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Résumé: Les techniques classiques d'amélioration végétale par hybridation sexuée, fusion
somatique et mutagénèse anificielle, conduisent à l'introduction, en mélange et de manière
aveugle, d'irifonnations génétiques dans la descendance. Or, de plus en plus, on souhaite
introduire seulement un ou quelques caractères nouveaux, parfaitement identifiés, sans
bouleverser l'architecture génétique globale de la plante. Les transfonnations génétiques
assurent cette opération. Il n 'y a pas actuellement de méthode de transfonnation universelle
et généralisable à toutes les plantes et les différentes approches de transfonnation sont
exposées: méthodes de transfomlation utilisant un vecteur biologique (Agrobacterium
tumefaciens et A. rhizogenes); méthodes de transfen direct (électroporation, et canon à
panicules). Cette dernière technique, encore peu utilisée chez les plantesfuatrices d'azote,
devrait connaître un développement important au cours des prochaines années. En plus des
cibles recherchées chez la plupan des plantes de grande culture (résistance aux pathogènes,
tolérance aux stress), les Légumineuses offrent des cibles de transfonnation plus spécifiques
(synthèse de protéines de réserves, comme l'albumine chez les légumineuses à graines, ou la
biosynthèse d'acides aminés sulfurés chez les légumineuses fourragères). Les techniques de
transfomlation génétique constituent également une voie obligatoire pour étudier l'expression
et la régulation des gènes intervenant dans la symbiose Leguminosae-Rhizobium ou
Casuarinaceae-Frankia, spécialement ceux qui sont exprimés de manière temporaire ou
spécifique dans certains tissus. Une meilleure compréhellSion des mécanismes présidant à
l'interaction plante-microorganisme symbiotique devrait fournir des éléments d'infonnations
sur les possibilités d'étendre l'aptitude àfuer l'azote atmosphérique à d'autres groupes de
plantes.

Abstract: Classical techniques ofplant improvement by sexual hybridization, somaric fusion
and artificial mutagenesis lead to the introduction ofmixed, unplanned genetic materials in
the progeny. However, there is a growing demandfor the introduction ofone or afew more
perfectly identifiable new traits without disturbing the overal genetic architecture ofthe plant.
Genetic trallSformation can be used for this operation. There is as yet no universal
transformation method that can be usedfor aIl plants; this repon presents various approaches
to transformation work i. e. , methods of transfomlation using a biological vector
(Agrobacterium tumefaciens and A. rhizogenes), direct transfer methods byelectroporation
and by panicle jets... a method that is not widely used on nitrogen-fuing plants but is
expected to become increasingly imponant in the coming years. Besides the usual targets for
major crops (disease resistance, stress tolerance), legumes may be targetedfor more specifie
transfonnation (synthesis of reserve proteins, like albumin in seed legumes and biosynthesis
of sulfated amino acids in the food legumes). Genetic transfomlation techniques are also
essential in studying the expression and regulation of genes that play a role in the
Leguminosae-Rhizobium or Casuarinaceae-Frankia symbiosis, especially the specifie, or
timebound ones in certain tissue. A better understanding of the mechanisms of interaction
between symbiotic plants and microorganisms should provide irifomlation on the possibility of
transferring the capacity to fu nitrogenfrom the atmosphere to the other plant communities.
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La somme considérable des résultats accumulés ces dernières années en biologie moléculaire
et en génie génétique a abouti à la naissance d'une nouvelle biotechnologie végétale, les
transformations génétiques. L'intégration et l'expression d'un gène étranger dans une cellule
végétale ont d'abord emprunté le système naturel de transfert d'information génétique entre
les bactéries du sol Agrobacterium tumefaciens ou A. rhizogenes, et la plante. Puis des
techniques de transfert direct d'ADN sont apparues, comme l'électroporation ou la biolistique
par exemple.

Ces techniques ont permis une avancée majeure en amélioration végétale puisque désormais
il est possible de faire intégrer un caractère agronomique nouveau, sans bouleversement
génétique global de la plante. Les premiers résultats intéressants ont d'abord été obtenus avec
des plantes modèles, ayant une bonne aptitude à régénérer in vitro, comme le tabac et la
tomate (Horsch et al. 1985, McCormick et al. 1986). Puis les techniques ont été appliquées
à des plantes d'intérêt agronomique.

