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Impact of oilseed rape expressing
proteinase inhibitors on coleopteran

pests and honeyhees
L. Jouanin, €T AL

Summary

Oilseed rape is an important crop in Europe.
Many insect pests, mainly Coleoptera, feed on
various parts of this plant at different cultural
stages. Creation of genotypes more resistant to
these pests via the expression of entomopatho-
genic proteins in transgenic plants could reduce
the need for chemical control. We thus investi-
gated a new crop protection strategy based on
the expression of proteinase inhibitors (Pl) in
transgenic oilseed rape to limit attacks by coleop-
teran pests (Table 1), A serine P/ (Cl from soy-

bean) and a cysteine Pl (OCI from rice; Figure 1),
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 Pls was determined
and homozygous plants were obtained. The impact
of ingestion of OCI or/fand Clf expressed in trans-
genic plants was evaluated on growth, develop-
ment and mortality of four pests feeding on oilseed
rape (Baris, cabbage stem flea beetle, 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 oilseed rape. Moreover, since this

plant is highly attractive to pollinating insects, pos-
sible deleterious effects on honeybees were asses-
sed. Honeybees mainly possess serine gut protei-
nases, and in vitro feeding bioassays allowed us to
determine a threshold dose (50-100 1g/g pollen) of
a serine Pl, beyond which negative effects were
observed (Figure 2). Consumption of high doses of
this Pl {much higher than those produced in leaves)
induced protease overproduction (Table 3).
However, oilseed rape expressing serine Pl, under
control of the CaM\V 358 promoter; does not threa-
ten honeybees, since the transgene is not expres-
sed in pollen and nectar.
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norhiziennes possédant la propriéeé
remarquable de vivre en symbiose
m avec un actinomycéte du sol appelé

ankm Lors de cette symbiose, une struc-

ture originale, le nodule actinorhizien ou
actinorhize, est formée sur le systéme raci-
naire de la plante aprés un processus com-

es casuarinacées sont des plantes acti- -
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plexe d’interactions cellulaires et molécu-
laires entre la plante héte et le micro-orga-
nisme. Comme dans le cas des symbioses
rthizobium-légumineuses, le nodule actino-
rthizien est le siége de la réduction de I'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, Casunarina, Allocasuarina,
Ceuthostoma et Gymnostoma, et plus de
90 especes d’arbres et d’arbustes dont I'ai-
re dorigine s'¢tend de [Australie aux iles du
Pacifique et au sud-est de ['Asie [1]. Les
Casuarinaceae possédent des rameaux chlo-
rophylliens 4 activité photosynthétique et
des feuilles réduites A des écailles membra-
neuses verticillées, limitant les pertes en
eau et leur permettant de survivre dans des
climats chauds et secs. En association avec
Frankia et des champignons mycorhiziens,
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les Casuarina peuvent croftre sur des sols
marginaux carencés en azote et en phos-
phore. La famille des Casuarina comprend
des essences tropicales, sub-tropicales ou
méditerranéennes, adaptées 4 différents cli-
mats (arides 3 humides), A différentes alti-
tudes (04 3 000 m) et & différents types de
sols (acides 4 alcalins). Lensemble de ces
propriétés facilite 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, fixer les terrains éro-
dés et les dunes mobiles, et produire du
fourrage et de la biomasse [2]. Le bois de
Casuarina posséde également un pouvoir
calorifique trés 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
péte & papier.



A Tinverse des symbioses rhizobium-légu-
mineuses qui font 'objet de nombreuses
études du fait de leur intérét agronomique
(beaucoup d’espéces sont des plantes
vivrieres ou des plantes fourrageres), peu
de laboratoires étudient les symbioses acti-
norhiziennes. Le but poursuivi par notre
équipe est de comprendre les interactions
moléculaires qui président 2 I'établisse-
ment et au fonctionnement de la sym-
biose entre Casuarina et Frankia, afin de
pouvoir obtenir des symbioses plus per-
formantes et mieux adaptées aux stress
de l'environnement. Dans cet article, nous
présenterons briévement l'intérét des
nodules actinorhiziens, puis nous décri-
rons le systéme de transformation géné-
tique développé dans notre laboratoire
sur deux espéces de casuarinacées,
Casnarina glauca et Allocasuarina verti-
cillata ; enfin, nous expliquerons ce quap-
portent les plantes transgéniques pour [a
connaissance et 'amélioration des casua-
rinacées.

