Impact des nouvelles techniques de modification ciblée
du genome (CRISPR/Cas9) sur la sélection veégeétale
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Origine de la diversité génetique

> Derriére cette grande diversité il y a une diversité génétique
» La domestication = sélection de quelques genes a « effet fort » (qualitatif).

» La sélection variétale = sélection d’un plus grand nombre de génes avec des effets plus subtiles et en
interactions (quantitatif).



Origine de la diversité génetique

- Mutations spontaneées -

Arabidopsis

» Le taux de mutation par génération
est de 1 sur 140 millions de paires de
bases chez Arabidopsis.

» C'est du méme ordre chez I'homme.

| Dommages endogénes :
v’ dérivés réactifs de I'oxygéne
v' erreurs de réplication

> au moins 10 cassures de I’ADN

BOTJr\T/‘ageS exogenes : par cellule par jour

v' rayons gamma
v' chimigues (EMS)




Origine de la diversité génetique

- Mutations spontaneées -

120 mutations entre le grain et sa plante mére. Semis a 2 millions de pieds/ha, donc 240 millions de mutations dans un
champs de 1 ha soit 1 mutation tous les 70 pb. Il y a 90000 génes chez le blé.

» Dans un champ de 1 ha tous les génes du blé ont au moins une mutation.



Origine de la diversité génetique

- Mutations spontaneées -
« Exemples:

symptémes PVY sur poivron
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SH4 est un gene controlant 'adhérence de la graine o
a I'épi. Sélection il y a ~ 9000 ans.
mutation ponctuelle
1 MSGSSADPSP SASTAGARVS pmameuArm-pp SGATGPAPPE la reS|_s,tance chez le poivron est ? it O 25 \ (_,4’;
51 PSPASGSAPR DYRKGNWTLH ETLILITANR LODDRRAGVE GAAAGGGGAG associée au changement de 2 { o\~ /4 -
101 SPPTPRSAE] RWEMVENYCW ¥NGCLRSQONOQ CWDEWDNLLR DYKKVRDYES acides aminés dans 2 régions X _ | AN
151 RVAARAATGE AARANSAPLE SYWTMERHER EDCHMLFTHLA FEVYDALSEV . . N '\.‘ /‘ 4
201 LSRRAARRGG ATIAPTPPPP PLALFLPPPP PPSPPKPLVA CQOHHHHGHH contigus de la protéine eiF4E. > L
251 HHPFPPQFPP SSLOLPPAVV APPPASVEAE EEMSGESESG EEEEGSGGEP \ A r )
301 EAKRRRLSRL GSSVVRSATV VARTLVACEE KRERRHRELL QLEERRLRL \ S S
351 EERTEVRRQG FAGLIAAVNS LSSAIHALVS DHRSGDSSGR 5 e .)
elF4E »
(Adapted from Li et al., 2006) (Adapted from Robaglia and Caranta 2006)




Origine de la diversité génetique

- Mutations spontaneées -

« Autres exemples:
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Le gene VvmybALl controle la couleur des caroténe (Lu et al., 2006). Sélection en 1975.
grappes (Kobayashi et al., 2004). Sélection ~ RLLEN
3000 ans. .
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Diversité genétique base de 'amélioration des plantes

Chez le mais : une vingtaine de
mutations spontanées entre le
grain et sa plante mere.

el .. T like 4h

Les génomes végétaux ne sont
pas « gravés dans la pierre »

,-_‘ 0‘ .

semences commerciales semences paysannes

> l'instabilité génétique est vraie pour tous les types de semences et
est a la base de la sélection variétale ou massale.