Parmi ces dernières, les plantes fixatrices d'azote atmosphérique constituent un groupe
important. Tout d'abord, l'amélioration des potentialités de fixation d'azote et le transfert de
cette propriété à d'autres plantes constituent toujours un défi d'actualité. Ensuite, ces
systèmes symbiotiques sont d'excellents modèles d'étude d'interaction plante-microorganisme.

Après avoir rappelé les principales techniques de transformation génétique, nous présenterons
un bilan des résultats de transfert de gènes obtenus dans les systèmes symbiotiques fixateurs
d'azote. Nous essaierons de montrer ensuite, comment l'utilisation d'un microorganisme,
Agrobaeterium, peut d'une part, contribuer à la connaissance de l'expression des gènes de la
symbiose, d'autre part, constituer un outil d'amélioration de ces symbioses.

Les méthodes de transfert de gènes utilisées

On connaît actuellement deux types de méthodes, selon que le transfert fait appel à un vecteur
biologique (Agrobacterium) ou peut être tenté directement (transfert direct).

Transfert par les Agrobacterium

Propriétés des Agrobacterium

Agrobaeterium tumefaciens et A. rhizogenes sont les agents respectivement responsables de la
galle du collet "crown-gall" et du "hairy-root" sur de nombreuses espèces végétales. On sait
depuis 1974 que cette transformation des cellules végétales est en fait l'oeuvre de plasmides
présents dans les souches virulentes d'Agrobacterium (Zaenen et al. 1974) et depuis 1977 que
la transformation des cellules végétales résulte de l'intégration clins leur génome d'un
fragment d'ADN (appelé T-DNA) issu de ces plasmides (Chilton et al. 1977). De nombreuses
études approfondies ont été depuis lors menées sur l'analyse des mécanismes moléculaires du
transfert des plasmides Ti, responsable des tumeurs d'A. tumefaciens et Ri, responsable du
hairy-root d'A. rhizogenes (Zambryski et al. 1989 et Hooykaas 1989).
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Utilisation d'Agrobacterium comme vecteur de gènes pour les plantes

Pour obtenir des plantes transformées présentant un nouveau caractère, il est nécessaire de
remplacer le T-DNA et ses caractères indésirables par le(s) gène(s) à introduire dans l'espèce
considérée.

On a l'habitude de distinguer deux types de vecteurs selon que les fonctions de virulence sont
portées en cis sur le même replicon ou en trans sur un autre plasmide (Klee et al. 1987).
Dans le cas des vecteurs binaires, la région vir est portée sur un plasmide Ti ou Ri débarrassé
de son T-DNA. Le gène à transférer est encadré par les séquences de bordure d'un autre
plasmide, à large spectre d'hôte, compatible avec Ri ou Ti (voir Figure 1). Dans le cas des
vecteurs intermédiaires, le gène à introduire est manipulé dans Escherichia coli à l'aide d'un
vecteur de clonage standard, puis introduit dans Agrobacterium; grâce à une cassette
d'homologie, on force la cointégration de ce vecteur dans le plasmide Ri ou Ti désarmé entre
les séquences de bordures. Dans les deux cas, le T-DNA artificiel est mobilisé par les
fonctions de virulence pour être transféré dans le génome de la plante (Figure 1).

Les tumeurs obtenues à la suite d'une infection par A. tumefaciens sont des chimères (mélange
de cellules transformées et cellules normales). Pour obtenir des plantes transformées, les
oncogènes devront être remplacés par un gène conférant un caractère de résistance à un
antibiotique par exemple, qui permette de sélectionner les seules cellules transformées. On
devra ensuite à partir des cals sélectionnés, procéder à la régénération de la plante et
éventuellement à sa micropropagation. Au contraire, les racines obtenues à la suite d'une
infection par A. rhizogenes sont constituées par des cellules qui sont toutes transformées. Les
racines hairy-root devront elles aussi régénérer des bourgeons pour que l'on puisse obtenir
des plantes transgéniques. Les plantes régénérées possèdent un phénotype hairy-root
indésirable dont on peut se débarrasser, par criblage des descendants obtenus par voie sexuée.

