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Résumé

Depuis 'obtention de la premiere plante transgénique de riz en 1988, de larges progres ont
été accomplis pour manipuler les caracteres d'intérét agronomique par ingénierie
génétique chez cette plante d'importance alimentaire, €économique et culturelle majeure.
Les caracteres concernés vont de la résistance aux insectes ravageurs et aux pathogenes
fongiques, bactériens et viraux a la tolérance vis-a-vis des contraintes abiotiques (toxicités
et carences minérales, température excessive ou basse, exces ou déficit en eau) en passant
par les qualités nutritives ou industrielles du grain. Des portions entieres de voies
métaboliques peuvent a présent étre finement manipulées, permettant par exemple la
production de B-caroténe (provitamine A) dans l'albumen du grain, qui en est
naturellement dépourvu, ou l'accumulation des enzymes de la photosynthese C4 dans
des tissus foliaires précis. La production de molécules d’intérét thérapeutique ou industriel
dans le grain a aussi été réalisée. Bien que certaines de ces innovations soient prétes a étre
transférées dans le champ du riziculteur depuis plusieurs années, les politiques publiques
sont encore hésitantes a franchir le pas. Ce retard relatif a été mis a profit pour conduire de
nombreuses études sur les impacts alimentaires et environnementaux liés a la
consommation et au déploiement de ces nouvelles cultures.

Mots clés : amélioration génétique ; qualité des produits ; riz ; stress abiotiques ; stress
biotiques ; transformation génétique.

Theémes : amélioration génétique ; pathologie ; productions végétales.

Abstract

Use of genetic engineering in rice improvement

Since the first recovery of a transgenic rice plant in 1988, major progress has been made in
manipulating traits of interest through genetic engineering of this plant of high
sociological, cultural and economic importance. These traits encompass resistance to
insect pests, and fungal, bacterial and viral pathogens, tolerance to abiotic constraints
(mineral toxicities and deprivation, low or high temperatures, water excess or shortage)
and the nutritional or industrial qualities of the grain. Last but not least, engineering
metabolic pathways in a tissue-specific manner have led, for instance, to the accumulation
of carotene in the rice endosperm as well as of C4 photosynthetic enzymes in appropriate
anatomical compartments of the leaf. Other projects aim at producing molecules for
therapeutic or industrial use in the seed. Although some of these innovations have been
readily transferable to rice farmers for several years, public policies are still hesitant. The
scientific community has taken advantage of this to study the impact on the alimentation
and the environment related to the consumption or the deployment of the future
engineered crops.

Key words: abiotic stress; biotic stress; genetic engineering; plant breeding; product
quality; rice.

Subjects: genetic improvement; pathology; vegetal productions.
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pres l'obtention en 1988 des
A premieres plantes transgéni-

ques de riz par électropora-
tion de protoplastes, le transfert de
genes d’intérét agronomique chez le
riz a rapidement suivi et s’est depuis
diversifié tout en bénéficiant d’'une
amélioration constante des méthodes
de transgenese (Tyagi et Mohanty,
2000 ; Bajaj et Mohanty, 2005). Les
premieres plantes de riz exprimant
une entomotoxine de Bacillus thurin-
giensis et tolérantes aux insectes
foreurs des tiges et aux mineurs des
feuilles ont ainsi été testées en labo-
ratoire en 1993 (Fujimoto et al., 1993)
puis au champ, quelques années plus
tard (Tu et al., 2000 ; Ye et al., 2001).
De 1985 a 1999, la fondation Rocke-
feller a fortement appuyé des projets
de transferts de geénes visant une
tolérance accrue aux contraintes abio-
tiques (sécheresse, salinité) et agres-
sions biotiques (insectes foreurs,
piqueurs-suceurs et  défoliateurs,
virus, champignons et bactéries) et a
I'amélioration de la qualité nutrition-
nelle du grain. Le programme le plus
emblématique dans cette derniére
catégorie est sans doute celui visant
la mise au point du riz enrichi en
B-caroténe, le riz doré, qui a ensuite
été appuyé par la Commission euro-
péenne (Ye et al., 2000).

