




Des plants de vignes transgéniques obtenus par embryogenèse somatique

Le nombre d'embryons obtenus est également inférieur. Pour cent embryons régé-
nérés par (il de cellules témoin, 52 embryons en moyenne seront obtenus à partir d'un
microlitre de cellules transformées de 41B. En revanche, le pourcentage d'embryons se
développant en plantes reste le même pour le matériel témoin et pour le matériel trans-
formé, soit 70 %.

• L'analyse des plants transformés
Des tests GUS ainsi que des enracinements de microboutures sur des milieux supplé-
mentés en kanamycine ont été réalisés.

Pour le 41B, soixante-neuf plants issus de trois expériences différentes donnent res-
pectivement au test GUS, 87 %, 65 % et 57 % de plants positifs. Des analyses d'ADN par
Southern réalisées sur une dizaine de plants confirment la présence de ce gène (Figure 1).
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Figure 1. Autoradiographie d'une hybridation Southern d'ADN extrait de plants de 41B.
GUS-I : fragment d'ADN correspondant à la sonde utilisée pour cette hybridation.
41BT : ADN de plants témoins.
1 à 8 : ADN de plants transformés.
Les nombres de gauche indiquent la taille des fragments d'ADN en paires de bases (pb).
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L'enracinement de microboutures sur des milieux Supplementes en kanamycine
(10mg/l, concentration inhibant tout enracinement du témoin) a été réalisé pour
38 plants positifs au test GUS. 90 % sont résistants à la kanamycine et émettent, après
10 à 12 jours de culture, des racines à la base des microboutures.

Pour le Chardonnay, sur 31 plants testés, 22 (71 %) présentent une activité du gène
GUS. En ce qui concerne le SO4, les premiers plants obtenus jusqu'alors présentent
également une coloration bleue en présence de X.Gluc.

Conclusion

La technique de transformation mise au point pour le 41B peut être appliquée au SO4
et au Chardonnay. Dans ces trois cas, des suspensions embryogènes de cellules trans-
formées sont obtenues et se multiplient. Les performances embryogènes des trois géno-
types sont différentes, mais suffisantes pour obtenir de façon reproductible des
embryons somatiques et des plants exprimant les nouveaux gènes intégrés.

La première application agronomique de ces techniques est l'introduction du gène
de la capside du GFLV isolé par Serghini et al. [9] dans le génome du 41B. L'INRA
de Colmar et l'IBMP de Strasbourg participent à ce programme soutenu par l'ANVAR.
300 plants environ ont été régénérés dont 86 % résistent à la kanamycine. D'autres
analyses se poursuivent ainsi que des essais en serre, afin de confirmer le meilleur
comportement de tels plants en cas d'attaque par le virus.
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Résumé

Deux méthodes sont présentées qui permettent la transformation de céréales. Dans la
première méthode, des fleurs, avant la fertilisation, sont imbibées d'un mélange de cul-
tures tTAgrobacterium induits, portant l'un, sur son ADN-T, un gène de transposase
Ac sans bordures de transposon et l'autre, sur son ADN-T, le gène à introduire, flan-
qué par les bordures du transposon Ac. Dans la seconde méthode, des microcals, pro-
venant de microspores, sont bombardés avec un mélange de gènes de transposase Ac
sans bordures de transposon et le(s) gène(s) à introduire, flanqués par les bordures du
transposon Ac.

En 1982, le président de l'IBA (International Breeders Association), M. L. Matton,
nous a posé la question de savoir s'il n'y avait pas moyen de transformer les céréales,
dans le but d'augmenter leur résistance aux maladies.

A cette époque, le rêve de manipuler le génome des plantes venait d'être réalisé
chez le tabac.

