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e colza (Bmssica napm) est une plante 
.c.<. A.. ..A%% $2 très cultivke en Europe (2 687 000 ha 
g :;z; s*. en 1996 dont 865 000 ha en France). 
. . . . Une grande partie de cette culture est 
destinée à des usages alimentaires (huile, 
tourteaux, etc.). La nécessité de laisser une 
partie des surfaces agricoles en jachère a sti- 
mulé la culture du colza à usage industriel 
(580 000 ha en 1996 pour l’Union euro- 
péenne). Le colza héberge de nombreux 
insectes qui ne sont pas tous nuisibles, tou- 
tefois les plus importants phytophages néces- 
sitent un contrôle des populations [l]. 
Certains de ces insectes (mouche du chou, 
charançon du bourgeon terminal, altise) sont 
actifs en automne. D’autres (charançons de 
la tige et des siliques, méligèthes, etc.) se 
développent au priiltemps @abkau 11. Aucun 
de ces insectes (principalement des coléo- 
ptères) ne peut être considéré comme le 
ravageur principal du colza. C’est pourquoi 
la lutte systématique (traitements chimiques 
répétés) est de plus en plus souvent rempla- 
cée par une lutte raisonnée (traitements effec- 
tués quand le seuil de nuisibilité de l’insec- 
te considéré est atteint). Cette dernière stra- 
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tégie exige une surveillance continue de la 
culture puisque les insectes attaquent le colza 
à différents stades de son développement. 
De plus, comme le colza est une plante mel- 
lire, très visitée par les abeilles en période de 
floraison [Z], il est primordial d’utiliser des 
insecticides non nocifs pour cet insecte. Il 
serait très intéressant à différents niveaux 
(protection de l’environnement, coût cul- 
tural, simplification de la conduite de la cul- 
ture, etc.) de cultiver des variétés de colza plus 
résistantes aux insectes phytophages. La créa- 
tion de colzas transgéniques exprimant des 
protéines entomopathogènes pourrait contri- 
buer à la protection de cette culture, tout en 
limitant l’emploi d’insecticides. La principale 
stratégie de création de plantes transgéniques 
résistantes aux insectes consiste à introduire, 
et à exprimer dans le génome des plantes, des 

delta-endotoxines de la bactérie Bac&s thn- 
ringiemis [3]. Des colzas exprimant la toxine 
CRYIA active sur Phteh XylosteILz (un lépi- 
dopdre) sont en cours d’étude au Canada 
[4]. Toutefois, cette voie d’approche n’est 
pas adaptée en Europe pour les coléoptères 
du colza car aucune toxine suffktmment 
active sur ces insectes n’a été identifiée. Une 
autre voie d’approche consiste à introduire et 
à exprimer dans les plantes des gènes codant 
pour des inhibiteurs de protéases (II’) 
capables d’interférer avec la protéolyse diges- 
tive des insectes [5-71. L’ingestion de ces 
protéines par les insectes se traduit par des 
retards de développement etlou une morta- 
lité larvaire accrue. Cette stratégie a été décri- 
te pour la première fois en 1987 sur un lépi- 
doptère [8]. Nous avons essayé d’adapter 
cette stratégie à la lutte contre les coléoptères 

Principales caractéristiques des coléopikes ravageurs du colza 

Nom 
commun 

Altise Baris Charançon 
de la tige 

Charançon 
des siliques 

Nom latin Psylliodes Bat-k Ceutorhynchus Ceutorhynchus 
chrvsocephala coerulescens napi assimilis 

Stades 
nuisibles 

Périodes 
nuisibles 

Larves 
et adultes 

Automne 

Larves 

Printemps 

Larves 

Printemps 

Larves et adultes 
(surinfestation 
par des cécidomyies) 

Printemps 

Parties 
attaquées 

Feuilles Pivots Tiges Graines/siliques 

Protéases 
digestives 

Sérine 
+ cystéine 

Sérine 
+ cystéine 

Sérine 
+ cystéine 

Sérine 
+ cystéine 

Main characteristics of coleopteran pests feeding on oilseed rape 
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Figure 1. Schéma des régions-T des plasmides binaires utilisés pour 
exprimer CII ou OCI dans le colza. LB et RB : frontières gauche et 
droite ; Pnos et Tnos : promoteur et terminateur du gène de la nopaline 
synthase ; nptll : gène de la néomycjne phosphotransférase conférant la 
résistance à la kanamycine aux cellules transformées ; P35S et T35S : 
promoteur et terminateur de I’ARN 35s du CaMV; gus: séquence 
codante du gène de la fi-glucuronidase (gène rapporteur) ; P359 : 
promoteur de I’ARN 35s du CaMV avec séquence activatrice doublée ; 
Sz’ : séquence leader du TMV ; IP : ADNc des inhibiteurs de protéases ; 
Trbcs : terminateur du gène de Rubisco de pois. 