Résistance
aux insectes
ravageurs

Les premiers genes d’intérét a avoir
été transférés dans le génome du riz
sont les genes cry de la bactérie
B. thuringiensis codant une 8-endo-
toxine toxique pour certains insectes.
Ces genes ont d’abord été introduits
dans des riz de type japonica
(Fujimoto et al., 1993) puis indica
(Wunn et al., 1996). Des versions
synthétiques de ces genes, présentant
une préférence de codon adaptée a
leur expression dans les plantes des
genes crylAa, crylAb, crylAc, cry1B,
cry24 et cry9C, ont été introduites
seules, en combinaison ou en asso-
ciant des geénes codant pour des
protéines entomotoxiques ayant un
autre mode d’action comme les pro-
téines vip de B. thuringiensis (Chen
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et al., 2010) ou des inhibiteurs de
protéases ou lectines végétaux. Les
essais au champ, réalisés dés 1997 en
Chine (Ye et al., 2001), ont démontré
lefficacité de ces stratégies pour la
protection du riz contre différentes
catégories de ravageurs (Shu et al.,
2000). Leur utilisation préserve, en
outre, la diversité des insectes non
cibles (High et al, 2004) tout en
évitant 'épandage de pesticides tres
nocifs pour la santé des riziculteurs
(Huang et al., 2005). Si les stratégies
d’expression des genes cry ont géné-
ralement fait appel a des promoteurs
constitutifs (ubiquitine du mais) ou
spécifique des tissus verts (PEP car-
boxylase du mais), une approche
originale a consisté a controler leur
expression par un promoteur induc-
tible par la blessure (inhibiteur de
protéases du mais) (Cordero et al.,
1994). Cette derniere stratégie permet
d’éviter une accumulation en continu
dans la plante et dans les parties
destinées a4 la  consommation
humaine, l'albumen du grain, ou
pouvant entrer en contact avec des
insectes non cibles, comme le pollen
(Breitler et al., 2001, 2004) (figure 1).
Lautre catégorie de génes codant des
protéines a activité entomotoxique
ayant été introduites chez le riz est
celle que forment les génes de lecti-
nes, d’albumines et d’inhibiteurs de
protéases d’origine végétale (Duan
et al, 1996 ; Irie et al, 1996 ; Xu
et al, 1996a ; Lee et al, 1999 ;
Mochizuki et al, 1999 ; Vila et al.,
2005 ; Yarasi et al., 2008). Les inhibi-
teurs de protéases permettent d’empé-
cher l'assimilation des acides aminés
essentiels par les jeunes larves d’'insec-
tes, ralentissent leur développement,
et peuvent provoquer leur mort. Le
premier riz exprimant un inhibiteur de
protéases testé au champ et conférant
un bon niveau de protection contre les
foreurs des tiges a été congu par
intégration dans son génome du géne
pinll de la pomme de terre placé sous
le controle de son propre promoteur,
qui présente l'intérét d’étre inductible
par blessure, et de lintron d’actine
1 du riz (Duan er al, 1996). Enfin,
une autre stratégie, récemment mise
au point pour lutter contre les néma-
todes ou les insectes ravageurs,
consiste a faire s'exprimer dans la
plante des ARN doubles brins dont la
dégradation en petits ARN apres
ingestion par le ravageur va conduire

a Dlinhibition spécifique de genes
essentiels a son développement par
la mise en place d'une interférence de
I'ARN (Zha et al., 2011).

Résistance
aux pathogénes

Différentes stratégies ont été utilisées
pour lutter contre les maladies fongi-
ques (Magnaporthe, Rhizoctonia,
Fusarium), bactériennes (Xanthomo-
nas) et virales du riz (Rice Tungro
Virus [RTSB et RTSVI], Rice Yellow
Mottle Virus [RYMV], Rice Stripe Virus
[RSV], Rice Hoja Blanca Virus [RHBV],
Rice Ragged Stunt Virus [RRSV]). Pour
les maladies provoquées par les
bactéries et les champignons, les
meilleurs niveaux de protection ont
pour le moment été ceux qui ont été
obtenus grice a des geénes de résis-
tance naturelle isolés a partir de
certaines variétés de riz ou de ses
especes apparentées. Une meilleure
connaissance des événements molé-
culaires impliqués dans les interac-
tions plante-pathogene a permis
d’identifier des geénes clés et centraux
régulant les processus de défense.
L’expression constitutive du gene
AINPR1 d’ Arabidopsis chez le riz a
ainsi permis l'expression préventive
des genes de défense endogenes
normalement induits par l'acide sali-
cylique, une hormone végétale de
stress, et conférant ainsi un niveau
plus élevé de résistance aux pathoge-
nes fongiques et bactériens (Quilis
et al., 2008). La manipulation de la
réponse hypersensible (immune) de la
cellule, conduisant la plante a résister
aux maladies grace a 'accumulation
de peroxyde d’oxygene et de compo-
sés phénoliques a pouvoir antibio-
tique, et a une modification structurale
de la paroi des les premiers stades de
linfection, a été également explorée
(Li et al., 2011). L'expression de genes
dérivés du pathogéne s’est montrée
efficace pour créer des résistances
contre les virus tels que les RTSV,
RTBV et le RYMV en exprimant res-
pectivement une réplicase impliquée
dans la multiplication du génome viral
(Huet et al., 1999), une protéine de
nucléocapside (Lentini et al., 2003) et
ARN polymérase ARN-dépendante
du virus (Pinto et al., 1999). Une autre




stratégie de lutte contre la forme
bacille du Tungro (RTBV) a consisté
a surexprimer dans la plante des
facteurs de transcription qui vont
réguler l'activité du promoteur du
virus (Dai er al., 2008).

