- L'exploitation des QTL identifiés nécessite des schémas de sélections qui peuvent
étre longs.

Au cours des deux dernieres décennies des efforts important ont été faits, chez de nombreuses
especes, afin didentifier des QTL et des marqueurs liés pour une large gamme de caracteres
agronomiques. En plus des méthodes de sélection traditionnelles la sélection assistée par
marqueurs (SAM) est l'une des techniques les plus utilisées pour sélectionner des QTL chez
diverses especes végétales. Une autre application, maintenant largement utilisée de ces
techniques est connue sous le nom de "pyramidage” de QTL (Hospital et Charcosset 1997). Ici, la
combinaison de plusieurs QTL responsables de différents caracteres et identifiés dans des
variétés ou espéces compatibles, sont introgressés dans la méme lignée élite (Ashikari et
Matsuoka 2006).
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Cependant, des résultats contrastés ont été rapportés en ce qui concerne le taux de succes de
lintrogression de QTL, surtout lorsque cing ou plus de cing QTL sont introgressés dans une
lignée élite donnée (Semagn et al. 2006). Différents facteurs influencent lefficacité de
lintrogression multiple de QTL, notamment la faible reproductibilité de l'effet d'un QTL dans
différents fonds génétiques, les interactions entre certains QTL ou la recombinaison entre des
genes présents dans le méme segment chromosomique au sein du QTL (Semagn et al. 2010).
Une autre limite de l'approche QTL est que leur introgression dans des lignées élites peut
nécessiter des plans de croisement longs et coliteux. Ces limitations sont particulierement
marquées pour les arbres forestiers par exemple, dont les cycles de reproduction sont tres longs
(Lidder et Sonnino 2012). Les progrées technologiques, tels que la réécriture du génome, offrent
donc de nouvelles perspectives pour tenter daméliorer les stratégies de sélection.

2.3- Genes sous-jacents aux QTL et autres génes a “effet fort” : une source
exceptionnelle de cibles pour l'ingénierie des génomes.

Une fois qu'un QTL impliqué dans un caractere d'intérét a été identifié, tous les alleles présents
a ce locus doivent étre caractérisés afin de rechercher des genes polymorphes liés au
phénotype souhaité. Lorsque le génome de l'espéce a laquelle appartient la plante chez qui le
QTL a été identifié est séquencé et annoté, la fonction putative des genes présents au locus
peut orienter les analyses vers des génes candidats. Cette approche est plus complexe pour les
especes dont les génomes ne sont pas encore disponibles ou pour les genes dont la fonction est
inconnue. La diminution continue du colt des marqueurs moléculaires et le développement de
nouvelles techniques d'analyse des génomes comme le séquencage de nouvelle génération (Next
Generation Sequencing, NGS), vont faciliter lidentification des genes candidats chez de
nombreuses especes (Pérez-de-Castro et al. 2012 ; Lim et al. 2014). En plus des genes associés
aux QTL, et généralement plutot a effets faibles, de nombreux génes candidats a effets forts
ont pu étre identifiés lors de cribles génétiques par exemple. Récemment, des zones
régulatrices présentes en amont des facteurs de transcription SIbZIP1 et SIbZIP2, qui activent
les génes responsables de la synthése et de ’accumulation des sucres dans le fruit de la
tomate, ont été montrées comme impliquées dans la répression de ces mémes genes en
présence de saccharose (Sagor et al. 2016). Leur élimination, par des techniques de trangénése
classique permet une augmentation de 50% de sucres dans les fruits. Un autre exemple
concerne le gene OR dont la mutation conduit a ’accumulation de p caroténe, précurseur de la
vitamine A (Lu et al. 2006). Le gene OR est présent chez toutes les plantes : il est donc possible
d’imaginer de faire produire, par mutation dirigée, du B carotene a des graines ou des fruits,

qui en sont dépourvus.