9§

Le nodule
actinorhizien,

un modele de racine
induite par

un micro-organisme

Les nodules actinorhiziens sont des struc-
tures coralloides composées de multiples
lobes nodulaires. Contrairement aux
nodules des légumineuses qui sont des
organes nouveaux, les nodules des plantes
actinorhiziennes $apparentent 4 des racines
adventives modifiées. Comme pour une
racine latérale, les primordia de nodules
sont initiés dans les cellules du péricycle,
toujours & l'opposé des poles de protoxyle-
me. Le lobe nodulaire posséde également
une structure typique de racine avec une
vascularisation centrale, entourée d’'un endo-
derme, d’un cortex et d'un périderme [3].
Les signaux émis par Frankia induisent
done chez la plante un phénomene que
I'on peut qualifier de rhizogenése symbio-
tique.

Létude des genes exprimés lors de la diffé-
renciation des nodules actinorhiziens va
donc 4 la fois constituer un modéle pour
comprendre les interactions plante-micro-
organisme et permettre de mieux appré-
hender le programme génétique de la rhi-
zogenése adventive.

U

Retour au menu

Transgendse et estimation des risques

Agrobacterium
tumefaciens,

un vecteur nature!
pour la transformation
des casuarinacées

La transformation génétique consiste 4
introduire dans la plante héte un ou plu-
sieurs caractéres génétiques nouveaux (les
transgénes) qui vont sintégrer de fagon
stable dans le génome végéral et étre trans-
mis 4 la descendance. Depuis 'obtention de
la premiére plante transgénique en 1983, les
techniques de transformation génétique se
sont diversifiées et ont été appliquées & de
nombreuses especes végétales. On peut
cependant classer les méthodes de trans-
fert génétique en deux catégories : celles
qui consistent 2 udliser un vecteur biolo-
gique, Agrobacterium, et celles qui font
pénétrer le matériel générique par des
moyens physiques (électroporation ou
microprojectiles accélérés & grande vites-
se) [4]. Nous avons profité de la sensibilité
naturelle des casuarinacées 3 A. tumefaciens
pour mettre au point une stratégie de trans-
formation génétique qui est désormais uti-
lisée en routine dans notre laboratoire. Cette
stratégie mise au point sur deux espéces
différentes, C. glanca et A. verticillatz, est
résumée sur la figure. Des épicotyles excisés
de plantes agées de 1 4 2 mois sont mis en
contact avec la souche d’A. tumefaciens
C58C1 [5]. Cetre souche porte le plasmi-
de pGV2260, qui est un plasmide Ti délé-
té de ses oncogenes (Cest-a-dire quil o'in-
duit plus de phénotype tumoral sur les
plantes hétes), et un vecteur de transfor-
mation binaire BIN19 contenant les génes
que Pon souhaite transférer 4 la plante héte.
Pour mettre au point la stratégie de trans-
formation, le vecteur de transformation
BIN19 contient un marqueur de résistan-
ce 4 un antibiotique, la kanamycine, qui va
permettre la sélection des cellules transfor-
mées, ainsi qu'un géne rapporteur permet-
tant de suivre le transfert de martériel géné-
tique dans les cellules végétales ; il Sagit du
gene uidA, appelé plus communément géne
GUS ; il code pour 'enzyme de la B-glucu-
ronidase dont ['activité enzymatique se tra-
duit par 'apparition de cristaux bleu indigo
lorsque les tissus transformés sont incubés
en présence du substrat X-gluc (5-bromo-
4-chloro-3-indoxyl-béta-D-glucuroni-
de) [6]. Les explants blessés sont placés pen-
dant 3 jours en présence des agrobactéries
(phase de co-culture), puis transférés sur
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Figure. Les différentes étapes de la
transformation génétique des casuarinacées
par Agrobacterium tumefaciens.