Figure 1. Schematic representation of Tregions of binary plasmids used to 
express CII or OCI in oilseed rape. LB and RB: left and right borders ; Pnos and 
Tnos : promoter and terminator of the nopaline synthase gene ; nptil : neomy- 
cin phosphotransferase gene for selection of kanamycin-resistant transformed 
cells; P35S and T53S: CaMV 35s promoter and terminator ; gus : P-glucuronida- 
se gene (reporter gene) ; P35Sz = CaMV 35s promoter with a double enhancer 
seauence : R’ : TMV leader seauence ; PI = proteinase inhibitor cDNA; Trbcs: 
pea RuBisCo terminator. 

ravageurs du colza en utilisant deux inhibi- 
teurs de protéases différents. Comme il n’est 
pas possible d’élever en laboratoire la plupart 
des insectes et que les larves sont souvent 
foreuses, des essais avec des régimes alimen- 
taires artificiels n’étaient pas envisageables. 
Dans une première étape, nous avons déter- 
miné la nature des protéases digestives de ces 
insectes et examiné la possibilité de les inhi- 
ber in vitro par diff&ents II? Des vecteurs 
contenant les ADNc correspondant à des 
Il? actifs dans ces essais ont été construits et 
introduits dans le colza. Les lignées exprimant 
les Il? au niveau le plus élevé ont été sélec- 
tionnées et utilisées pour tester l’effet de leur 
ingestion sur les insectes ravageurs. Le colza 
étant une plante mellifere, il était impor- 
tant de vérifier que l’expression de ces pro- 
téines n’avait pas d’effet délétère sur la survie 
et le comportement de l’abeille. C’est pour- 
quoi, les protéases digestives des abeilles ont 
été déterminées et les effets de l’ingestion 
de différentes doses d’IP à court et long 
termes étudiés. 

Les activités protéasiques totales du tube 
digestif de larves de quatre coléoptères consi- 
dérés comme des ravageurs importants pour 

le colza en Europe (2ûtYeau l), le baris (Ban> 
coerdescens), l’altise (Psyliodes chysocepha- 
/a), le charançon de la tige du colza 
(Ceutorbynchus napi) et le charançon des 
siliques (Cezttorhyncbzls assimilis), ont été 
déterminées en présence d’azocaséine sur 
une large gamme de pH en présence ou 
en l’absence d’agent réducteur (DTT, 
j3-mercaptoéthanol) et caractérisées sur gels 
d’activité. La capacité d’inhibition des pro- 
téases par des II? spécifiques des différentes 
classes (sérine, cystéine, etc.) a été déter- 
minée [g-13]. Deux pics d’activité protéa- 
sique sont observés pour chaque insecte. 
Le premier pic à pH 6 ou 5 correspond à 
des protéases à cystéine. Cette activité est 
fortement réduite en présence dOCI, un IP 
à cystéine isolé du riz [14]. Le second pic 
détecté à pH 9 ou 10 correspond à des pro- 
téases à sérine et est inhibé par un IP à séri- 
ne de type Bowman Birk de soja, BBI. Ces 
résultats montrent que les larves de ces 
quatre coléoptères ravageurs du colza pos- 
sèdent les deux types d’activité protéasique, 
sérine et cystéine. Toutefois, le pic corres- 
pondant à l’activité de protéases à cystéine 
est souvent majoritaire [9, 1 l-131. 