Quelle que soit l'origine de la découverte du gene associ€ a un caractéere donné la validation du
gene candidat est l'étape clé de l'ensemble du processus. Pour cela, une stratégie possible
consiste a identifier dans le gene candidat des variations de nucléotides (e.g. SNP, codons stop
prématurés) qui sont absentes dans une autre variété de la méme espéce qui ne présente pas le
phénotype ou le caractere étudiés. Dans le cas ou la comparaison avec d'autres variétés de la
méme espéce n'est pas possible, une analyse de lincidence potentielle de ces variations
nucléotidiques sur le gene candidat peut étre effectuée dans une especes modele, Arabidopsis
par exemple, chez laquelle l'analyse fonctionnelle de genes (i.e. disponibilité de la séquence du
génome, collection de mutants) est plus facile. Dans ce but, les techniques de transgénese et
de génie génétique peuvent aider a introduire des mutations ponctuelles dans un gene
candidat. Une fois que le lien entre la variation nucléotidique et le phénotype est établi, le
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méme type de variation peut étre introduit dans la variété d'intérét agronomique ou la lignée
élite. Dans un schéma de sélection conventionnel un minimum de cing a six générations de
rétrocroisements sera nécessaire pour introgresser le gene d'une variété donneuse vers la
variété élite (Lidder et Sonnino 2012). Ce procédé nécessite beaucoup de temps et d'effort, en
particulier lorsque plus d'un alléle doit étre transféré. De ce point de vue la modification directe
du géne concerné chez la lignée élite, via réécriture du génome, permettrait un gain de temps
considérable.

2.4- Le role des plantes modéles dans la validation des genes candidats.

Les plantes modeles utilisées dans les laboratoires académiques présentent en général un
génome bien caractérisé et de grandes ressources génétiques et moléculaires. Ces plantes sont
des outils précieux pour l'analyse fonctionnelle des genes, et la confirmation du role d'un gene
candidat dans une espece modele est un bon indicateur de son implication potentielle dans une
espece cultivée apparentée. L'implication des laboratoires académiques dans ce type d'études
leur permettrait d'approfondir leurs connaissances sur la génomique des plantes de grande
culture et permettrait délargir le champ dapplication de leurs découvertes. Ainsi, la
coopération entre les améliorateurs, les agriculteurs et les laboratoires publics de recherche
pourrait étre tres fructueuse pour linnovation variétale et mériterait d'étre renforcée par des
programmes d'innovation appropriés.

3- Potentiel des nucléases site dirigées pour mettre en valeur la diversité génétique via
l'ingénierie des génomes.

3.1- Vers la modification précise des génomes de plantes d'intérét agronomique.

Une fois qu'un allele responsable d'un caractére agronomique particulier a été identifié, son
transfert a une variété cultivée peut parfois étre complexe. De ce point de vue, l'ingénierie des
génomes peut fournir des moyens efficaces pour insérer ou modifier ce gene dans les variétés
cultivées. Grace aux nucléases site dirigées (SDN) il est maintenant en effet possible de
retoucher un alléle a un locus précis et ce avec des conséquences trés limitées sur le reste du
génome. Pour cela la SDN sera délivrée dans le noyau de la cellule végétale soit par production
de transformants stables via la transformation par Agrobacterium, soit par expression transitoire
via la transformation de protoplastes ou le bombardement de cals (Fig.2). La cassure de U'ADN
induite par la nucléase va ensuite étre prise en charge par un systéme endogene (Fig.3) de
réparation des cassures de I'ADN qui procede par jonction des extrémités non homologues'"
(Non-Homologous End-Joining, NHEJ) et aboutir a des mutations aléatoires du gene ciblé
(délétions, insertions, substitutions). De plus, en ciblant un lieu présentant des micro-
homologies autour de la coupure, celle-ci peut étre réparée par la voie du NHEJ alternatif (Alt-
NHEJ) et donc étre plus prédictible (Butler et al. 2015 ; Collonnier et al. 2016). Si, lors de la
cassure de I'ADN générée par la nucléase une matrice de réparation est apportée a la cellule,
cette cassure peut alors étre réparée de maniere fidele (par copie de la matrice de réparation)
via la voie de la recombinaison homologue' (RH) et aboutir au remplacement du gene ciblé.