Si la surexpression de certains genes
peut conduire 2 une augmentation de
la tolérance croisée aux stress bioti-
ques et abiotiques (par exemple, le
géne OsBIRF 1 codant pour une

protéine RING-H2) (Liu et al., 2008),
la surexpression d’'un méme gene peut
parfois conduire a des effets antago-
nistes pour la sensibilité a différents
types de stress. Ainsi, 'expression du
gene d’inhibiteur de carboxypepti-
dase de la pomme de terre protege
le riz contre les pathogenes fongiques,
mais conduit a un développement
plus important de larves de foreurs des
tiges (Quilis et al, 2007). L'effet de

protection contre les maladies fongi-
ques et bactériennes du gene AINPRI,
mentionné plus haut, est contreba-
lancé par une hypersensibilité au
virus du RYMV et aux stress abioti-
ques (Quilis et al., 2008). Les plantes
accumulant la protéine de type
14-3-3 régulatrice de la réponse aux
stress ZmGF14-6 montrent une tolé-
rance accrue a la sécheresse mais
également une hypersensibilité aux
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Figure 1. Modification de la résistance du riz vis-a-vis des insectes ravageurs : expression inductible par I'attaque des larves foreuses de tiges de la pyrale Chilo
suppressalis, d'un géne d'endotoxine de Bacillus thuringiensis (Breitler et al., 2000, 2001, 2004).

Figure 1. Modification of rice resistance to insect pests: expression induced by the attack of Chilo suppressalis pyral stem-boring larvae, from an endotoxic Bacillus
thuringiensis genus (Breitler et a/., 2000, 2001, 2004).

A) Larve de pyrale dans un entre-nceud de la tige de riz causant le symptome du cceur mort (infestation au stade tallage) ou de la panicule blanche (infestation a floraison) ; B) deux
construits ont été réalisés ou une séquence synthétique optimisée du géne cry 7B de B. thuringiensis codant pour une protéine crystal & activité entomopathogéne a été placée sous le
contréle d'un promoteur ubiquitaire (ubi1 du mais) ou inductible par blessure (maize protease inhibitor [mpil) ; C) la protéine Cry1B (fleche, ici visualisée spécifiquement grace a des
anticorps au sein des protéines totales solubles) s'accumule aprés blessure dans le riz (haut) quel que soit I'dge du tissu foliaire (B : blessé ; NB : non blessé) (bas) ; D) la protéine
Cry 1B est, en revanche, absente du pollen (haut) et de I'albumen (alb) et de I'embryon (emb) du grain (bas) lorsque le géne est contrélé par le promoteur inductible mpi ; E) les plantes
accumulant la toxine Cry1B sont résistantes (gauche) a la pyrale contrairement au témoin variétal (droite).
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Figure 1. (suite) : F) larves de pyrale récupérées aprés le bio-essai : les larves déposées sur les plantes exprimant la toxine ne se sont pas développées et sont mortes (haut) tandis que
les larves déposées sur les plantes témoins ont changé de stade et sont vivantes (bas) ; G) les lignées exprimant la toxine cry 1B sont totalement protégées en conditions de champ
tandis que les plantes témoins présentent les symptémes d'attaque par Chilo suppressalis (H) (C, D, F et E reproduits de Breitler et al., 2001 et Breitler et al., 2000, respectivement).

attaques de Fusarium et de Magna-
porthe (Campo et al, 2012). Le
dialogue croisé (cross-talk) entre les
voies de réponse aux stress biotiques
et abiotiques, qui peut conduire a des
réactions opposées et imprévues, est
encore insuffisamment pris en compte
dans les évaluations des plantes trans-
géniques. Les analyses de transcrip-
tome des plantes transgéniques qui
permettent de suivre Il'expression
simultanée de l'ensemble des genes
se systématisent et devraient apporter
un éclairage sur I'ensemble des voies
modifiées par la surexpression dun
gene dans la plante.

Tolérance
aux contraintes
abiotiques

Des tolérances accrues aux contraintes
abiotiques (toxicité et carences miné-
rales, exces ou déficit en eau, hautes et
basses températures, etc.) ont été
recherchées chez le riz comme chez
les autres plantes. En premier lieu, des
approches classiques de surexpres-
sion constitutive ou inductible par le
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stress de geénes, dont le produit
confere une tolérance aux stress par
protection des structures cellulaires ou
modification du transport d’eau de
minéraux ou d’eau, ont été tentées.
Dans cette catégorie rentrent par
exemple les protéines late embryoge-
nesis abundant (LEA) (Xu et al,
1996b ; Babu et al., 2004 ; Kathuria
et al., 2009), les protéines de choc
thermique (HSP) (Murakami el al.,
2004) ou les aquaporines (Katsuhara
et al., 2003). Des genes codant pour la
syntheése d’osmoprotectants comme la
proline (Hur et al., 2004 ; Su et Wu,
2004) et la glycine bétaine (Sakamoto
et Murata, 2002 ; Kathuria et al., 2009),
ou des sucres comme le tréhalose
(Garg et al., 2002 ; Jang et al., 2003)
ont aussi été utilisés. Dans un second
temps, des genes dont les produits
sont impliqués dans la perception et la
transduction du signal de réponse au
stress ont été identifiés et utilisés en
transgenese : ce sont principalement
des kinases comme MAPK (Saijo et al.,
2000 ; Xiong et Yang, 2003) et CPDK
(Asano et al., 2011), des protéines
régulant des voies de signalisation par
interaction protéine-protéine comme
les protéines SAP (Kanneganti et
Gupta, 2008 ; Ben Saad et al., 2012)
et DIR (Gao et al, 2011) ou des
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facteurs de transcription tels DREB
(Dubouzet et al., 2003 ; Oh et al,
2005 ; Oh et al., 2007 ; Wang et al.,
2008), AP37 (Oh et al., 2009), NAC (Hu
et al., 2006, 2008 ; Takasaki er al.,
2010), MYB (Ma et al., 2009 ; Jeong
et al, 2010), HARDY (Karaba et al.,
2007), ZIP23 (Xiang et al., 2008), ERF
(Quan et al, 2010) et DST (Huang
et al., 2009). Ces dernieres stratégies
permettent a la fois de réguler
I'expression coordonnée d’un grand
nombre de genes de réponse aux
stress et €galement de conduire a des
tolérances a plusieurs contraintes
abiotiques, les voies de réponse a
différents stress étant souvent commu-
nes, au moins pour partie. Si la liste est
longue des publications rapportant le
transfert de genes qui conferent au riz
une meilleure tolérance aux stress
abiotiques en conditions de labora-
toire ou de serre, les exemples de
tolérance vérifiée au champ sous
divers scénarios de stress restent
encore limités : seuls les genes NAC
(Hu et al., 2006 ; Jeong et al., 2010),
LEA (Xiao et al., 2007) et AP37 (Oh
et al., 2009) ont montré leur efficacité
en conditions naturelles. L’analyse fine
des résultats a d’abord permis de
conclure que la manipulation d’un
seul gene, méme jouant un réle central