Des vecteurs binaires contenant I’ADNc 
d’un IP à sérine CII possédant une activi- 

té antitrypsine et antichymotrypsine de 
type Bowman Birk isolé de graine de 
soja [15] et de I’IP à cystéine OC1 [14] ont 
été construits [9]. Ces ADNc sont exprimés 
sous le contrôle du promoteur de 
l’AR.N 35s du virus du chou fleur dont la 
séquence activatrice a été doublée. Le vec- 
teur comprend également le gène de la néo- 
mycine phosphotransférase ($XI~ conférant 
la résistance à la kanamycine aux cellules 
transformées et le gène de la j3-glucuroni- 
dase (&s) pour la sélection précoce des 
plantules transformées &?gure 1). 
Ces deuxvecteurs ont été introduits via 
A~obactehm tldmefaciens dans le génotype 
de colza de printemps 00 Drakkar par une 
technique dérivée de celle publiée par 
Moloney et al. [I6] utilisant des pétioles 
de cotylédons de colza puis ces explants 
sont mis à régénérer [9]. Plus d’une dizaine 
de lignées ont été obtenues par construction. 
Les lignées comportant un seul site d’in- 
sertion et exprimant à un fort niveau le 
gène introduit ont été identifiées et auto- 
fécondées afin d’avoir des lignées homozy- 
gotes. Les essais sur insectes ont été réalisés 
sur les descendants de ces lignées. 
Pour les plantes exprimant I’IP à cystéine 
OCI, des expériences de type Western et 
ELISA réalisées avec un anticorps anti- 
OC1 [17] ont permis de déterminer le 
niveau de production de la protéine dans les 
différents tissus consommés par les insectes 
ravageurs [ 181. La capacité d’OC1 à inhiber 
la papaïne a été montrée dans les plantes 
obtenues. 
La caractérisation des plantes exprimant 
1’IP à sérine CII s’est avérée beaucoup plus 
délicate car il n’a pas été possible de fabri- 
quer un anticorps ami-CII. et le colza pré- 
sente une activité antiprotéase à sérine endo- 
gène qui interfere avec la mesure de l’acti- 
vité antitrypsine. La production de la pro- 
téine due au transgène n’induit pas une 
très forte augmentation de cette activité. 
Des lignées contenant OC1 et CII ont été 
obtenues par croisement et quelques bio- 
essais ont été réalisés avec ces doubles trans- 
formants. 

Comme les coléoptères ravageurs du colza 
ne peuvent pas être élevés en laboratoire, il 
est nécessaire de récolter des adultes dans les 
champs au moment opportun et de faire 
pondre les femelles. Les œufs ou les jeunes 
larves sont déposés sur les plantes de colza 
normal ou transgénique cultivées en condi- 
tions contrôlées. À part l’altise adulte qui 
consomme des feuilles, seules les larves 
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Caractéristiques de différentes larves d’insectes après ingestion du colza 
exprimant OCI 

Poids (mg) Activité protéasique Induction 
des larves en fin sur OCI de nouvelles 

d’expérience (NT = 100 %) protéases 

Sur NT Sur OCI pH 6 1%) pH 9 (%) 

Altise 0,64 I<l 167 240 Non 

Baris 10,6 93 21 181 Non 

Charançon (CPI) 2,o 49 40 76 Non 
des siliques (CW) 3,5 3,O 94 127 Non 

Charançon L22 1,35 12 nd nd nd 
des tiges L32 13,7 13,7 

NT : plante non transformée ; nd : non déterminé. 
’ CP : larves issues d’insectes récoltés dans la région parisienne. CR : larves issues d’insectes récoltés 
dans la région de Rennes. 
2 L2 : 2e stade larvaire. L3 : 3@ stade larvaire. 

Behaviour of different insect larvae-fed OCI-expressing oilseed rape 

foreuses causent des dégâts (collet pour le 
baris, tige pour le charançon de la tige, 
graine pour le charançon des siliques). Vers 
la fin du développement larvaire, les larves 
sont récoltées sur plantes témoins et trans- 
formées, pesées et leur contenu en pro- 
téases est déterminé aux pics correspon- 
dant aux maxima d’activité. 
Chez les quatre insectes testés, les résultats 
ont montré que contrairement à ce qui 
avait été observé pour les larves de 
Cbrysomela tmaulae élevées sur des peu- 
pliers transgéniques exprimant OC1 [17], 
aucune mortalité et aucun retard dans le 
développement larvaire n’ont été observés. 
Au contraire, dans le cas de certains insectes 
du colza, les larves consommant les plantes 
transgéniques sont plus grosses. Les ana- 
lyses sur gels montrent des perturbations des 
profils de lkotéases digestives. Ainsi pour 
l’altise, une augmentation des deux types de 
protéases est observée [I2] mais aucune 
nouvelle protéase n’est induite. Pour le cha- 
rançon des siliques, des résultats différents 
ont été obtenus en fonction de la prove- 
nance des adultes. Pour un site donné 
(région de Rennes), aucune différence de 
poids n’a été observée par rapport au témoin 
alors que, pour l’autre (région parisienne), 
une augmentation du poids est obtenue 
pour les larves élevées sur colza .transgé- 
nique [ II]. Pour le baris, une forte dimi- 
nution des protéases à cystéine est bien 
observée, mais elle est compensée par une 
augmentation des protéases à sérine [19]. 
Pour le charançon de la tige, une diminu- 