Figure. Procedure for genetic transformation of
Casuarinaceae trees using  Agrobacterium
tumefaciens.

un milieu sélectif contenant de la kanamy-
cine 3 100 mg/l et de la céfotaxime 2
250 mg/l dont la fonction est d’éliminer
Pexces d’agrobactéries. Deux mois apres la
co-culture, on observe 'apparition de cals
résistants 2 la kanamycine sur les sites de
blessure des explants et en P'espace de 4 4
6 mois, des rameaux transgéniques mesurant
plusieurs centimeétres sont différenciés sur les
cals (photo 14). Un choc auxinique permet
Penracinement de ces rameaux (photo 1B).
Cette technique de transformation géné-
tique assure la production de nombreuses
plantes transgéniques sur 70 9% des cals
transgéniques d’A. verticillata [7]. Pour C.
glanca, la régénératdion des plantes est un peu
plus lente (6 2 9 mois) et la différenciation
de un 4 trois rameaux n'est observée que sur

40 % des cals [8].
Caractérisation

des casuarinacées
transgéniques
Afin d’apporter la preuve que le matériel

végétal régénéré & partir des cals résistants &
la kanamycine est bien transformé généti-
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Photo 1. Régénération de plantes transgéniques d'Allocasuarina verticillata nodulées par
Frankia. A : Différenciation de bourgeons et de rameaux sur un cal d'A. verticillata transformé par
A. tumefaciens. B : Plante témoin (& gauche) et plante transgénique d'A. verticillata (a droite). C :
Expression du gene rapporteur de la B-glucuronidase dans un rameau transgénique d'A.
verticillata. D : Obtention de nodules sur des racines transgéniques d'A. verticillata inoculées par
le microorganisme Frankia, E : Expression du géne rapporteur de la B-glucuronidase dans un
nodule transgénique d'A. verticillata.

Photo 1. Regeneration of Allocasuarina verticillata transgenic plants nodulated by Frankia. A : Differentiation
of buds and shoots on a callus of A. verticillata genetically transformed by A. tumefaciens. B : Nontransformed
plant {left) and transgenic A. verticiliata plant {right). C : Expression of the B-glucuronidase reporter gene in a
transgenic shoot of A. verticillata. D : Nodules on a transgenic root of A. verticillata inoculated by Frankia. E :
Expression of the B-glucuronidase reporter gene in a transgenic nodule of A. verticillata.

quement, nous avons effectué plusieurs
analyses.

Tout d’abord nous avons recherché la pré-
sence d’une activité B-glucuronidase 2 la
fois par des analyses qualitatives (tests his-

tochimiques) et quantitatives (tests fluoro-
métriques). Environ 86 % des plantes étu-
dides présentent une activité B-glucuronidase
plus ou moins intense (photo 1C). Les dif-
férents niveaux d’expression observés sont le
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résultat du site d'intégration des transgénes
dans le génome de la plante héte, de Pécat
physiologique des cals cultivés in vitro, du
degré de méthylation des génes introduits et
du nombre de copies des transgenes [9].
La présence des génes widA (géne rapporteur)
et nptl] (géne de résistance 2 la kanamycine)
a ensuite été mise en évidence par analyse
PCR 4 la fois dans les cals de C. glanca [10]
et dans les plantes transgéniques d’A. verzi-
cillata [7]. Une amplification avec des oli-
gonucléotides spécifiques d’'un géne de viru-
lence &' A. tumefaciens, virD1, a également
été réalisée afin de vérifier 'absence de conta-
mination par Agrobacterium. Ce gene présent
sur le plasmide Ti désarmé est en effet néces-
saire au transfert de matériel génétique de la
bactérie 4 I'hote végéral, mais n'est pas
transmis 4 la plante. Létude détaillée que
nous avons réalisée sur 200 plantes d'A. ver-
ticillata potentiellement transformées a mis
en évidence que : ‘

— 89,1 % des plantes contiennent 4 la fois
les genes nptll et uidA ;

—2,8 % des plantes régénérées A partir des
cals poussant sur milieu sélectif ne contien-
nent ni le géne mpell, ni le géne widA. 1l
s'agit vraisemblablement de plantes qui ont
échappé 4 la sélection par la kanamycine ;
~ 8 % des plantes poussant sur milieu avec
kanamycine contiennent bien le géne 7pz//,
mais pas le géne widd ; TADN transféré (ou
ADN-T) a donc été parriellement délété au
cours de son passage dans la cellule végérale ;
— enfin une amplification avec les oligo-
nucléotides spécifiques du géne virD1 a éré
obtenue sur 4,5 % des plantes, traduisant la
présence d’agrobactéries contaminantes.
Lintégration de PADN-T dans le génome
de cing cals transformés de C. glanca et de
cing plantes transgéniques d’A. verticillata
a ¢té vérifiée par la technique de
Southern {7, 10]. Chybridation a été réali-
sée avec une sonde correspondant 4 la par-
tie codante du géne #idA. Une A trois copies
du gene nidA ont été mises en évidence
dans le matériel transformé. Aucune hybri-
dation n'a été obtenue sur les plantes ou cals
témoins non transformés.