dans la réponse a différents stress
abiotiques, pourrait difficilement per-
mettre une adaptation compléete de la
plante aux nombreux scénarios et
combinaisons de stress rencontrés en
conditions naturelles. Cependant, des
résultats récents semblent montrer
qu’un tel objectif pourrait étre atteint
et cela sans pénalité sur la perfor-
mance de la plante lorsqu’elle est
cultivée en absence de stress (Hu
et al., 2006 ; Karaba et al., 2007 ; Oh
et al., 2009 ; Jeong et al., 2010 ; Ben
Saad et al., 2012). Un intérét particulier
est actuellement porté a I'isolement de
genes de tolérance a partir de plantes
extrémophiles qui, en dehors de leurs
adaptations morphologiques et ana-

tomiques souvent remarquables, ont
aussi vraisemblablement optimisé
leurs mécanismes physiologiques de
réponse aux stress abiotiques. Ainsi,
une étude du transcriptome d’Aeluro-
pus littoralis, une graminée halophyte
adaptée a pousser en présence de
fortes concentrations en sel, a permis
d’identifier le géene AISAP codant pour
une protéine possédant deux domai-
nes en « doigt de zinc », A20 et AN1.
L’accumulation de cette protéine dans
la plante permet au riz, comme a
drautres plantes (blé dur, tabac), de
poursuivre sa croissance par un main-
tien de la photosynthese sous diffé-
rentes contraintes abiotiques séveres
(Ben Saad et al., 2012) (figure 2).

Une amélioration de la tolérance aux
carences minérales, telles que le
manque d’azote et de fer, a également
été approchée par la transgenese.
Pour l'azote, 'expression d’'un facteur
de transcription DOF du mais a permis
d’améliorer significativement son assi-
milation par activation des génes de
photosynthese et en modulant 'équi-
libre de métabolites carbonés et azotés
(Kurai et al., 2011). Une autre voie a
consisté a exprimer une gene d’ala-
nine aminotransférase d’orge de facon
tissu-spécifique (Shrawat ef al., 2008).
Pour accroitre labsorption de fer,
I'expression de genes impliqués dans
la biosynthéese des sidérophores (des
molécules facilitant 'assimilation et le

mM NaCl

Cc

Conditions normales

T RN5 RN2 RN4

p CaMV35S

~ GeneAISAP

Lignées de riz AISAP

D

RN5 RN2 RN4

Figure 2. Modification de la tolérance du riz vis-a-vis des contraintes abiotiques :

halophyte C4 Aeluropus littoralis.

expression d'un géne codant pour une stress-associated protein de la graminée

Figure 2. Modification of rice tolerance to abiotic constraints: expression of a gene coding for ‘“‘stress-associated protein” of the C4 grass halophyte Aeluropus
littoralis.

A) Plante des régions désertiques, A. /ittoralis a une croissance racinaire stimulée en conditions de salinisation (jusqu'a 300 mM) ; B) un ADN-T contenant la séquence codante du
géne AISAP sous le controle du promoteur CaMV 35 a été transféré chez trois lignées transgéniques de riz cv. Nipponbare, RN2, RN4 et RN5. RN5 montre le niveau le plus élevé
d'accumulation des transcrits AISAP. C-H : L'accumulation constitutive de A/ISAP permet au riz de tolérer des stress abiotiques multiples (salinité, déficit hydrique, choc osmotique,
basse température) (Ben Saad et al., 2012), nous montrons ici I'exemple du stress hydrique au travers d'un essai de déficit hydrique du sol contrdlé en pots en conditions de serre,
réalisé sur les trois lignées et le témoin variétal. Dans cet essai, la fraction transpirable en eau du sol (FTSW) est amenée a la capacité au champ (FTSW = 1), puis les pots sont
enveloppés avec du ruban adhésif de telle maniére a ce que les seules pertes en eau soient dues & la transpiration. La teneur en eau du sol est amenée a un niveau proche du point de
flétrissement permanent (FTSW = 0,1). Avant le stress, les lignées transgéniques ont un développement comparable au témoin (C). Apreés le stress (D), les plantes sont remises en
eau et récupérent pendant une semaine (E).
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F Index de performance de la chlorophylle

dc M RN5

1 0.63 0.3
FTSW

Taux d’assimilation du CO,

d'
|

+/ RNZ RN4

A (umol/ m? s)