tion transitoire du poids des larves au 
deuxième stade larvaire est notée mais elle 
est rapidement compensée et, au troisième 
stade larvaire, elle n’est plus observée [ 131. 
Les principaux résultats de ces expérimen- 
tations sont résumés dans le tableau 2. Les 
bioessais réalisés sur les doubles transfor- 
mants (OC1 + CII) donnent des résultats 
identiques à ceux obtenus avec les plantes 
exprimant OC1 seul. Ceci n’est pas surpre- 
nant car le niveau de production de la pro- 
téine CII obtenue dans les plantes transgé- 
niques est très faible. 

OCI n’a pas été détecté dans le pollen et 
dans le nectar des colzas transgéniques [ 181. 
Le promoteur 35s du CaMV ne permet pas 
l’expression du transgène dans le pollen 
chez le colza comme chez Arabidopsis tha- 
liana [20]. Les risques d’ingestion des Il? par 
les abeilles au cours de leurs visites sont 

I 

100 

Temps (jours) 

0 BBI 0 BSA !L Saccharose 
.” . “., ..- .__. ._~- ------: 

Figure 2. Durée de 
vie des abeilles nour- 
ries avec des solu- 
tions sucrées conte- 
nant de la BSA 
(serum bovine albu- 
mine) ou BBI à 0.1 
(A) ou 1 mg/ml (B). 

Figure 2. Lifespan of 
bees fed sugar solu- 
tions containing BSA or 
BEI at 0.1 (A) or 
I mg/mi (B). 
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donc réduits. Toutefois, ce n’est pas le cas 
pour toutes les plantes et d’autres promo- 
teurs peuvent être utilisés dans l’avenir. 11 est 
donc important d’évaluer l’impact des IP sur 
l’abeille (Apis mellife~a). L’abeille possède 
essentiellement des protéases digestives à 
sérine [21] et il est donc probable que des 
IP à cystéine ne soient pas nocifs. Les essais 
ont été conduits en utilisant BBI (à la place 
de CII, non disponible sous forme de pro- 
téine purifiée) et OCI. Différentes expé- 
riences ont d’abord été réalisées avec des 
doses d’IP voisines de celles produites dans 
les feuilles des plantes transgéniques 
(26 pg/ml). L’ingestion d’OC1 ou de BBI 
n’induit aucune toxicité à court terme. 
L’apprentissage olfactif des abeilles n’est pas 
perturbé et, en situation de choix entre 
plante normale et transgénique, aucune dif- 
férence n’a été décelée au niveau du buti- 
nage. A cette dose, aucune modifkation 
du profil protéasique du tube digestif de 
l’abeille n’est observée [22]. 
Afin d’établir un seuil de toxicité des IP, des 
études ont été réalisées avec trois différentes 
doses de BBI et d’OC1 (O,Ol/O,l/l mg/ml). 
Les deux premières doses (0,Ol et 
0,l mg/ml) correspondent à des niveaux 
d’expression compatibles avec une produc- 
tion in plafzta. Aucun effet d’OC1 n’a été 
observé sur la mortalité à long terme, les 
performances d’apprentissage et le profil 
protéasique de l’abeille, quelle que soit la 
dose. Ces résultats sont tout à fait compa- 
tibles avec le fait que l’abeille ne possède pas 
de protéase à cystéine. En revanche, BBI dès 
0,l mg/1 perturbe les protéases digestives 
mais n’induit pas de mortalité sur le long 
terme. Les abeilles consommant BBI à 
1 mg/ml ont une durée de vie réduite figzt- 
Te 2), des performances d’apprentissage 
olfactif perturbées (analysées par des expé- 
riences d’extension conditionnée du pro- 
bocis en réponse à une odeur) et une forte 
augmentation des protéases digestives à 
sérine [18, 231 (tableau 3). 
Des études sont en cours afin de détermi- 
ner si des perturbations peuvent être obser- 
vées au niveau de la ruche, dans le cas où les 
II’ seraient concentrés dans le miel qui sert 
à nourrir les larves. 