Amelioration des plantes

- la rencontre de Mendel et Darwin -

Sélection classique

Diversité génétique:
e Mutations spontanées

 Croisements interspécifiques

e Mutations induites

« nos plantes cultivées sont, a peu
d'exceptions prés, des membres de
différentes séries d'hybrides...et la
main de I'homme obtient plus d'une
variation qui devrait disparaftre a
'état de nature » (Mendel 1866)

« la clé est la puissance de la
sélection cumulative de |'homme:
la nature donne variations
successives; |'homme les ajoute
dans certaines directions utiles
pour lui » (Darwin, 1859)

n a
D R —>

variété B
modifiée

variété A variété B

» Depuis le début de I'agriculture I'hnomme utilise, plus ou moins consciemment, deux concepts, I’hérédité (Mendel)
et I'évolution (Darwin) pour combiner des alleles d’intéréts et obtenir des variétés possédant de nouvelles
caractéristiques qui lui sont utiles.



Amelioration des plantes

- la rencontre de Mendel et Darwin -

modification ciblée

du génome : s g
Diversité genétigue:

e Mutations spontanées
 Croisements interspécifiques
» Mutations induites

» Modification de génes

| — Il

variété B
modifiée

variété A variété B
» Modification du gene d’intérét et de lui seul
» Gain de temps pour la création de nouvelles variétés

» Exploitation non limitée de la diversité inter especes

« nos plantes cultivées sont, a peu
d'exceptions prés, des membres de
différentes séries d'hybrides...et la
main de I'homme obtient plus d'une
variation qui devrait disparaftre a
'état de nature » (Mendel 1866)

« la clé est la puissance de la
sélection cumulative de |'"homme:
la nature donne variations
successives; |'homme les ajoute
dans certaines directions utiles
pour lui » (Darwin, 1859)




Le systeme CRISPR-CAS9

- pour I'ingénierie du génome -

Guide RNA
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Le systeme CRISPR-CAS9

- casser puis reparer -

LSRRI LRI

sans ADN +ADN
donneur donneur

NHEJ HR
LRLCRLR AR EN L ERTERTEREERITR) YRV RETRE RN RETRETERTERTERERERIIN)
& LR R RETMEATERTERTNTERILY
| <) Ligati ADN donneur
P ; igation
) lcopie
RN AR RENTIN (IO IO ECOUA O IPIOOOC T IE O A
Réparation aléatoire de la cassure Modification d’ un géne a
avec délétion ou insertion une ou plusieurs positions

SDN1 Inactiver un géne SDN2 Remplacer un géne



L’ingénierie des génomes vegétaux

- exemples d’inactivation de genes SDNL1 -

XHEJ
» améliorer la qualité « fragant rice » (e.g. betaine aldehyde R T T T
dehydrogenase). > Allonger la durée de conservation (e.g. .
facteur de transcription). 55 | sigaman,
% L AR A T MR
WA ¥ Réparation adatoire de la cassure
0.8 oL avec oélation au mearion
2 SON1 Arrister un géne
~ 0B w
o ¥
g art X
£ osf 2 SDN1 sur le facteur de
% ol | transcription RIN chez Ia
f 2; | SDN1 sur une betaine tomate (Ito et al., 2015)
s il aldehyde fjehydrogenase .-l
o chez le riz (Shan et al.,
" : . 2015)
bach2-26 Jachuaxiang Nippanbare G420 G3#48A G3854C

» Rendre des plantes plus résistantes a certains
pathogénes (e.g. MILDEW- RESISTANCE LOCUS).

III

» Diminuer les composés “antinutritionne
pomme de terre).

(e.g. acrylamide chez la

St116_1 WT -@fwﬁb @ﬁp 4 (iFPD

o &

SDN1 sur une invertase vacuolaire chez la
pomme de terre (Clasen et al., 2016)

SDN1 sur les génes MLO chez le blé (Wang
etal., 2014)




L’ingénierie des génomes vegétaux

- exemples de réécriture de gene SDN2 -

HR
» Obtenir un résistance a un herbicide. A R
X X
fFN FFM ZFH
Sga 2 M (AT A
L. - ADN donneur
— PI8TA
PR copie
o SufB-spacific prirsr
o SurRA-spacific primes y
[ _,f-|

Dionar DNA (4,6 kb) O 000050 O30 0O 00 A

Medffication d' un géne a
une ou plusieurs positions
SDMNZ Remplacer un géne

SDN2 sur I'acetolactate synthase chez le
tabac (Townsend et al., 2009)