En plus de lintroduction de mutations ciblées dans un gene particulier, les SDN peuvent étre
utilisées pour induire des mutations dans plusieurs genes différents simultanément. Ce type
d'application peut étre particulierement adapté a la modification de plusieurs genes impliqués
dans un caractere quantitatif particulier. Pour cela, plusieurs SDN ciblant des genes différents
peuvent étre co-délivrés a la cellule (Ma et al. 2015 ; Shan et al. 2015 ; Lowder et al. 2015). On
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Figure 2 : Modalités d'introduction des nucléases site dirigées par transgénése ou par
expression transitoire. Pour que les nucléases site dirigées puissent induire des cassures double brin
de I'ADN et générer une mutagénése ciblée dans les plantes elles peuvent étre transférées dans la
cellule et son noyau par production de transformants stables (transformation via Agrobacterium) ou
par expression transitoire (transformation de protoplastes ou bombardement de cals).
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peut également envisager, a l'aide d'une méme SDN, de cibler une séquence présente dans un
groupe de genes. Cette approche est tres utile pour éliminer les séquences dupliquées en
tandem™3 qui prévalent dans les génomes eucaryotes supérieurs (Christian et al. 2013 ; Qi et al.
2013 ; Zhou et al. 2014). L'obtention simultanée de mutations dans différents génes est
particulierement intéressante pour la création de nouveaux phénotypes controlés par des genes
homologues (issus d'une duplication) chez les especes diploides et par des génes homéologues
chez les espéces polyploides (Wang et al. 2014). Les SDN sont donc particulierement
intéressantes pour modifier des génomes végétaux complexes et apporter des caracteres
d'intérét agronomique chez les plantes cultivées qui présentent souvent un haut niveau de
ploidie et des génomes de grande taille (Gil-Humanes et Voytas 2014).

3.2- Stratégies d’extinction et de remplacement de genes et innovation variétale.

L'extinction (knock-out) d'un géne candidat, via la réparation imprécise d'une cassure induite de
U'ADN via une SDN, offre beaucoup de possibilités pour la création de caractéres agronomiques
d'intérét. Par exemple, chez la pomme de terre, les quatre alléles (plante tétraploide) du gene
Vinv (vacuolar invertase) ont pu étre inactivés a l'aide de TALEN. Les plantes ainsi produites
accumulent moins de sucres réducteurs dans les tubercules pendant le stockage au froid ce qui
limite la production d'acrylamide pendant la cuisson (Clasen et al. 2016). D'autres caractéres de
qualité ont pu étre obtenus en utilisant le méme type de stratégie. Un riz parfumé a ainsi été
créé via l'inactivation du géne OsBADH2 (betaine aldehyde dehydrogenase homolog) (Shan et al.
2015). Des tomates présentant un mirissement retardé ont été produites par inactivation, via
l'utilisation de la stratégie CRISPR-Cas9, du gene RIN (ripening inhibitor) (Ito et al. 2015). Une
lignée de soja avec une meilleure qualité d'huile a été obtenue en inactivant, via l'utilisation de
TALEN, les deux génes FAD2 (fatty acid desaturase 2) présents chez cette espéce (Haun et al.
2014). Modifier les génes de susceptibilité chez une plante hote est également un bon moyen de
développer de nouvelles sources de résistance aux maladies. Ainsi, dans le blé tendre, la
mutation des trois geénes homéologues (le blé est hexaploide) MLO (Mildew-Resistance Locus) via
l'utilisation de TALEN, permet la résistance a l'oidium (Wang et al. 2014). Les TALEN et les
CRISPR ont également été utilisés pour générer une résistance a la bactériose vasculaire chez le
riz en modifiant les sites de liaison a 'ADN de l'hote des facteurs de transcription produits par la
bactérie (Xanthomonas) et impliqués dans l'infection (Li et al. 2012 ; Zhou et al. 2015a).