De nombreux travaux ont montré que dif- 
férents inhibiteurs de protéases incorporés 
dans des substrats de nourrissement artificiels 
pouvaient induire des retards de dévelop- 
pement larvaire et une mortalité accrue. La 
plupart de ces travaux concernent des Iépi- 
doptères possédant des protéases digestives 

de type sérine en utilisant des IP à sérine 
[24]. Les coléoptères possèdent souvent des 
protéases à cystéine [25] et quelques essais 
sur milieu artificiel ont également montré un 
effet des IP à cystéine sur ces insectes [26, 
271. Plusieurs publications montrent l’inté- 
rêt de l’expression d’IP à S&ine pour l’ob- 
tention de plantes résistantes à différents 
lépidoptères phytophages [6, 71. Pour les 
IP à cystéine, un seul (OCI) a été exprimé 
dans des plantes transgéniques et a permis 
l’obtention de peupliers et de pommes de 
terre respectivement plus résistants à une 
chrysomèle [ 171 et au doryphore [28]. Nous 
avons obtenu des colzas exprimant un IP à 
sérine (CII de soja) ou à cystéine (OC1 de 
riz) et évalué leur impact sur différents coléo- 
ptères ravageurs. Ces coléoptères possèdent 
un système digestif complexe comportant 
des protéases de type sérine et cystéine. Le 
niveau d’expression d’OC1 dans les colzas 
transgéniques est semblable à ce qui a été 
rapporté dans la littérature pour d’autres 
transgènes, mais celui de CII est très faible. 
Les bioessais réalisés avec les larves de 
quatre insectes ravageurs du colza montrent 
que l’ingestion des colzas exprimant OC1 (et 
dans certains cas, des colzas exprimant 
OC1 + CII) ne provoque pas de mortalité ni 
de retard dans le développement larvaire. 
Dans certains cas (altise) une augmentation 
du poids des larves a même été observée. 
Nous avons montré que ces coléoptères sont 
capables de conipenser l’inactivation d’un 
type de protéase par une hyperproduction 
des protéases ou par l’induction d’autres 
protéases. Des résultats semblables ont été 
observés chez le doryphore [29]. De plus, 
une étude fine des effets de l’ingestion d’un 
autre IP à sérine (MTI-2 originaire de la 
moutarde) a mis en évidence des effets dif- 
férents de l’ingestion de cet IP produit dans 

des plantes transgéniques par un lépidoptè- 
re, Spodoptwd horah, en fonction du niveau 
d’expression. Ainsi, à faible taux, les larves 
grossissent plus vite en consommant plus de 
feuillage tandis que, à fort taux, le dévelop- 
pement larvaire est ralenti, les larves meurent 
et les dégâts sur la plante sont réduits. Une 
adaptation des protéases a également été 
observée avec surproduction dans le pre- 
mier cas, inhibition des protéases existantes 
et induction de nouvelles dans le second 
cas [30]. En comparant ces résultats à ceux 
obtenus sur le colza, il semble probable que 
le niveau d’expression (0,l à 0,3 % dans les 
feuilles) corresponde au premier cas et donc 
que les insectes soient capables de surmon- 
ter l’ingestion de I’II? 11 faudrait donc obte- 
nir un niveau plus élevé d’expression des 
IP dans les plantes transgéniques ou intro- 
duire des IP possédant une affinité plus 
grande pour les protéases d’insectes. Cette 
stratégie implique la recherche de nouveaux 
IP de plante mais également d’autres origines 
(insectes, animaux.. .) ou la modifkation 
d’IP connus afin d’augmenter leur capacité 
d’inhibition par mutagenèse oupbage diqhy 
[31-331. En outre, les capacités d’adaptation 
des insectes font qu’il sera diffkile d’obtenir 
une résistance stable en exprimant un seul 
transgène comme il a déjà été mentionné 
pour l’utilisation des toxines de B. tbzwin- 
giensis. Dans cette optique, il est nécessaire 
d’identifier de nouvelles protéines insecti- 
cides afin d’exprimer dans les plantes plu- 
sieurs protéines à activité entomopathogène 
possédant des modes d’action différents 
[341. 
Les abeilles possèdent des protéases à sérine, 
qui peuvent être inhibées in virro par des IP 
du même type. 11 était donc important d’éva- 
luer les effets directs ou indirects de l’inges- 
tion de ce type d’IP exprimé dans des plantes 