H
Caractere Culture en conditions normales Apres stress hydrique
et récupération
Témoin Lignée RN5 Témoin Lignée RN5
Hauteur (cm) 87,3+2,51 | 90,66 + 4,16 (NS) nd 76,33 £4,04 (**)
Nombre de talles | 13,33 +1,52 | 16,66 + 1,15 (*) nd 7.0+£1.0 (")
Nombre 12,33+ 1,52 | 15,66 + 1,52 (NS) nd 5,66 + 1,52 (**)
de panicules
Pois de grain 62,56 + 3,58 | 70,16 + 4,79 (NS) nd 37,65 + 3,46 (**)
(g/plante)
Pois de 100 2,43+0,32 | 3,03+0,33 (NS) nd 1,99+ 0,17 (%)
grain (g)

Figure 2. (suite): Sous stress, les lignées transgéniques (ici illustrées par la lignée RN5) maintiennent une bonne assimilation du CO, et I'intégrité de leur appareil
photosynthétique, comme attesté par I'index de fluorescence de la chlorophylle (F). Ces parameétres physiologiques retournent a la normale chez le riz AISAP
apres récupération (FTSW = 1 sur I'histogramme) alors que ceux des plantes témoins restent toujours affectés. Les riz A/ISAP ont poursuivi leur croissance
malgré le stress (G) et produisent 50 % de la récolte obtenue en conditions normales (H) alors que les plantes témoin ne survivent pas (B-H reproduits de Ben

Saad et al., 2012).

transport du fer) tels ceux codant la
nicotianamine aminotransférase et la
nicotianamine synthétase, a été réali-
sée (Takahashi er al, 2001). Plus
récemment, le facteur de transcription
iron deficiency 1 (IDEF1) qui se lie
directement a l'élément IDE1 des
promoteurs des geénes induits en
réponse a la carence en fer et active
leur transcription, notamment celle
d’'un autre facteur de transcription
OsIRO2, a été caractérisé. Des plantes
de riz transgéniques surexprimant le
facteur IDEF1 présentent une tolé-
rance accrue a la déficience en fer
qui leur permet de se développer sur
des sols calcaires, normalement défa-
vorables a I'absorption du fer par les
plantes (Kobayashi et al., 2007).

Amélioration
de la qualité
nutritionnelle du grain
Les améliorations qualitatives du grain

ont visé la modification de 'amidon, et
des protéines de réserve, 'augmenta-
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tion ou la réduction du niveau de
certains acides aminés et la réduction
des protéines allergénes naturelle-
ment accumulées dans le grain.
L'exemple le plus emblématique du
succes de la modification de la qualité
nutritive du grain de riz est celui qui a
été obtenu par le transfert de genes
intervenant dans la biosynthése du [3-
caroténe ou provitamine A (Burkhardt
et al, 1997), aboutissant ainsi a la
création tres médiatisée du riz doré
(golden rice). Cette stratégie est des-
tinée a contribuer a pallier la carence
en vitamine A, qui touche particulie-
rement les populations défavorisées
du Sud, en complément dautres
approches comme la diversification
alimentaire et les programmes de
fourniture de vitamine A. Elle a
consisté a faire saccumuler dans
I'albumen du riz, qui en est dépourvu,
du B-caroténe par transfert des génes
intervenant dans sa biosynthese. La
voie de biosynthése chez les plantes
implique l'action successive de cinq
enzymes a partir du géranylgéranyl
diphosphate (GGPP) : la phytoene
synthase (PSY), la phytoene désatu-
rase (PDS), la caroténe désaturase

(ZDS), et les lycopéne P-cyclase
(B-LCY) et hydrolyase (B-HYD)
(fisure 3). Les geénes codants pour
ces enzymes sont déja présents dans le
génome du riz mais ne s'expriment
pas dans l'albumen du grain. Des
études ont montré que la principale
barriére a 'accumulation de B-caroténe
dans l'albumen est I'absence d’accu-
mulation des enzymes PSY et ZDS. Le
premier prototype de riz doré a donc
consisté a transférer les genes psy de
narcisse et le gene crt1 de la bactérie
Erwinia, qui convertit directement le
phytoéne en lycopéne et accomplit
donc la fonction des genes pds et zds.
Les genes psy et crtl ont été placés
sous le contréle du promoteur de
glutéline du riz qui confere une
expression spécifique de 'albumen,
et du promoteur 35S du CaMV qui
confére une expression constitutive.
Une autre expérience de cotransfor-
mation a associé cet ADN-T avec un
autre ADN-T portant le géne B-Icy de
narcisse sous le contréle du promo-
teur de glutéline du riz. Les résultats
ont montré que lintroduction de
cette derniere cassette de génes n’était
pas nécessaire a l'accumulation de