Propriéteés
symbiotiques des
plantes transgéniques

Afin de vérifier qu'il 'y avait pas modifi-
cation des propriétés symbiotiques occa-
sionnédes par la présence des transgénes, des
expériences de nodulation ont été entre-
prises avec les plantes transgéniques de




C. glanca et &’ A. verticillata. Les plantes
d’ A. verticillata ont été inoculées avec la
souche de Frantkia Allo2 et celles de C. glau-
ca par la souche THR.

Plus d’une centaine de plantes transgé-
niques d’A. verticillata obtenues aprés trans-
formation par A. tumefaciens ont été trans-
férées en serre, puis inoculées par la souche
de Frankia Allo2. Apr‘es 2 mois, 68,5 %
des plantes transgéniques et 57 % des
plantes témoins non transformées ont déve-
loppé de un 4 douze nodules (phozo 1D-
E). Lactivité réductrice d’acétylene est iden-
tique dans les nodules transgéniques et
témoins [7].

Dans le cas des plantes transgéniques de
C. glanca, une vingtaine de plantes témoins
et de plantes transformées ont été inoculées
par Frankia en chambre de culture. Environ
65 % des plantes contenant ou non les
transgenes ont développé une moyenne de
cing nodules. Les plantes nodulées poussent
dans un milieu nutritif carencé en azote, ce
qui traduit la fonctionnalité des nodules.

La transformation
génétigue,

un outil important

pour éetude

des génes symbiotiques
dans les plantes
actinorhiziennes

Afin d’étudier des génes végétaux spécifi-
quement exprimés lors de la symbiose acti-
norhizienne, nous avons entrepris au labora-
toire 'isolement des ARN messagers (ARNm)
de jeunes nodules de C. glauca, puis nous
avons synthétisé les ADN complémentaires
(ADNc) correspondants. Une trentaine de
clones spécifiquement exprimés ou surexpri-
més dans les nodules ont ainsi éeé purifiés et
partiellement séquencés. Des homologies
avec des banques de données ont été recher-
chées et ont permis de caractériser certains
genes symbiotiques de C. glanca : genes dhé-
moglobine, de chalcone synthase, de métal-
lothionéine, d’alpha-tubuline, etc. [11].

Les systtmes de transformation générique
que nous avons développés interviennent a
plusieurs niveaux pour contribuer 4 la carac-
térisation de ces génes symbiotiques. Tout
d’abord, les plantes transgéniques permet-
tent I'étude de la région promoteur des
gtnes symbiotiques. Au sein de ces
séquences promoteurs se trouvent diffé-

Cahiers Agricultures 1998 ; 7 : 536-41

Retour au menu

Transgenése et estimation des risques

rents modules qui vont contribuer 3 la régu-
lation de I'expression des génes correspon-
dants. Lapproche suivie consiste & réaliser
une fusion entre la séquence promoteur
choisie et le géne rapporteur de la f-glucu-
ronidase. Lexpression spatio-temporelle de
ces constructions chimeéres est ensuite étu-
diée au cours de I'établissement de la sym-
biose avec Frankia. La localisation de I'ac-
tivité B-glucuronidase permet d’émetire des
hypotheses sur la fonction des génes. Cette
approche est en cours de réalisation pour le
promoteur d’un géne de métallothionéine
identifié lors de I'analyse de la banque
d’ADNcde C. ngZt’CcZ

Une autre stratégie permettant de préciser
la fonction d’un géne dans la symbiose
consiste 4 diminuer ou éteindre 'expres-
sion de ce gene en introduisant une
construction chimére contenant le géne
étudié en orientation inverse dite orientation
« antisens ». Lanalyse physiologique des
plantes transgéniques dans lesquelles 'un des
génes symbiotiques n'est plus exprimé per-
met de préciser le réle de ce gene tant pour
la nodulation que pour la croissance de la
plante. Une telle stratégie est actuellement
suivie chez C. glanca avec un gene de méeal-
lothionéine et avec un géne codant pour un
facteur de transcription.