Activités protéasiques digestives de l’abeille après ingestion de différentes 
doses de BBI, un IP à sérine* 

Concentration Activité Trypsine Chymotrypsine Élastase Leucine 
de BBI protéasique aminopeptidase 
(mg/ml) totale 

0,Ol 93 116 96 92 83 

O,l 270’* 888”” 189 43 129 

1 180”* 324** 345”” 95 128 

* Les résultats sont rapportés en pourcentage avec 100 % correspondant à l’activité mesurée pour les 
abeilles nourries avec une solution sucrée contenant la même quantité de BSA (serum albumine 
bovinel que BBI. 
** Différence statistiquement-significative. 

Gut proteolytic activities of honeybees feeding on different amounts of BBI (a 
serine PI) 
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transgéniques. Nous avons montré que, sous 
le contrôle du promoteur 3% du CaMY, 
aucune expression des transgènes n’était 
observée dans le pollen et le nectar. Toutefois, 
d’autres promoteurs pouvant être utilisés 
dans l’avenir, il était important d’évaluer le 
seuil de risque. Pour cela nous avons étudié 
les effets de l’ingestion d’un Il? à sérine (BBI) 
en alimentation artificielle, à des doses simi- 
laires ou plus élevées que celles produites 
dans les parties vertes des plantes transgé- 
niques. BBI à faible dose ne provoque pas de 
mortalité à court et long terme [22]. En 
revanche, si des IPP’à sérine étaient présents 
à des doses supérieures à 50-100 pg/g de 
pollen, des effets délétkres sur la survie et le 
comportement de l’abeille pourraient être 
observés [23]. Ces travaux devront être réa- 
lisés pour d’autres toxines insecticides expri- 
mées dans des plantes transgéniques dans le 
cas où le promoteur utilisé conduirait à la pré- 
sence de cette toxine dans le pollen 
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Des lignées de colza.transgéniques exprimant un 
inhibiteur de protéases (IP) à sérine (CII du soja) ou 
à cystéine (OCI de riz) sous le contrôle du promo- 
te& de l’ARN 3% du CaMV ontété obtenues. Ces 
IP ont été choisis à la suite de la détermination du 
type de protéases digestives présentes chez les 
larves des coléoptères ravageurs du colza. Un 
système digestif complexe comprenant des pro- 
téases de type sérine et cystéine a été observé et 
les IP choisis sont capables d’inhiber in vitro les 
protéases correspondantes. Toutefois, au cours 
de bioessais réalisés sur les plantes exprimant 
ces IP, aucun effet délétère sur le développement 
des larves de ces insectes n’a été obtenu. Des 
perturbations des protéases digestives sont bien 
observées chez les larves se nourrissant sur 
plantes transformées mais ces insectes sont 
capables de compenser le blocage d’un type de 
protéases par surexpression d’autres protéases. 
Le colza étant une plante mellifère et les abeilles 
possédant essentiellement des protéases à sérine, 
l’impact potentiel à court ou long terme de l’in- 
gestion d’lP à faibles ou fortes doses a été étudié 
sur.ces insectes. Même avec un IP à sérine, aucun 
effet négatif n’a été observé sur la durée de vie, le 
comportement, et la physiologie digestive des 
abeilles, à des doses similaires à celles pouvant 
être produites dans des plantes transgéniques. 
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Transgenèse et estimation des risques 

Impact of oilseed rape expressing 
proteinase inbibitors on coleopteran 

an important trop in Europe. 
Many insect pests, mainly Coieoptera, feed on 
varioos parts of this plant at different coltural 
stages. Creation of genotypes more resistant to 
these pestsvia the expression of entomopatho- 
genic proteins in transgenic plants could reduce 
the need for chemical control. We thus investi- 
gated a new trop protection strategy based on 
the expression of proteinase inhibitors (PI) in 
transgenic oilseed rape to iimit attacks by coleop- 
teran pests (Table 1). A serine PI (CII from soy- 