Par conséquent, des lors qu'un gene candidat a été identifié et que l'allele d'intérét agronomique
correspond a une version inactive de ce géne, d'autres caracteres, comme la tolérance aux
stress abiotiques (e.g. sécheresse, carence en azote), la résistance aux maladies ou une
meilleure qualité nutritionnelle (e.g. diminution de composés antinutritionnels, des acides gras
meilleurs pour la santé), pourraient étre a portée de main via la stratégie d'extinction de géne.
Cependant, un alléele d'intérét associé a un caractére agronomique particulier correspond bien
souvent a une version modifiée du gene plutot qu'a une version inactivée et, dans ce cadre, le
remplacement précis (knock-in) d'un gene candidat via la recombinaison homologue, offre des
possibilités encore plus grandes en terme d'amélioration variétale que la simple extinction de
gene.

Cependant, un alléle associé a un caractéere agronomique particulier correspond bien souvent a
une version modifiée du gene plutot qu'a une version inactivée et, dans ce cadre, le
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remplacement précis (knock-in) d'un gene candidat, via la recombinaison homologue, offre des
possibilités encore plus grandes en terme d'amélioration variétale que la simple extinction de
genes. Jusqua présent, tres peu de caractéres agronomiques ont été obtenus via le
remplacement/modification ciblée de genes. Ceci est di a la faible efficacité de la stratégie de
modification de géne comparée a lefficacité d'inactivation. Cest pourquoi la majorité des
exemples correspondant a des modifications de génes correspondent a des caracteres
facilement sélectionnables, comme la résistance a un herbicide par exemple. C'est le cas chez
le tabac pour lequel la résistance aux herbicides de type sulfonylurée a été apportée par la
modification ciblée, via lutilisation de SDN de type Zinc Finger Nucleases, du géne AHAS
(Acetohydroxyacid synthase) (Townsend et al. 2009).

3.3 Quel avenir pour les technologies de réécriture du génome ?

L'association de régions particulieres du génome a des traits particuliers repose sur l'utilisation
de marqueurs identifiés lors de la détection de QTL. La sélection assistée par marqueurs utilise
ensuite ces marqueurs pour prédire la valeur génétique des individus obtenus dans les
croisements successifs du programme de sélection (Das et Rao 2015 ; Hasan et al. 2015 ;
Pradhan et al. 2015). Comme proposé précédemment, la technologie de réécriture du génome
pourrait permettre d'accélérer le processus d'association des genes aux QTL qui sont
normalement suivis par des méthodes de sélection traditionnelles ou par la SAM. L'utilisation de
ce type de technologie serait particulierement adaptée a lassociation de genes liés
génétiquement (Flavell 2010). De plus, grace a la possibilité de réécriture simultanée de
plusieurs génes, l'association des différents alléles pourrait se faire sur un nombre limité de
générations qui dépendrait du nombre de locus a modifier (Farré et al. 2014). Il faut cependant
noter que pour des caracteres quantitatifs, dépendant de nombreux genes ayant de petits
effets, si les genes candidats sont transférés dans des lignées élites par hybridation ou par
l'ingénierie des génomes, la valeur du phénotype peut ne pas étre exactement celle attendue,
en partie en raison de la modification des fonds génétiques et de la perte d'interactions
génétiques pertinentes (Takeda et Matsuoka 2008). Donc, s’il est difficilement imaginable qu'a
court ou moyen terme les outils de réécriture du génome remplacent totalement les méthodes
de sélection traditionnelles, de sélection génomique ou la SAM dans les schémas de sélection
variétale, cette technologie devrait cependant rapidement s'imposer comme un outil
supplémentaire et parfois incontournable du sélectionneur.

3.4 La transformation génétique des lignées élites, point clé de l['utilisation des
techniques de modification des génomes.