Utilisation

des casuarinacées
transgénigues
pour comparer
les symbioses
actinorhiziennes
et les symbioses
rhizobium-
legumineuses

Comme nous ['avons mentionné précédem-
ment, les symbioses actinorhiziennes ne sont
pas identiques aux symbioses rhizobium-
légumineuses, tant par la structure des nodules
que par la nature des microorganismes sym-
biotiques {12]. On peut donc s'interroger
sur Paptitude des plantes actinorhiziennes &
reconnaitre et exprimer des séquences pro-
moteurs de génes de légumineuses.

Ceest pour répondre A cette question que
nous avons entrepris d’introduire chez
C. glauca et A. verticillatale géne rapporteur
de [a B-glucuronidase sous contréle de dif-

férents promoteurs hétérologues d’hémo-
globine. Lhémoglobine est une métallo-
protéine transporteuse d’oxygene que Fon
trouve en grande quantité dans les nodules
des légumineuses (on parle de leghémoglo-
bine chez les légumineuses). Cette protéine
est également présente dans les nodules de
certaines plantes actinorhiziennes telles que
C. glauca. Lapprowsmnnement en oxygéne
du nodule est soumis & des exigences contra-
dictoires : d’une part, la nitrogénase bacté-
rienne qui permet la fixation de l'azote est
inactivée de fagon irréversible par de faibles
concentrations d’oxygéne mais, d’autre part,
la fixation d’azote est trés demandeuse en
énergie fournie par les chaines respiratoires.
La fonction de 'hémoglobine symbiotique
est de fournir un flux important d’oxygene
dans le nodule, tout en maintenant une
faible pression d’oxygeéne libre dans I'envi-
ronnement immédiat de la nitrogénase [13].
Deux promoteurs d’hémoglobine symbio-
tique ont été étudiés dans notre laboratoi-
e: le promoteur /bc3 provenant d’un
gene de leghémoglobine de soja (légumi-
neuse/thizobium) [14] et le promoteur Pz
provenant d’'un géne d’hémoglobine de
Parasponia andersonii (atbuste de la famil-
le des ulmacées), la seule non-légumineuse
connue pour établir une symbiose avec rhi-
zobium [15]. Ces promoteurs ont été pla-
cés en amont du géne rapporteur GUS,
puis introduits grice & Agrobacterium chez
C. glauca et A. verticillata. Les plantes trans-
géniques correspondantes ont ensuite été
inoculées par le micro-organisme Frankia,
et les nodules transgéniques ont éié analy-
sés. Pour les deux constructions, on obser-
ve une expression du géne rapporteur de la
B-glucuronidase dans les cellules végétales
infectées par Frankia et situées dans la zone
de fixation d’azote (voir la photo 2 pour la
construction /bc3-GUS ) [16].
Ces résultats traduisent donc I'aptitude des
cellules végétales des casuarinacées & recon-
naitre et exprimer des séquences régula-
trices provenant de légumineuses. Au cours
de I'évolution, il y a donc eu une forte
conservation de la régulation de I'expression
de ces genes.

Introduction

de genes d'intérét
dans les espéces
forestiéres ligneuses

Si la transformation génétique est, comme
nous l'avons souligné précédemment, un
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Photo 2. Analyse
histochimique d'un

nodula trangadéninne
Nuluie ansycnigue

d’'Allocasuarina verti-
cillata exprimant le
géne rapporteur de la
B-glucuronidase sous
contréle du promoteur
du géne de leghémo-
globine /bc3 de soja.
La coloration bleue est
observée dans les cel-
lules fixatrices d'azote
infectées par le micro-
organisme fFrankia.

Photo 2. Histochemical
analysis of a transgenic
nodule of Allocasuarina
verticillata expressing

the B-glucuronidase reporter gene under control of the be3 leghemoglobin promoter from soybean. Indigo
blue staining is located in the nitrogen-fixing cells infected by the microsymbiont Frankia.

outil important pour les études fondamen-
tales des genes végétaux, elle constitue éga-
lement un outil précieux pour les pro-
grammes d’amélioration générique des
espéces ligneuses. En effer, les programmes
d’amélioration généiique classiques fondés sur
la reproduction sexuée sont longs. Le temps
nécessaire pour atteindre la maturité repro-
ductive, la grande taille des individus et la fré-
quente incompatibilité entre les espices ren-
dent difficiles les expériences d’hybridation.
Parmi les génes d’intérée qui ont fait leur
preuve chez les especes ligneuses forestitres,
on peut citer des génes de résistance 4 des
herbicides, des génes conférant des résis-
tances 2 des insectes soit par la production
d’entoxines de Casuarina, soit par I'expres-
sion d’inhibiteurs de protéases [17] et, enfin,
de nombreux génes impliqués dans la voie
de biosyntheése de la lignine qui ont été
clonés en vue d’obtenir un bois présentant
une quantité réduite de lignine ou d’obte-
nir une lignine plus facilement hydroly-
sable, ce qui réduirait le cotit lié & Uextrac-
tion de la cellulose lors de la fabrication de
péte a papier [18]. De telles approches sont
désormais possibles avec les casuarinacées.
Il est cependant nécessaire, pour la mise
en place de tels programmes en collabora-
tion avec les pays du Sud, qu'une législation
permettant le suivi des organismes généti-