ARGOS8-w2
GOS52 promoter swap 0.0
[ ] = E
——— 0 AmoosEeen | JSumR | obs |— &
-ﬁ 015 -
{ \ b 010 -
S 1 2
o . o i 0.05
v' Recherche dans 419 lignées de mais d’une R
lignée qui “surexprimerait le gene ARGOSS. e | _
WT  Hete Homo

v" Remplacement du promoteur du géne
ARGOS8 via SDN2 (Shi et al., 2016)




> L’ingénierie des génomes végetaux

- la recherche en France -

NHEJ

> GENI US LRI PR (RIWE AN
«  Genome engineering improvement for useful plants of a sustainable agriculture

» Programme de 7 ans (début septembre 2012) < lﬂm

» Colt: 21,3 M€ TN NS

> Participants mw%ﬁ%&ﬁfm

10 laboratoires académiques (8 INRA), 5 partenaires privées
19 équipes de recherche
87 scientifiques + ingénieurs + techniciens

» SDN1 chez le mais, le blé, le riz, la tomate, la pomme de terre, le pommier, le peuplier.

> SDN2 chez le riz et la tomate.




L’ingénierie des génomes vegétaux

- quel potentiel ? -

(From Palmgren et al., 2014)
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» Intérét du SDN1 : Potentiellement tous les caractéres dont le géne causal a été
identifié et dont 'allele favorable correspond a une version inactive.

2080 by

Le géne OR est présent chez toutes
les plantes. Possibilité de faire
produire du B caroténe a des graines
ou des fruits, qui en sont dépourvus.

. LTR LTR -
— =

TR s T G allele
Cilzlsasla tH W ar (915 bp)
= bp

(From Lu et al., 2006)

Géne GS5, Serine
carboxypeptidase
impliquée dans la taille
des grains chez le blé et
le riz

(From Ma et al., 2016)




L’'ingénierie des génomes végetaux

- quel potentiel ? -

» Intérét du SDN2 : potentiellement tous les caracteres dont le gene
causal a été identifié ou peut I'étre (QTLs et autres)
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modifier le génome

potentiel pour ’'amélioration des plantes

gains pour la rapidité d’assemblage des alléles/genes d’intérét,

fruitiers

possibilité d'aller chercher des genes d’intérét chez d’autres espeéces,

possibilité d’apporter des alléles d’intéréts chez des espéces « orphelines » et
pour des caracteres adaptés a des environnements tres spécifiques (possibilité
de faire du « sur mesure »),
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opportunité pour augmenter la diversité génétique
=>» concept de « rewilding »

Ighame



modifier le génome

potentiel pour ’'amélioration des plantes

e opportunité pour augmenter la diversité génétique
=>» concept de « rewilding »

Breeding/selection

Wild plant Ancestral crop Current crop
Nurtured Stress
conditions conditions

% Y
Pl

Beneficial Undesired =
mutations mutations
Rewilding
Wild plant Current crop Detrimental mutations removed
Murtured Stress
conditions conditions

Cisgenesis

Precision
mutagenesis

Beneficial mutations retained

(from Palmgren et al., 2015)



modifier le génome

potentiel pour I’'amélioration des plantes

gains pour la rapidité d’assemblage des alléles/genes d’intérét,

plantes a multiplication

fruitiers I
végétative

possibilité d'aller chercher des genes d’intérét chez d’autres espeéces,

possibilité d’apporter des alléles d’intéréts chez des espéces « orphelines » et
pour des caracteres adaptés a des environnements tres spécifiques (possibilité
de faire du « sur mesure »),
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Poi
opportunité pour augmenter la diversité génétique
=>» concept de « rewilding »

opportunité pour reconsidérer la législation sur les technologies d’amélioration
des plantes, “,
=>» Prise en compte du caractere apporté ala nouvelle variété et
non de la technologie d’obtention de ce nouveau caractére ?