Les techniques de transgénese sont généralement employées chez des variétés ayant des
capacités particulieres en termes de transformation et de régénération alors que les lignées
élites correspondantes sont en général récalcitrantes. L'optimisation et lindustrialisation de
certaines étapes critiques de ces protocoles de transgéneése permettent dans certains cas
d'accélérer les processus de sélection en transformant directement les lignées élites. Pour ces
plantes, les génes candidats peuvent étre modifiés directement. Pour les autres, la modification
du génome repose sur la mise au point de méthodes de transformation et de régénération
fiables et si possible indépendantes du génotype utilisé. La plupart du temps, la régénération
est le goulot d'étranglement et une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents
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serait déterminante. Pour le moment, des solutions plus immédiates consistent a essayer
d'augmenter lefficacité de la transformation et la fréquence de mutation. Une voie
prometteuse consiste a utiliser des vecteurs d'expression des SDN basés sur des virus végétaux
(Butler et al. 2015 ; Cermék et al. 2015 ; Yin et al. 2015). Cette approche présente également
'avantage de produire des plantes modifiées sans intégration stable du transgene codant la SDN
qui n'est exprimée que transitoirement dans la cellule. Le fait qu'il ne soit pas nécessaire
d'éliminer le transgene par rétrocroisement et ségrégation est particulierement intéressant pour
les espéces présentant des degrés élevés d'hétérozygotie ou de longs stades juvéniles, comme
les arbres fruitiers par exemple (llardi et Tavazza 2015). Cela est également vrai pour les
especes qui sont multipliées végétativement pour fixer leur type variétal complexe qu’on
perdrait par reproduction sexuée. Des fréquences de mutation tres efficaces ont également été
obtenues pour certaines especes en transfectant la cellule directement par la nucléases sous
forme protéique (Luo et al. 2015 ; Woo et al. 2015). Enfin, l'efficacité de la mutagénése peut
étre optimisée en utilisant des promoteurs spécifiques favorisant l'expression des génes codants
les SDN dans les cellules reproductrices (Wang et al. 2015).

3.5. Les SDN, une opportunité pour les espéces n’ayant pas profité de la sélection
variétale ?

Les nouveaux outils de réécriture du génome pourraient contribuer a soutenir l'amélioration
variétale des cultures orphelines qui sont d'une importance économique clé dans certains pays
en voie de développement. Ces plantes cultivées, n’ayant pas ou peu fait ’objet d’un travail de
sélection variétale, regroupent des espéces telles que le mil, l'arachide, le niébé, le pois
chiche, pois d'’Angole, le manioc, ligname et la patate douce (Varshney et al. 2012). Elles ne
bénéficient pas de grands investissements des instituts de recherche publics ni des
sélectionneurs. En conséquence, tres peu de données génomiques sont en général disponibles
sur ces plantes, ce qui rend difficile la caractérisation de régions génomiques associées a des
caracteres intéressants. De plus, les approches de type SAM peuvent étre rendues difficiles du
fait de lutilisation de variétés locales ou sauvages comme source dalléles favorables. En
permettant une modification précise de certaines régions génomiques et lintrogression ciblée
d'alleles candidats potentiels, pouvant provenir d'autres plantes, la réécriture du génome de ces
plantes orphelines via les SDN pourrait potentiellement aider a lever certaines de ces
difficultés.

3.6. La recherche de genes candidats dans les especes sauvages.

Comme dit précédemment, la recherche de QTL et lidentification des genes associés est une
source majeure d'information pour l'élaboration de stratégies SDN. La plupart du temps, le choix
des parents utilisés pour lidentification de QTL est dirigé par la capacité des lignées parentales
a étre croisées avec des lignées élites. L'utilisation de parents sauvages ou de variétés locales
est une source originale de diversité génétique (Tanksley et McCouch 1997 ; Zhou et al. 2015b).
Cependant, les croisements ne sont pas toujours faciles, ni méme possibles entre les variétés
domestiques (élites) et leurs équivalents sauvages. Cette barriere de compatibilité sexuelle
restreint le pool génétique accessible aux sélectionneurs (Michelmore 2003). En revanche, avec
la technologie SDN, la seule limitation est la présence du gene recherché dans un organisme
donneur. Ce donneur peut étre un parent sauvage, mais également une espece plus éloignée,
voire une espece non végétale (une bactérie par exemple).