- quement modifés soit établie dans chacun
des pays concernés.

Conclusiocn

La mattrise d'un systéme de transformation
génétique chez les casuarinacées ouvre de nom-
breuses perspectives. En effet, peu d’espéces
ligneuses tropicales ont été transformées ; la
possibilité de disposer d’un systéme de trans-

fert de genes efficace et relativement rapide va
permettre de faire progresser les connaissances
fondamentales des especes ligneuses tropi-
cales : identification de vecteurs d’expression
constitutifs ou tissus spécifiques, caractérisation
de geénes exprimés dans les racines et les
nodules, étude de la stabilité des transgénes au
cours du développement d’un arbre.

Ce systéme va également profiter 3 la connais-
sance des symbioses fixatrices d’azote [19]. A
court terme, on pourra mieux comprendre le
programme génétique qui permet la diffé-
renciation des nodules actinorhiziens et attri-
buer une fonction aux génes symbiotiques
nouvellement isolés chez Casuarina. A long
terme il devrait étre possible d’améliorer ces
symbioses en modulant I'expression de cer-
tains génes symbiotiques. Létude comparative
des symbioses actinorhiziennes et des sym-
bioses rhizobium-légumineuses va également
fournir des informations sur I'évolution des
symbioses fixatrices d’azote et sur les possi-
bilités de transférer laptitude 4 fixer lazote
dans de nouvelles associations symbiotiques
artificielles
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Summary

Transformation génétique des arbres
tropicaux fixateurs d'azote

de la famille des casuarinacées
C. FRANCHE, ET AL

Les arbres tropicaux de la famille des casuari-
nacées sont capables d'établir une symbiose
avec un actinomycéte du sol, Frankia. La rela-
tion plante-micro-organisme se traduit par Ja dif-
férenciation de nodules racinaires qui ontla pro-
priété de fixer I'azote atmosphérique. Gréace 2
leurs faibles exigences nutritionnelles et & leur
remarquable tolérance a la sécheresse, ces
arbres jouent un réle important dans les régions
tropicales, a la fois pour la protection des sols et
la production de bois ou de biomasse.
L'utilisation d’un vecteur biclogique naturel,
Agrobacterium tumefaciens, a permis [a mise au
point d’une technigue de transformation géné-
tigue chez deux espéces de casuarinacées:
Allocasuarina verticillata et Casuarina glauca.
Des plantes transgéniques ont été régénérées,
caractérisées et leur aptitude a developper des
nodules fonctionnels aprés inoculation par
Frankia a été montrée.

La maitrise d’une technique de transfert géné-
tique, alliée a l'utilisation des outils de la biclogie
moléculaire, permetira d'obtenir de nombreuses
informations sur les échanges moléculaires entre
Casuarina et Frankia, et d'améliorer fes perfor-
mances de ce systéme symbiotique. Par une
bonne connaissance des mécanismes contri-
buant & la régulation de I'expression chez
Casuarina, I'introduction de génes d'intérét dans
ces ligneux tropicaux peut étre envisagée et
devrait contribuer a accélérer les programmes
d’amélioration génétigite de ces arbres.

Genetic transformation of tropical
nitrogen-fixing Casuarinaceae tree
species

C. FRANCHE, ET AL.

Tropical trees of the Casuarinaceae family deve-
lop a symbiotic association with a soil actino-
mycete (Frankia) that fixes nitrogen in root
nodules. Based on this symbiotic association and
their natural drought tolerance, Casuarinaceae
species are multipurpose pioneer trees — they
are currently used in tropical and subtropicaf
areas with poor forest resources for sand stabi-
fization, soif rehabilitation, fuelwood and timber
production, shelter belts and field crop protection.
The biological vector Agrebacterium tumefaciens
was used to develop a genetic transformation
procedure for two species, Allocasuarina verti-
cillata and Casuarina glauca. Transgenic trees
were regenerated, characterized, and their abi-
lity to develop nitrogen-fixing nodules was
demonstrated.