B-caroténe dans le riz, puisque les
activités B-LCY et B-HYD étaient
induites dans l'albumen du grain de
riz suite a la production de lycopene.
Une accumulation de B-caroténe de
1,6 4 2 ug/g a été observée dans les
grains des meilleurs événements de
transformation, démontrant ainsi la
faisabilité de la modification (Ye et al.,
2000). 1l s’est agi ensuite d’augmenter
I'expression du gene crt1 en utilisant
une séquence synthétique optimisée
pour son expression dans la plante, de
remplacer le geéne sélectionnable de
résistance aux antibiotiques, utilisé
pour la sélection des tissus transfor-

més, par le gene PMI codant pour la
phosphomannose isomérase et cela
dans des variétés indica élite (IR64,
MTL250) (Hoa et al., 2003). Dans
ces conditions, une accumulation de
carotene de 0,12 0,9 pug/g dans les
grains T1 et de 0,8 ug/g en moyenne
dans les grains T2 des lignées de riz
doré indica a été obtenue. En para-
llele, 1a société Syngenta parvenait a
atteindre une accumulation de 6 ug/g
dans les grains des événements de
transformation débarrassés de mar-
queurs de sélection de riz japonica
tropical en utilisant le promoteur de
glutéline pour contréler I'expression

du geéne crt1 spécifiquement dans
I'albumen. En 2005, la société Syn-
genta publiait ainsi 'obtention d’'un
riz doré de seconde génération accu-
mulant 31 pug/g de B-caroténe, repré-
sentant 84 % des caroténoides totaux.
Ce saut quantitatif a été obtenu par
une évaluation systématique dans
l'albumen de lexpression d’ADNc
de différentes especes, orthologues
du gene psydu narcisse et notamment
ceux du mais et du riz (Paine et al.,
2005) (figure 3). Ce taux permet de
couvrir 50 % de l'apport journalier
recommandé avec une ration quoti-
dienne de 72 g de riz doré (un rapport

.
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Figure 3. Modification des qualités nutritionnelles du grain :
2003 ; Paine et al., 2005 ; Barry G., International Rice Research Institute [IRRI], communication personnelle).

I'exemple du riz doré enrichi en B-caroténe (Burkhardt et al., 1997 ; Ye et al., 2000 ; Hoa et al.,

Figure 3. Modification of grain nutritional qualities: example of B-carotene enriched golden rice (Burkhardt etal., 1997 ; Ye et al., 2000 ; Hoa et al., 2003 ; Paine et al.,

2005 ; Barry G, International Rice Research Institute [IRRI], personal communication).

A) La molécule précurseur de la synthése des caroténoides est le géranylgéranyl diphosphate (GGPP). Les barres horizontales délimitent les étapes de la voie de biosynthése des

caroténoides qui ont été reproduites en utilisant deux transgénes, I'un d'origine végétale et codant pour la phytoéne synthase

(PSY) et I'autre d'origine bactérienne et multifonctionnel

codant pour la B-caroténe désaturase (Crt1), qui accomplissent la fonction des deux désaturases, phytoéne désaturase (PDS) et caroténe désaturase (ZDS). Le relais est ensuite pris

par la lycopéne B-cyclase (B-LCY) endogeéne du riz qui s'est avérée induite en quantité suffisante pour former le B-caroténe.
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Non transformé

Psy narcisse/crt1
jusqu’ a 8.0

Niveaux de caroténoides (ug/g)

Psy mais/crt1
jusqu’ a 36.7

Figure 3. (suite) : B) représentation schématique du construit ot le promoteur du gene de la protéine de réserve du grain de riz, la glutéline (GLU), gouverne de
facon spécifique dans I'albumen du grain I'expression du géne de la B-caroténe désaturase fusionnée au peptide de transit de la sucrose synthase (TpSSU) a
destination chloroplastique et du géne de la PSY, dont I'action combinée conduit a la formation de lycopéne, composé rouge ; C) I'utilisation du géne de PSY du
mais a permis un saut quantitatif dans I'accumulation du B-caroténe précurseur de la vitamine A entre les riz dorés de premiére et seconde générations.