Potentiels de la science pour [’avenir de [’agriculture, de [’alimentation et de [’environnement 13



4- Optimisation génomique via l'utilisation des nucléases site dirigées, pour aller plus loin
que la sélection végétale classique.

4.1. Inventer de nouveaux génes candidats.

Comme dit précédemment, la recherche de nouveaux alléeles et leur association est a la base de
'amélioration des plantes. Cependant, cette recherche d'alleles, a 'heure actuelle limitée a des
variations spontanées, pourrait également comprendre la conception d'alleles artificiels ou issus
de variations génétiques induites, conduisant a la sélection d'alléles encore non détectés dans la
diversité génétique naturelle existante. En plus de la recherche classique d'alléles en utilisant la
diversité génétique spontanée, plusieurs technologies peuvent étre utilisées pour 'amélioration
d'un géne donné, y compris la conception de nouveaux alléles basés sur l'analyse structurale de
protéines (Lutz 2011), sur la mutagénése aléatoire et enfin sur la stratégie plus récente
d'évolution dirigée. L’évolution dirigée est un ensemble de technologies (PCR mutagene,
mutagéneése a saturation, brassage d'ADN, métagénomique) qui exploitent les mécanismes de
l'évolution pour guider une protéine vers une fonction choisie en identifiant des alléles dans des
systémes microbiens (Minshull et Stemmer 2001). Ces stratégies ont été tres utiles pour
améliorer ou modifier l'activité de biomolécules a usages industriels ou thérapeutiques (Packer
et Liu 2015) et, bien qu'elles soient encore peu utilisées dans le domaine végétal, elles
présentent un gros potentiel pour loptimisation de certains genes présentant un intérét
agronomique. Cependant, nous devons garder a l'esprit que ces stratégies ne sont possibles qu'en
systéme microbien et ne seront donc valables que pour des enzymes. De plus, l'optimisation
réalisée dans un systéme bactérien ne sera pas nécessairement confirmée dans le systéme
végétal receveur.

4.2. La variation génétique induite ciblée (TIGV, Targeted Induced Genetic Variation),
une alternative au TILLING ?

Les mutations, en combinaison avec la recombinaison, sont les sources a partir desquelles les
sélectionneurs sont capables de produire de nouvelles variétés. Comme indiqué précédemment,
une facon d'augmenter la variabilité génétique disponible pour la sélection est d'induire des
mutations et de les caractériser en utilisant la technique de TILLING. Cependant, l'utilisation
dans les schémas de sélection de l'allele nouvellement produit est encore un long processus et
nécessite de nombreux cycles de croisements pour son introgression dans une lignée élite. Une
facon d'éviter ou de limiter ces étapes pourrait étre l'utilisation de nucléases site dirigées pour
induire de maniere ciblée de la variation génétique (TIGV) (Fig.4). Des cibles possibles de la
TIGV sont les genes de résistance de la famille NBS-LRR, pour lesquels des recombinaisons et des
échanges de séquence permettent de diversifier les sites de reconnaissance des éliciteurs des
pathogénes. La TIGV pourrait potentiellement stimuler ces échanges de séquences (Joshi et
Nayak 2013). Enfin, l'utilisation de la TIGV sur des genes différents au sein de la méme plante
permettrait la production d'une population de mutants qui contiendraient différentes
combinaisons d'alleles a des locus différents. La production de ces populations mutagénisées de
facon ciblée et leur criblage dans différentes conditions de contraintes biotiques ou abiotiques
représenteraient une solution tres innovante pour aborder la question importante des stress
multiples et interactifs chez les plantes (Kissoudis et al. 2014). Néanmoins, la stratégie TIGV
présente des limites, notamment la capacité a transformer efficacement des lignées élites.
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Figure 4 : La variation génétique induite ciblée (TIGV, Targeted induced genetic variation).
Le but de la TIGV est de produire de la variabilité génétique a un ou plusieurs locus dans le génome
et de sélectionner dans la population ainsi générée des individus qui auront acquis, au niveau des
locus ciblés, des alléles plus favorables pour un ou plusieurs caracteres agronomiques. Dans le cas
présenté ici, le caractére désiré est une lignée de colza a cycle court. Pour cela, le géne ELF1, qui est
impliqué dans la transition florale chez Arabidopsis, est ciblé en utilisant la stratégie CRISPR-Cas9.
Des plantes de type sauvage sont, de maniére stable ou de maniere transitoire (dans ce cas par
fusion PEG), transformées et des plantes M1 sont générées et autofécondées. Les graines mutantes
M2 sont ensuite recueillies et semées dans des conditions de culture de plein champ pour la sélection