beanl and a cysteine Pi (OCI from rice; Figure l), 
able to inhibit the corresponding proteolytic acti- 
vities of these coleoptera in vitro, were introduced 
via Agrobacterium in a spring genotype. The expres- 
sion level of the introduced PIS was determined 
and homozygousplants were obtained. The impact 
of ingestion of OC/ or/and Ci/ expressed in trans- 
genic plants was evaluated on growth, develop- 
ment and mortality of four pests feeding on oilseed 
rape @aris, cabbage stem flea beefle, rape stem 
weevil and cabbage seed weevil). Although there 
were no marked deleterious effects on the tested 
insects, various reactions were observed at the 
gut proteinase level (Table 2). The results are dis- 
cussed along with prospects for improving pest 
resistance in oiiseed rape. Moreover, since ibis 

plantis highlyattractive to pollinating insects, pos- 
sible deleterious effects on honeybees were asses- 
sed. Honeybees mainly possess serine gutprotei- 
nases, andin vitro feeding bioassays alowed us to 
determine a threshold dose (Sa- lOO~g/s pollen) of 
a serine PI, beyond which negative effects were 
observed (Figure 2). Consomption of high doses of 
this PI (much higher than those produced in leaves) 
induced protease overproduction (Table 3). 
However, oilseed rape expressing serine PI, under 
controlofthe CaMV35Spromotec doesnotthrea- 
ten honeybees, since the transgene is not expres- 
sed in pollen and nectar. 
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Transformation génétique 
des arbres tropicaux 

fixateurs d’azote 
de la famille des casuarinacées 

Claudine Franche, Didier Bogusz, Laurent Laplaze, 
Aziz Smouni, Florence Auguy, Maryannick Rio, 

Thierry Frutz, Émile Duhoux 

es casuarinacées sont des plantes acti- 
norhiziennes possédant la propriété 
remarquable de vivre en symbiose 
avec un actinomycète du sol appelé 

Frankia. Lors de cette symbiose, une struc- 
ture originale, le nodule actinorhizien ou 
actinorhize, est formée sur le système raci- 
naire de la plante après un processus com- 

C. Franche, D. Bqgusz, L. Laplaze, F. Auguy, 
M. Rio, T. Frutz, E. Duhoux : Laboratoire de 
physiologie cellulaire et moléculaire des 
arbres (IRD/GeneTrop), 911, avenue 
Agropolis, BP 5045, 34032 Montpellier 
cedex 1, France. 
A. Smouni : Laboratoire de microbiologie 
et biologie moléculaire, Faculté des sciences, 
Université Mohammed-V, Ibn Batouta Street, 
BP 1014, Rabat, Maroc. 
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plexe d’interactions cellulaires et molécu- 
laires entre la plante hôte et le micro-orga- 
nisme. Comme dans le cas des symbioses 
rhizobium-légumineuses, le nodule actino- 
rhizien est le siège de la réduction de l’azo- 
te moléculaire en ammoniac qui est ensui- 
te assimilé par la plante sous forme d’acides 
aminés. 
La famille des Casuarinaceae comprend 
quatre genres, Casua&a, Allocasuarhza, 
Ceuhostonza et Gyanostovza, et plus de 
90 espèces d’arbres et d’arbustes dont l’ai- 
re d’origine s’étend de l’Australie aux îles du 
Pacifique et au sud-est de l’Asie [l]. Les 
Caszmrinaceae possèdent des rameaux chlo- 
rophylliens à activité photosynthétique et 
des feuilles réduites à des écailles membra- 
neuses verticillées, limitant les pertes en 
eau et leur permettant de survivre dans des 
climats chauds et secs. En association avec 
Frdnkia et des champignons mycorhiziens, 

les Casuarina peuvent croître sur des sols 
marginaux carencés en azote et en phos- 
phore. La famille des Cdsztarina comprend 
des essences tropicales, sub-tropicales ou 
méditerranéennes, adaptées à différents cli- 
mats (arides à humides), i différentes alti- 
tudes (0 à 3 000 m) et à différents types de 
sols (acides à alcalins). L’ensemble de ces 
propriétés facilire l’introduction de ces 
arbres en zone tropicale, en dehors de leur 
aire d’origine. Les Casuarina sont large- 
ment utilisées dans les régions tropicales 
pour enrichir les sols, ftuer les terrains éro- 
dés et les dunes mobiles, et produire du 
fourrage et de la biomasse [z]. Le bois de 
Casuarina possède également un pouvoir 
calorifique très élevé et constitue une sour- 
ce importante de charbon de bois ; il est éga- 
lement utilisé pour fabriquer des outils agri- 
coles ou plus rarement pour produire de la 
pâte à papier. 
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