de bioconversion du B-caroténe en
vitamine A de 1:12 est utilisé). Des
essais de conservation (dégradation
du carotene et clivage par la caroté-
noide oxygénase) et des essais nutri-
tionnels, notamment pour déterminer
la biodisponibilité (absorption) et la
bioefficacité (clivage enzymatique)
du caroténe contenu dans les grains
de riz doré, sont actuellement en
cours pour aboutir a une image
globale de I'apport réel a 'organisme
en vitamine A (Tang et al., 2009). Les
transgenes de riz doré de premiere
génération (gene PMI ou gene de
sélection éliminé) ont été introduits
par croisement dans des variétés
localement adaptées notamment par
I International Rice Research Institute
(IRRD), tandis que le méme travail est
en cours de réalisation avec le riz doré
de seconde génération a la teneur en
carotene supérieure. Sur la lancée du
riz doré, de grands projets internatio-
naux ont été lancés, notamment au
travers du Global Challenge Program
de biofortification, Harvest Plus, et
des Grand Challenges for Global
Health de la fondation Bill and
Melinda Gates, sur les especes vége-
tales de grande culture du mandat des
centres du Groupe consultatif pour la
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recherche agronomique internatio-
nale. En combinant les approches
d’évaluation de la diversité naturelle
et de sélection conventionnelle pour
ces caracteres et des approches de
transgenese, ces projets visent a
obtenir des nouvelles variétés combi-
nant des contenus en vitamines (A, E,
etc.), en acides aminés essentiels et en
oligoéléments (Fe, Zn) essentiels
améliorés. Les approches d’augmen-
tation de l'apport en fer ont consisté
en l'expression de geénes intervenant
dansla synthese de phytase quiinhibe
l'action de I'acide phytique par hydro-
lyse et augmente ainsi la biodisponi-
bilit¢ du fer présent dans le grain
(Lucca et al., 2001 ; Hong et al., 2004).
Une autre approche a visé une
expression constitutive ou spécifique
de l'albumen de genes de ferritine du
soja (Goto et al., 1999) et du pois
(Lucca et al., 2001), alliée ou non avec
une surexpression des genes de
nicotianamine synthase déja citée
plus haut (Wirth et al, 2009,
Johnson et al., 2011 ; Lee et al., 2011).
Le grain de riz a également été utilisé
comme support pour y exprimer des
protéines recombinantes, telles que la
lactoferrine (Nandi et al., 2002) ou le
lysozyme (Huang et al., 2002) humain

ou pour réaliser une immunothérapie
par voie orale par expression de
peptides épitopes d’allergenes
(Okada et al., 2003).

Amélioration

de l'efficacité
photosynthétique
du riz : le riz C4

Les plantes, possédant une photo-
syntheése en C4 comme le mais ou le
sorgho, présentent une adaptation
anatomique des feuilles et une dis-
sociation dans lespace des phases
photochimique et non photochimique
de la photosynthese. Chez ces plantes,
la pression partielle de CO, atteinte
dans les cellules de la gaine périvas-
culaire est plus de 10 fois supérieure a
la pression rencontrée chez les plantes
C3 (2 200 ppm au lieu de 200 ppm), ce
qui permet une photosynthese active
méme lors de la fermeture partielle
des stomates de ces plantes adaptées a
une croissance sous des climats arides.
Les enzymes phosphoénolpyruvate
carboxylase (PEPc) et pyruvate,




orthophosphate dikinase (PPDK) du
mails exprimées chez le riz, séparé-
ment ou en association, ont conduit a
une amélioration de la capacité photo-
synthétique associée avec une meil-
leure conductance stomatique et une
concentration interne en CO, plus
¢levée. Les données d’essai au champ
ont montré une augmentation specta-
culaire du rendement de 10 a 20 % et
de 30 a 35 % chez des plantes de riz
transgéniques  suraccumulant  les
enzymes PEPc et PPDK du mais
respectivement (Ku et al., 1999). Ces
résultats encourageants n’ont cepen-
dant pas été confirmés dans une étude
plus récente (Taniguchi et al., 2008).
Récemment, un programme ambi-
tieux financé par la fondation Bill et
Melinda Gates a réuni un réseau de
laboratoires, dont I'IRRI, pour réaliser
l'ingénierie d'un riz C4. Le projet vise a
modifier et compartimenter la machi-
nerie biochimique de la photosyn-
these par des stratégies de sur- et sous-
expression spécifique dans différents
tissus de la feuille tout en recherchant
une convergence de différenciation
anatomique avec les plantes en C4
(augmentation du nombre de vais-
seaux dans la feuille et diminution du
nombre de files de cellules de Méso-
phylle entre les veines). La recherche
des genes impliqués dans le contrdle
de ces caracteres est réalisée en
criblant des lignées « gain de fonc-
tion » de riz (obtenues par activation-
tagging) et des mutants perte de
fonction de sorgho (Kajala et al,
2011). Le défi est important mais des
avis contrastés sont émis sur la per-
tinence de développer un riz C4 : en
effet, laugmentation prévisible de la
teneur en CO, de I'atmosphere pour-
rait rendre a terme les plantes C3 plus
performantes et diminuer I'écart d’effi-
cience existant avec les plantes C4.