de plantes a floraison précoce.

4.3. Remodelage du génome des plantes cultivées par nucléases site dirigées.

L'utilisation des nucléases site dirigées ne se limite pas a la modification de séquences codantes
mais peut également étre utilisée pour supprimer de grands segments chromosomiques (jusqu'a
170 kb), ou des séquences cibles répétées (Endo et al. 2014 ; Zhou et al. 2014). Comme dit
précédemment, les structures génomiques comme les insertions, délétions, duplications,
inversions et translocations, font partie, au méme titre que le polymorphisme nucléotidique,
des différences génomiques présentes au sein d'une méme espece. Ces polymorphismes de
grande taille sont nommeés variants structurels (VS) (Saxena et al. 2014). Certains VS ont été
clairement associés a des phénotypes spécifiques, comme par exemple la tolérance a
l'aluminium chez le mais qui est due a une augmentation du nombre de copies du géne MATE1
(Maron et al. 2013). Cependant, les VS ne sont pas toujours associés a un gain de fonction et
certains d'entre eux peuvent étre préjudiciables a la plante. Par exemple, le génome du
bananier est envahi par de nombreuses séquences de badnavirus parmi lesquelles certaines
peuvent, suite a un stress, libérer des pararétrovirus infectieux (Chabannes et al. 2013). Ce
"réveil" potentiel des virus est devenu le principal obstacle a des programmes de sélection de la
banane. Une facon de se débarrasser de ce risque pourrait consister a éliminer ou rendre
inactive les séquences virales dans le génome du bananier en utilisant des SDN.
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4.4. Imiter le systeme immunitaire bactérien CRISPR-Cas9 chez les plantes.

Certains de ces nouveaux outils de l'ingénierie des génomes peuvent aussi étre utilisés a d'autres
fins que la modification du génome. Le systeme CRISPR-Cas bactérien est un systéme
immunitaire adaptatif pour lutter contre linvasion d'ADN étranger (phages ou plasmides) ; il
pourrait étre comparé a la voie des ARN interférents présente chez les eucaryotes, méme si ces
deux systemes ne sont pas homologues (Marraffini et Sontheimer 2010). Récemment, différents
groupes ont essayé de transposer ce systeme immunitaire des bactéries aux plantes. Pour cela,
la nucléase Cas9 et des ARN guides ciblant différentes séquences dans le génome d'un
géminivirus, ont été exprimées chez Nicotiana benthamiana et Arabidopsis (Ali et al. 2015 ;
Baltes et al. 2015 ; Ji et al. 2015). Les auteurs ont pu montrer linduction de mutations dans la
séquence de I'ADN viral et une diminution du nombre de copies du virus. Cette stratégie est donc
trés prometteuse du fait de sa flexibilité et de sa facilité de mise en ceuvre, mais son efficacité
pour lutter contre les virus doit encore étre démontrée dans des conditions de culture en champ.
De plus, comme dans toutes les stratégies de lutte contre les virus, la stratégie CRISPR-Cas9
pourrait faire face a l’apparition de résistances spontanées, soit a la suite de mutations dans les
séquences ciblées par 'ARN guide, soit a la suite de la production par le virus de suppresseurs du
systeme CRISPR-Cas9. Cette derniere situation a déja été observées pour certains
bactériophages (van der Oost et Brouns 2015).

