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Social

— Changement des habitudes alimentaires, reconnaissance du métier _

Economique

— Acces a la surproduction, revenus justes, distribution des bénéfices

Pertes/gaspillage
— Transport, péremption, non-consommation
Agronomique
— Labour, traitements, rotation
Génétique (semences)
— Génétique classique
* Sélection massale

— Biotechnologies (sensu latu)
* Sélection génomique

LETTER

Producing more grain with lower environmental costs
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* Nouvelles outils de sélection végétale ou NBT ("new plant breeding techniques") 02

* OGM traditionnels
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Définition des NBT ("New Plant Breeding Techniques")

* Les NBT sont .
— des techniques impliquant l'ingénierie cellulaire J‘—I,

— des techniques qui ont attiré I'attention du législateur européen New plant breeding techniques

State-of-the-art and prospects
for commercial developmaent

— 8 techniques mentionnées dans le rapport JRC de 2011
— des techniques largement utiliséesen R & D o o TS
* Les NBT ne sont pas toujours
— des techniques nouvelles \tﬁ ~all
— des techniques a l'origine de produits commercialisés |
* Les NBT définis en 2011 excluent =
— CRISPR/Cas9 mRC ip ik
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8 nouveaux outils de sélection végétale (NBT)

— Cisgenese et intragenese
* Introduction d'un gene non-modifié d'une espece voisine
* Pommier Gala résistant a la tavelure
— Mutageneése par oligonucléotide (ODM)
* Edition d'un gene a partir d'un oligonucléotide
* Colza résistant a herbicide (demande de commercialisation
de Cibus)
— Méthylation RNA-dépendent (RADM)
* Extinction de genes par voie épigénétique
* Pomme de terre avec amidon modifié (Amflora)
— Agro-infiltration
* Expression transitoire
* Production de molécules a valeur ajoutée (vaccins)
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8 nouveaux outils de sélection végétale (NBT)

Sélection inverse

* Reconstitution des parents d'un hybride F1

* Preuve de concept chez espece modele Arabidopsis
Greffe sur porte-greffe transgénique

* Greffon porte pollen et fruits non transgéniques

* Concombre résistant a une maladie virale

Biologie de synthese

* Introduction de nouvelles voies métaboliques

* Caméline produisant huile de poisson (5 genes)

Nucléases ciblées (SDN = "site directed nuclease":

zinc finger, méganucléase, TALEN, CRISPR-Cas9)
* Inactivation ou édition de géne
* Focus de la suite de I'exposé

Reverse breeding in Arabidopsis thaliana generates
homozygous parental lines from a heterozygous plant

Erik Wiinker"", Kees vas Dun® ", O Baitiaan e S M L Lelliveh’, oo | B Koo,
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Tr.l.iq:xlii; cucmbers I1:|r|n:|ri|1g the S4-ka 'ullli'w pene ol ('lrrmbfr_lf'rnfl'
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Successful high-level accumulation of fish oil omega-3
long-chain polyunsaturated fatty acids in a transgenic
oilseed crop

Hosrma Rsiz-Lopes, Richerd #. Haslam, Jobnathan A Mapier® and Jige Saysncva
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CRISPR/Cas9 et I'édition des génomes — une révolution?

 CRISPR/Cas9 est
— une nucléase ciblée (SDN) parmi d'autres

(zinc finger, méganucléase, TALEN)

plus prédictible et plus facile a mettre en
ceuvre que les autres SDN

a la portée de la majorité des laboratoires de
biologie végétale

 L'édition des génomes est

le changement ciblé d'une ou plusieurs
nucléotides du génome

monnaie courante chez des microorganismes
(bactéries, levure) depuis des décennies
récent chez les végétaux

CRISPR IS COMING TO AGRICULTURE -
WITH BIG IMPLICATIONS FOR FOOD,
FARMERS CONSUMERS AND NATURE
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Precision Genome Engineering and Agriculture:
Opportunities and Regulatory Challenges

Daniel F. Vioytas™, Caluis Gao™
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CRISPR/Cas9 — comment cela marche?