Diffusion

et acceptation

des innovations
basées

sur la transgenése
Aprés avoir été parmi les premiéres

céréales chez lesquelles des techni-
ques efficaces de transformation géné-

tique ont été mises au point et utilisées
avec succes pour transférer des genes
d’intérét, le riz devrait logiquement
étre la prochaine plante de grande
culture chez laquelle des variétés
transgéniques devraient étre diffusées
(Chen et al., 2011). Des riz transgéni-
ques, résistants aux insectes, et dont
les qualités nutritionnelles du grain
sont améliorées, sont déja préts et sont
entrés dans le long processus d’éva-
luation nécessaire pour une mise sur le
marché. Le bénéfice potentiel pour
I'environnement et la santé parait
suffisamment établi. Depuis plus de
15 ans, les cultures de coton et de mais
Bt ont fait la preuve de leur efficacité
sur des millions d’hectares en per-
mettant la réduction de l'utilisation de
pesticides de synthese (Lu et al., 2012).
Cependant, 'acceptabilité actuelle de
ce type de produit par les consom-
mateurs en Europe et au Japon a
considérablement ralenti le processus
pour le riz. Apres avoir été pionnier du
développement de ces technologies et
disposant de formules hybrides de riz
Bt efficaces et prétes a étre diffusées
depuis dix ans, les autorités chinoises
semblent faire marche arriere face a la
montée de l'activisme dans leur pays
et a une anticipation de I'impact qui
pourrait résulter de la mise en culture
de ces variétés sur les exportations des
produits dérivés du riz. Pour cette
raison, les premieres diffusions pour-
raient étre effectuées plutdt en Inde et
au Bangladesh, avec notamment le riz
doré enrichi en provitamine A. Ce
dernier, que l'on pouvait pourtant
penser a priori protégé par ses visées
humanitaires, a également fait 'objet
de virulentes attaques des I'annonce
de son obtention au début des années
2000. 11 a été rapidement dénoncé
comme un gadget facilement rempla-
cable par la diversification alimentaire
et constituant de fait un fer de lance du
lobby des industries agrochimiques
pour imposer les OGM dans les pays
en développement tout en s’achetant
une bonne conscience.

Les résistances aux virus, obtenues par
diverses stratégies et qui répondent a
un besoin trés urgent vu 'impact que
peuvent avoir les maladies causées par
ces pathogeénes certaines années,
pourraient également étre utilisées
comme complément aux rares sources
de résistance naturelle au virus ou a
son vecteur identifiées chez le riz.
Cependant, les programmes de diffu-

sion des innovations restent la encore
hésitants. Rappelons également le
précédent arrét de la diffusion vers
I’'Asie du Sud-Est, et notamment en
Thailande, de la papaye résistante aux
virus mise au point par la recherche
publique aux Hawai ou les cultures
sont ainsi protégées de facon tres
efficace par cette méthode, suite a une
campagne non moins efficace d’orga-
nisations environnementales.
Application plus discutable, des riz
transgéniques tolérants aux herbicides
(glufosinate d’ammonium, glypho-
sate, sulfonylurées) ont également
été mis au point, notamment pour le
marché nord-américain. Les sociétés
obtentrices ont pour le moment
renoncé a leur diffusion en raison
des problemes de séparation des
filieres destinées a l'exportation en
Europe. Un probléme est également
lié au croisement possible avec la
forme adventice du riz, le riz rouge,
interfertile avec le riz cultivé qui
pourrait conduire au développement
de formes résistantes (Messeguer
et al, 2004). Paradoxalement, la
société BASF a développé par muta-
tion induite dans le géne de l'acéto-
lactate synthase, cible des herbicides
de la classe de sulfonylurées, des riz
tolérants a ces herbicides qui ont été
commercialisés en Europe sans
aucune protestation, sous la techno-
logie Clearfield. Ces riz non-OGM
posent pourtant exactement les
mémes problemes que les riz tolérants
obtenus par transgenese (flux de
genes, apparition de résistances chez
les mauvaises herbes, etc.). La lutte
contre les mauvaises herbes reste
néanmoins un des problémes domi-
nants de la riziculture pluviale
conduite notamment sur le continent
africain.

Des riz produisant des molécules
pharmaceutiques comme la lactofer-
rine, puissant antiseptique du lait
maternel, ont également été en phase
de test. La farine de ces riz pourrait
aider a lutter contre la dysenterie du
nourrisson non allaité au lait maternel,
notamment dans les pays en dévelop-
pement. Les essais au champ en
Californie ont cependant da étre
suspendus du fait des craintes soule-
vées par un possible flux de genes vers
des cultures conventionnelles.

La tolérance aux contraintes abioti-
ques pourrait constituer 'objectif de
sélection pour lequel le recours a
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l'ingénierie génétique serait le plus
acceptable pour les consommateurs
européens. Nous avons cependant vu
que la plupart de ces innovations n’en
sont encore qu’au stade d’évaluation
au champ, ou elles sont confrontées a
de multiples scénarios de stress afin de
valider leur efficacité. Toutefois,
méme si ces stress peuvent varier
dans leur combinaison, leur sévérité
ou le stade de développement de la
culture ou ils surviennent, ils restent
connus, et le contournement des
tolérances ne peut pas résulter,
comme dans le cas des interactions
biotiques, d’'une coévolution imprévi-
sible du partenaire.

En conclusion, nous avons vu que les
innovations issues de lingénierie
génétique peuvent appuyer la sélec-
tion conventionnelle assistée par la
génomique chez le riz, notamment
pour des caracteres ou l'objectif fixé
pourra étre atteint plus vite ou uni-
quement par cette technologie. Les
méthodes de transgenese, quant a
elles, évoluent vers une précision
accrue des changements apportés au
génome qui pourront rendre a terme
les modifications obtenues plus pro-
ches de celles de la recombinaison
naturelle ou de la mutagenese. W
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