4.5. La stratégie fondée sur les nucléases site dirigées pour controler la recombinaison

méiotique.
L'amélioration des especes cultivées repose sur la possibilité de produire de nouvelles
combinaisons dalléles. Toutefois, si les sélectionneurs peuvent désormais identifier plus
facilement les bons alléles, ils sont encore limités dans leur capacité a les combiner au sein de
la plante élite. En effet, cela dépend du nombre et de la localisation des événements de
recombinaison qui se produisent entre les chromosomes homologues au cours de la méiose. Cela
est particulierement vrai lorsque les parents du croisement appartiennent a différentes especes.
Dans ce cas, la divergence des séquences homéologues empéche la recombinaison durant la
méiose (Canady et al. 2006). Par conséquent, la possibilité de maitriser les niveaux de
recombinaison lors des croisements serait un outil formidable pour controler la combinaison des
régions chromosomiques contenant les alleles favorables. Une étape clé de la recombinaison
méiotique est la formation de cassures double brin dans les chromosomes. Ces cassures vont
définir les sites d'échange génétique mutuel, les crossing-overs. Dans le but de controler la
recombinaison méiotique dans les plantes cultivées, on pourrait envisager de cibler les cassures
double brin méiotiques dans des régions spécifiques afin de provoquer des crossing-overs la ou
l'échange génétique est nécessaire (Wijnker et de Jong 2008). La protéine SPO11 et ses
partenaires sont des acteurs clés de la cassure de I'ADN programmée lors de la méiose. Dans la
levure, il a été montré qu'une fusion de la protéine SPO11 au domaine de liaison a U'ADN du
facteur de transcription Gal4 peut stimuler la formation de la cassure double brin, et la
recombinaison génétique associée, a proximité des sites de liaison du facteur Gal4 (Pecina et al.
2002). Sur la base de ces données, il serait tentant de tester chez les plantes si les fusions de
SPO11 avec le domaine de liaison a 'ADN d'une nucléase Cas9 désactivée associée a des ARN
guides spécifiques, pourraient cibler les cassures double brin méiotiques dans des régions
spécifiques du génome. Un tel outil serait trés utile aux sélectionneurs pour accélérer
[’association des alleles favorables.
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Conclusion

L'évolution des plantes repose sur des mutations spontanées du génome entrainant
potentiellement de nouveaux caractéres qui sont fixés par la sélection naturelle. La sélection
variétale repose également sur la variabilité génétique spontanée qui a pu étre artificiellement
augmentée a laide de techniques de mutagénese aléatoire. Les techniques de réécriture du
génome fournissent maintenant des moyens pour introduire presque tout type de mutation et de
réarrangement des chromosomes, et ce d'une maniére tres précise et rapide. Cela doit non
seulement permettre aux sélectionneurs d'accélérer les programmes de sélection variétale, mais
également d'offrir une gamme presque illimitée de combinaisons de nouveaux alléles tout en
s'affranchissant des barrieres de compatibilité sexuelles. Si la technique de remplacement de
genes reste encore difficile et doit étre améliorée, la technique d'extinction de gene, elle, est
dés maintenant utilisable en routine chez un grand nombre de plantes cultivées et devrait étre
intégrée relativement rapidement dans des programmes de sélection variétale.

Du point de vue scientifique, les points les plus limitants sont lidentification précise des genes
impliqués dans les caractéres étudiés et les capacités de transformation des plantes élites
cultivées. Cependant, la plus grande incertitude concernant l'avenir de cette technologie pour la
sélection variétale est le statut juridique qu'auront les plantes résultant de son utilisation. Si ces
plantes devaient étre soumises a la méme législation que celles issues de la transgénese
classique (OGM), les colits et les délais des processus d'approbation bloqueraient probablement
l'utilisation de ces techniques pour la plupart des plantes et des caracteres agronomiques. Ceci
rendrait impossible pour la plupart des sélectionneurs (du secteur privé ou des instituts publics),
de s'engager dans le développement de nouvelles variétés utilisant la réécriture du génome, du
moins en Europe.
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