* Coupure |
— Formation d'un complexe entre la protéine guide RNA _J"
Cas9 et un petit ARN congu pour étre
homologue a un site unique du génome Protéine Cas9
— Reconnaissance de la cible dans le génome \
TERLEREEREEnrnnnntl

— Coupure des deux brins de I'ADN
chromosomique _/ HNH \_

* Réparation \\ AT
\

— Soudure de la cassure par les mécanismes

naturels de réparation de la cellule végétale Y

; A : Domaine de
— 4 types de produits possibles cible genomique (23 nt) coupure
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Réparation des cassures de SDN ("site directed nucleases")

Réparation parfaite

SDN1 (sans matrice)
— Perte de fonction de gene (knockout)

‘l' SDN (CRISPR/Cas9 ou autre)
IS S

avec matrice

2 ! = sans matrice avec matrice contenant
SDN? .(Ien présence d'un gene / homologue ADN étranger
modifié) moge ~
— Edition de gene a une ou plusieurs I D q ? w
positions (knockin) C_—*
. 1
SDN3 (en présence d'un ADN NHE] RH‘l' RHl

étranger entre extrémités

(s C—% " (s )
homologues)
| ) iblée d' . d SDN1 SDN2 SDN3
— Insertion ciblee d'un transgene dans Geéne inactivé Geéne édité Insertion
le génome (knockin) ciblée
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Stérilité male chez le mais (méganucléase)
Résistance a Xanthomonas chez le riz (TALEN)
Résistance au mildiou chez le b
Huile plus riche en acide oléique chez le soja
(TALEN )

Projet GENIUS (TALEN et CRISPR)
— modification de I'amidon chez la pomme de terre
— gametes diploides chez le mais

TECHNICAL ANV ANTE

I-Crel homing endonuclease

rrrrrrrrrrrrr o= 1111 AR

imns Djsharowic' Sl Sruth’, Gth Lows, WMairha g, Muiong Giae', Spascer Jonsy, Michasl G Richoisar’
dimdy Wt Janwl Lapr”, Dunain Bidory', avari Cost Faion'. Gwesh Jamir’ il Lot idmogndor Lysit ' =

e

Male-sterile maize plants produced by targeted mutagenesis
of the cytochrome P450-like gene (MS26) using a re-designed
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disease-resistant rice

High-efficiency TALEN-based gene editing produces
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Improved soybean oil quality by targeted mutagenasis of
the fatty acid desaturase 2 gene family
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— architecture de la racine chez le riz
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High-frequency modification of plant genes using

engineered zinc-finger nucleases 09
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SDN2 (édition de genes) — est-ce que cela marche?

Résistance aux herbicides
chlorsulphuron et imazaquin chez le
tabac (Nucléases a doigt de zinc)
Résistance a |I'herbicide BS (bispyribac
sodium) chez le riz (CRISPR)

Projet GENIUS (TALEN et CRISPR)

— résistance au potyvirus chez la tomate
— tolérance a la salinité chez le riz

M facel AR R 1 bk BN dhodcinB W na mD TS

LETTERS

High-frequency modification of plant genes using
engineered zinc-finger nucleases

Jettray A Townsend'™, David A Wright'*, R onnis |, Windrey', Fengh Fu', Morgan L Maeder™, |, Keith Joung™™*
& Daniel F, Woytas ™

Malecular Plant CelPress

Engineering Herbicide-Resistant Rice Plants
through CRISPR/Cas9-Mediated Homologous
Recombination of Acetolactate Synthase
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NBT - pour quels traits agronomiques?