Concernant les céréales, on ne trouvait, dans la littérature que quelques articles
décrivant des techniques susceptibles de faciliter la transformation des céréales et
notamment, des techniques permettant la régénération de céréales à partir de cellules
isolées : la culture de microspores et d'ovules.
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Notre premier but était de mettre au point la régénération de l'orge à partir de
microspores, par la technique de culture d'anthères. Les techniques décrites en 1982
pouvaient en général être utilisées avec un nombre limité de lignées d'orge de prin-
temps et il fallait donc améliorer cette méthode afin de permettre la régénération de
toutes les lignées, aussi bien d'orge de printemps que d'orge d'hiver. Cette mise au
point nous a pris presque dix ans, mais on est maintenant capable de régénérer la ma-
jorité des orges par culture de microspores.

Une fois que la culture d'anthères commençait à donner des plantes vertes et fer-
tiles, vers les années 1985, nous avons abordé le problème de la transformation géné-
tique des céréales.

Malheureusement, à part la micro-injection, nous n'avions pas alors à notre disposi-
tion d'autres méthodes de manipulation génétique qui pouvaient être pratiquées sur
microspores directement.

Entre-temps, la transformation par Agrobacterium était déjà bien établie. Cette tech-
nique ne pouvait pas être appliquée aux monocotylédones, à part quelques exceptions,
qui, d'ailleurs, se sont avérées difficilement reproductibles.

Quelques observations faites par l'équipe de B. Hohn à Bâle et de R. Flavell à
Cambridge [1, 4] permettaient d'affirmer qu'Agrobacterium était capable de délivrer
son ADN-T dans des cellules de maïs et de blé, et que cet ADN-T était dirigé vers le
noyau, puisque le virus à ADN, WDV (wheat dwarf virus), se multipliait dans des
plantules de blé infectées avec une bactérie Agrobacterium, portant une copie du géno-
me viral sur son ADN-T.

Comme les expériences de transformation de céréales avec Agrobacterium n'avaient
jamais donné de résultats concluants, nous avons émis l'hypothèse que c'était le méca-
nisme moléculaire de l'intégration de l'ADN-T d'Agrobacterium qui ne fonctionnait
pas bien dans les monocotylédones, pour une raison inconnue.

Dès lors nous avons essayé de combiner la capacité d'Agrobacterium de transférer
son ADN-T dans le noyau des cellules de céréales, avec la capacité d'un transposon
comme Ac (Activator) de se transposer d'une section d'ADN à une autre, c'est-à-dire à
s'exciser et à s'intégrer ailleurs. Le transposon Ac a été isolé et caractérisé en 1984 par
l'équipe de N. Fedoroff à New York et de P. Starlinger à Cologne [2, 7].

Des expériences réalisées à base de cette méthode ont donné des résultats positifs,
mais ils nous ont montré en plus une technique à suivre pour la transformation géné-
tique des microspores de céréales.

La découverte d'un système pour accélérer des particules métalliques couvertes
d'ADN (bombardement biolistique), par Klein et al.[5], permet un transfert d'ADN
indépendant d'Agrobacterium, en même temps que le transfert dans un grand nombre
de cellules.

Une combinaison du bombardement biolistique et du système d'intégration de
transposons, utilisée sur microspores, promet beaucoup pour la transformation de
monocotylédones.

Expériences utilisant le transfert d'ADN par Agrobacterium
et l'intégration par la transposase Ac

L'infection par Agrobacterium est réalisée par micro-injection dans le méristème apical
de germes, comme décrit par Grimsley et al. [4] ou par injection de bactéries dans les
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fleurs, quelques jours avant la fertilisation. Les bactéries sont induites pour le trans-
fert par culture en milieu minimum contenant de l'acétosyringone. Sur l'ADN-T se
trouvent le gène de transposase et le gène à transférer. Nous avons utilisé le clone
Ac9Wx.