A. verticillata and C. glauca are the first actino-
rhizal trees ever to have been genetically trans-
formed. It is quite likely that transgenic
Casuarinaceae will provide a major tool for inves-
tigating regulatory mechanisms that controf acti-
norhizal gene expression and for comparison of
fegume and actinorhizal symbiotic genes. A bet-
ter understanding of gene expression in these
tropical trees will also pave the vvay to the intro-
duction of agronomically useful traits.

Cahiers Agricultures 1398, 7 : 536-41.
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Transgenése et estimation des risques

Plantes transgéniques :
de I'estimation
a la gestion des risques

Fabrice D. Pessel, Jane Lecomte, Pierre-Henri Gouyon

Cadre et contexte
des études
sur les risques

Le génie génétique est une technologie qui,
15 ans apres les premiers travaux expérimentaux
en laboratoire, trouve des applications dans
divers domaines, en particulier celui de 'amé-
lioration des plantes cultivées. Aujourd’hui,
les grandes firmes semencitres disposent d’une
large gamme d’especes végérales transgéniques
d’intéréts économiques exprimant différents
caractéres comme des tolérances aux herbi-
cides, aux ravageurs (insectes, nématodes), aux
pathoggnes (virus, champignons) ou présentant
de nouvelles caractéristiques alimentaires (pro-
duction d’acides aminés ou d’acides gras spé-
cifiques), ornementales (couleur des fleurs)
voire pharmaceutiques (production de lipase,
albumine, bémoglobine).

Articles de presse polémiques, publicités pro-
voquantes, prises de position politiques contra-
dictoires, manifestations violentes, publica-
tions pseudo-scientifiques, mise en place de
débats parlementaires, d’'une Conférence de
Citoyens, d’un Comité de Biovigilance, pro-
position de moratoire. .. tout est dit, tout est
entrepris aujourd’hui lorsquil est question
des plantes génétiquement modifides, ou plus

largement d'organismes génétiquement modi-

fiés. Ainsi, au nom de la « transparence »,
voulue par tous, mais bien souvent pour ser-
vir des intéréts divergents, ce dossier déja dif-
ficile 4 appréhender 4 la base ne cesse de se

F.D. Pessel, J. Lecomte, P-H. Gouyon:
Laboratoire Evolution et Systématique,
CNRS-URA 2154, Batiment 362, Université
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complexifier aux yeux du grand public alors
que, parallélement, les connaissances scienti-
fiques et techniques progressent, méme si
cette progression est lente et que plus les
connaissances saffinent, plus les inconnues
saccumulent.

Cet étonnant paradoxe trouve en partie
son explication dans le contexte social
actuel. Les affaires du sang contaminé et de
la vache folle, pour ne citer que les plus
voyantes, remettent aujourd’hui en cause la
confiance que pouvait accorder notre socié-
té au systtme de décision [1], en particulier
celui chargé d’autoriser la dissémination
des plantes transgéniques. De plus, dés que
se sont mis en place les protocoles d’esti-
mation £ priori des impacts potentiels de ces
nouveaux organismes sur notre environne-
ment, nous avons trés rapidement consta-
té que la diversité, 2 la fois des caractéres
introduits et des espéces modifiées par trans-

_ genese, rendait impossible une évaluation

globale de ces risques. Seules des études au
cas par cas pouvaient étre mises en place,
pour une espéce donnée, pour un caracte-
re donné et dans un environnement donné,
Il semble que le caractére non généralisable
du discours ait été trés mal percu par la
société qui $accommode plus volontiers de
concepts globalisants et normatifs : « Cest
tout bien ou tout mal ». Cet aspect relatif
des réponses scientifiques s'accompagne
souvent d’un discours complexe et tech-
nique qui contribue au rejet des biotech-
nologies, plus souvent par incompréhension
(parfois justifiée d’ailleurs) qu'en réelle
connaissance de cause. Le recours 4 lirra-
tionnel est alors un mécanisme de défense
trés efficace qui, relayé par les médias porte-
parole de ['opinion, l'emporte bien sou-
vent sur le discours rationnel des scienti-
fiques. Ces comportements irrationnels
sont légitimes et ne peuvent étre condam-
nés tant qu'ils demeurent individuels et