 Absence de lien entre technique et base genétigue elargie
trait agronomique (sauf substances ‘ variabilité naturelle !
étrangeres) f , \ ,
, . ., n . | rendement | bio- |méd|caments|
e Sélection plus aisée grace a — fortification :
L . ; L, reS|stanc_e : | vaccins |
I'élargissement de la base génetique aux maladies| conversion ST
adaptation molécules
changement || traits agro-
climatique || écologiques

Génétique classique
Sélection génomique
Mutagenése

Edition de genes

Transgenese

I
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Edition de genes - élargissement de la base génétique

 Modification de genes existants pour obtenir
— @Genes absents dans la variabilité naturelle
— Genes "optimisés"
— G@Genes inspirés d'autres especes
Génétique classique
Sélection génomique
Mutagenése

Edition de genes

Transgenese

| téosinte

micro-
organismes

| plantes |
\ ) \ J

M v 012

mais + espéeces inter-fertiles autres especes




Etape
introgression 4
de la sélection /

T
NN

A\

génomique ~~

3 génes impliqués dans
un trait a améliorer

Edition de
genes

wn
)
P
OO0 m

o I
= g
SDN

SDN

intermédiaire -

avec "bistouri”

expression transitoire
SDN sous forme d'ARN ou protéine

[
»

Edition vs sélection
géenomique
— Vitesse
* peu de générations
— Précision
* introgression limitée au
gene d'intérét
* voisinage inchangé
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B Sélection ;» A\ > N > Lp
génomique
z 7

3 genes impliqués dans I’ IIIII IIIII

un trait a améliorer
N e Edition vs mutagenese
Edition de |SDN| IIIII _ 8
génes ;, %_, —Vltesse
= * peu de générations

Mutagen IIIII IIIII
Mutagenése N\ NN \
SDN — Précision

SDN| * modifications prédéterminées
* modifications multiples

* peu ou pas de modificatioas_l_4
ailleurs dans le génome

Y
A 4

0w
0|0
Z\|12
DS m




- Sélection
génomique
z 7
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3 genes impliqués dans
un trait a améliorer

Mutagenese

Edition de
genes

Transgenése

| N N ——

I I"" il
.,
I
o |1
SDN| B
=i I
~lllirs
SDN
SDN
0 |SDN]
BN

IO JHRE (A
N \ AN

Y
A 4

e Edition vs transgenese

— Précision

* intervention directe sur
le géne d'intérét

e absence d'ADN
supplémentaire
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Le dilemme du législateur

e Les mutants psbS (PHOTOSYSTEM Il SUBUNIT S) presre——
d'Arabidopsis thaliana ont des statuts différents

— Mutant obtenu par radiation
— Mutant obtenu par mutagenese chimique
— Mutant obtenu par insertion d'ADN-T

The Arabidopsis thallana PsbS mutant

The same mutant produced five times, but which ones are
within the 1cope of the Ewopean GMO legistation?

OGM dérégulé
OGM dérégulé
OGM

— Mutant avec construction CRISPR/Cas9 OGM Coesdmcutra LFLE
— Mutant obtenu par action de CRISPR/Cas9 ??? T;Ef' M”OGM ’ ’*3" ‘5’
* Questions ouvertes ey

— Evaluation du processus ou du produit?
— Adéquation du cadre réglementaire?

S (4 by rocacry e (VI R,M50 Sompten " gUReTSTIM T RTutie ETINE Srew b Tabed e
e | 1 peacuCRS am wetws D ¢t § 190ne of tpoemenecas ST eIon. Ore ST of 1N SrRTINg 83
Mg e g T s ad s 08 bt o B0t | Py Lt s (g A S
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Conclusion

 Limites: connaissances et technicité
— Connaissances préalables
* Polymorphisme(s) "bénéfique(s)
* Mode d'action du gene
* Connaissances chez une autre espéce

— Maitrise de l'ingénierie cellulaire de I'espece d'intérét

— Plus faible fréquence du SDN2 (édition) par rapport au SDN1 (inactivation)

— Incertitude sur la réglementation européenne
 Promesses: vitesse et précision

— Action limitée au(x) géne(s) d'intérét

— Absence d'ADN supplémentaire

— Editions multiples dans un gene

— Editions simultanées dans plusieurs genes

— Elargissement réfléchi de la base génétique

— Application a tout trait d'intérét agronomique ou écologique 017