Dans les constructions finales, le gène de transposase n'est pas encadré par les bor-
dures du transposon, tandis que le gène à transférer l'est. En d'autres termes, nous utili-
sons pour l'intégration un système à deux composantes : un transposon chimérique,
dans lequel le gène de transposase a été remplacé par le gène à introduire, et un gène
de transposase sans bordures de transposon. Le gène de transposase peut se trouver sur
l'ADN-T d'un Agrobacterium, tandis que le transposon chimérique peut se trouver sur
l'ADN-T d'un autre Agrobacterium. Dans ce dernier cas, on utilise un mélange des
deux Agrobacterium pour faire la transformation et les bactéries non-mélangées peu-
vent servir de contrôle.

Dans les premières expériences, nous avons testé l'expression du gène uidA d'Es-
cherichia coli, dans une cassette d'expression p-35S de CAMV (Cauliflower mosaic
virus) et pA-nos (GUS, reçu de R. Jefferson), 7 jours après l'infection, avec un mélan-
ge à'Agrobacterium (A) portant le transposon Ac complet, et d'Agrobacterium (B) por-
tant un transposon chimérique, contenant le gène GUS.

Dans environ 5 % à 7 % des germes injectés nous avons trouvé une activité ß-glu-
curonidase en utilisant le substrat X-gluc (bromo-chloro-indolyl-ß-D-glucuronide).
Cette activité se montrait dans les cellules, aussi bien par analyse en microscopie fond-
noir, qu'en microscopie électronique. Une analyse dans la génération suivante montrait
un nombre de plantes (0,5 %) avec des expressions de ß-glucuronidase localisées, sous
forme de secteurs, dans lesquels nous avons pu démontrer l'activité enzymatique
intracellulaire en microscopie fond-noir et électronique.

En 1990 nous avons infecté les fleurs d'un grand nombre de lignées de blé et des
dihaploïdes d'orge, obtenues par culture d'anthères, avec un mélange d'Agrobacterium
(A) contenant le gène de transposase sous contrôle de son propre promoteur
(TPNptpn), le promoteur 35S du virus ADN CAMV (cauliflower mosaic virus)
(TPNp35S) ou le promoteur pTRl' de 1*ADN-T d'Agrobacterium du type mannopine
(TPNpTR), et d'Agrobacterium (B) contenant un transposon chimérique, constitué soit
du gène GUS, soit du gène bar de Streptomyces hygroscopicus (reçu de Plant Genetic
Systems) dans une cassette d'expression p-TR, pA-gène-7 (BAR).

Les semences ont été récoltées et resemées en 1991. Les plantules FI traitées avec
le gène GUS en F0 ont été analysées avec le substrat X-gluc. L'expression de GUS se
manifeste surtout autour du système vasculaire du coléoptile (contraste bleu/blanc),
mais aussi dans les feuilles (après décoloration). Les plantes FI traitées avec le gène
BAR ont été arrosées trois fois avec l'herbicide Basta (Hoechst) (1/2 dose, 1 dose et
2 doses) et la semence des plantes survivantes a été resemée en 1992.

L'ADN des feuilles de plantes positives a été analysé plus en détail par PCR (poly-
merase chain reaction) et par hybridation moléculaire du type Southern.

Dans la majorité des plantes positives pour GUS ou BAR, un fragment correspon-
dant au gène utilisé pour la transformation peut être amplifié en utilisant des amorces
spécifiques pour uidA ou bar et nous avons pu montrer que les fragments générés après
digestion par des enzymes de restriction, à partir du gène d'origine et du gène amplifié
par PCR des orges transformés, sont identiques. Une analyse pour le gène bar est mon-
trée dans la Figure 1.

L'hybridation moléculaire Southern montre que dans le cas de plantes résistantes au
Basta, l'ADN des feuilles contient les gènes bar et nptll (deuxième gène de sélection).
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Screening of F2 plants:

A.PCR

Barley Wheat A.tum.

402 bp

B.Digest of PCR fragments

Barley Wheat A.tum. MW

Apal 263bp
139bp

Hinfl 223bp
179bp

Sail 225bp
177bp

Figure 1. Analyse par PCR du gène bar dans l'ADN de plantes résistantes au Basta et dans
l'ADN de ÏAgrobacterium utilisé pour la transformation de céréales par injection des fleurs. A.
PCR. B. Digestion des fragments obtenus par PCR.
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probe Nptll Ac Bar

digest Ncol Seal Styl
Figure 2. Analyse par hybridation Southern des gènes introduits dans les orges résistant au
Basta.

Longueur des fragments:

Gène

nptll

bordures Ac

bar

Sonde

1, 2 Kbp

1, 8 Kbp

1, 4 Kbp

Orge

8 Kbp

4, 5 Kbp

4, 5 Kbp

A. tumef.

9, 5 Kbp

7, 3 Kbp

4, 8 Kbp
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Des séquences bordures d'Ac et la longueur des fragments indiquent que l'intégration
s'est faite par transposition (Figure 2).
En conclusion, il semble que la combinaison à'Agrobacterium pour le transfert, et Ac
pour l'intégration donne lieu à une transformation génétique chez l'orge. La méthodo-
logie par injection des fleurs est applicable, en principe, sur toutes les plantes en flo-
raison. Pour les autres plantes la micro-injection de méristèmes est la méthode de
choix.

Expériences utilisant le transfert d'ADN
par bombardement biolistique et intégration par transposase Ac

Dans ces expériences, nous avons utilisé des microspores d'orge « Igri » et de blé
« Jo » pour la mise au point de la technique de bombardement et la sélection des plan-
tules transformées.

Le stade de développement des microspores pour cette mise au point n'était pas
idéal pour l'obtention de plantes transformées. Nous avons donc pris des cals et des
embryons en développement, passé le stade de 32 cellules.

Les gènes utilisés ont été pourvus d'une séquence d'amplification d'expression shl-
exl-inl (exint) provenant du gène de la sucrose synthase 1 de maïs [6]. Cette séquence
permet une expression 1 000 fois plus élevée d'un ARNm dans les céréales. Le gène
de transposase Ac, le gène uidA et le gène bar ont été mis sous contrôle du promoteur
35S et leur traduction sous contrôle de shl-exl-inl. La partie terminale des gènes n'a
pas été modifiée.

Des microcals embryogènes, provenant de microspores d'«Igri», sont filtrés sur
une membrane de fibre de verre et bombardés avec des particules d'or de 1,6 microns
sur lesquels un ADN plasmidique, contenant le gène GUS (exint), est fixé. En utilisant
une pression de 1 300 psi (90 bars) et une distance de 6 cm, jusqu'à 25 % des micro-
cals développent des taches bleues lors d'une incubation avec X-gluc, 24 ou 48 heures
après le bombardement.

Il s'agit, dans ce cas, d'une expression transitoire.
Des microcals embryogènes, provenant de microspores de Jo, ont été traités de la

même manière avec un mélange d'ADN plasmidique contenant (A) le gène
BAR35S(exint) encadré des bordures d'Ac et (B) contenant le gène de transposase Ac
TPN35S (exint). Une semaine après le bombardement, les microcals sont mis sur un
milieu sélectif contenant 10 ng/ml de phosphinotricine (substance active du Basta).

Après un mois, 3/40 (7 %) des cals ont développé des feuilles vertes, les autres
étant complètement nécrosés. On n'a pas observé de racines.

Cette dernière expérience montre qu'il est possible de transformer efficacement une
partie du tissu embryogène par un bombardement biolistique, si l'on utilise un système
de transposition et des promoteurs forts, combinés avec des amplificateurs de traduction.

Dans le futur, le bombardement de microspores sera effectué avant la première divi-
sion, afin d'éviter la production de plantes chimères qui ne sont que partiellement
transformées.

Cette méthodologie est applicable, en principe, à toutes les plantes qui peuvent être
régénérées à partir d'une seule cellule. Dans le cas de microspores, on peut obtenir, en
une seule étape, des plantes, homozygotes pour le gène introduit.
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