Pour être exprimée dans la plante, la séquence codante du gène étranger doit être sous la
dépendance de séquences régulatrices (promoteur, signal de terminaison de type eucaryote).
Les gènes de synthèse d'opines (nos: gène de la nopaline synthèse) des T-DNA possèdent de
telles séquences. Ces dernières sont souvent utilisées dans la construction des gènes chimères.
L'expression des gènes étrangers dans les plantes transgéniques est jusqu'à présent
essentiellement sous le contrôle de promoteurs et séquences régulatrices exprimés
constitutivement dans la plante. Dans le cas des recherches à caractère appliqué, on note
cependant un intérêt croissant pour l'utilisation de promoteurs exprimés spécifiquement dans
certains tissus ou en réponse à des stress particuliers.

L'isolement de gènes dits "reporteur" a permis ces dernières années des progrès considérables
tant dans la détection visuelle au niveau cellulaire des processus de transformation, que dans
l'étude des mécanismes d'expression des gènes végétaux. Le gène le plus fréquemment
utilisé, uidA, a été isolé de la bactérie Escherichia coli; il détermine la synthèse de la {3­
glucuronidase (GUS) dont l'activité se traduit par la conversion d'un substrat incolore (5­
bromo-4-chloro-3-indolyl-{3-glucuronide) en un précipité bleu indigo dans le cytoplasme des
cellules transformées. Des dosages f1uorornétriques extrêmement sensibles de l'activité {3­
glucuronidase permettent également des études quantitatives fines (Jefferson 1987).
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Figure 1. Transfonnation d'une cellule végétale par Agrobacterium
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Le transfert direct

La transformation directe fait appel à des techniques qui permettent, à l'aide de moyens
chimiques ou physiques de transférer de l'ADN dans des cellules sans intermédiaire
biologique. Parmi les techniques mises au point chez les végétaux on peut citer la
transformation par le polyéthylène glycol (Davey et al. 1980), la fusion de protoplastes avec
des liposomes (Caboche 1984) et l'électroporation (Guerche 1990).

Depuis 1987, on a vu apparaître une technique nouvelle, la biolistique, où l'introduction de
matériel génétique est réalisée par l'intermédiaire de microprojectiles accélérés à grande
vitesse dans un canon à particules (Klein et al. 1987). Cette technique se perfectionne d'année
en année et on peut prévoir que d'ici peu, des espèces insensibles aux techniques précédentes,
seront génétiquement transformables (Franche 1991).

Les espèces fixatrices d'azote transfonnées

Une compilation des travaux effectués sur les plantes fixatrices d'azote est donnée dans le
Tableau 1. Ce tableau présente le nom des espèces de légumineuses et non-légumineuses et
celui des gènes qui ont été transférés. Il ne dresse pas nécessairement tous les tests de
sensibilité qui ont été réalisés sur diverses espèces (Tepfer 1990 et Porter 1991) qui ne font
apparaître que les premiers stades de la transformation (hairy-root lors de l'inoculation avec
A. rhizogenes).

Les résultats du Tableau 1 montrent que de nombreuses espèces sont sensibles à l'infection
par les Agrobacterium, ce qui justifie l'importance du nombre de résultats obtenus par cette
voie. On compte huit espèces différentes de plantes transgéniques avec seulement une espèce
arborescente (Allocasuarina) , et pas de luzerne diploïde.

Les gènes transférés: résultats et intérêts

Les transformations génétiques constituent d'abord un outil de connaissance et de contrôle des
mécanismes physiologiques et biochimiques impliqués dans les interactions plante­
microorganismes et nous présenterons un exemple avec le rôle des lectines dans la nodulation
des légumineuses. Ensuite, les transformations génétiques constituent une technique d'étude
des mécanismes d'expression de ces gènes dans le génome de la plante-hôte et de leur
régulation au cours du développement de la plante.

La première moisson de résultats obtenus chez les plantes fixatrict\s d'azote concerne les
phénomènes de régulation qui existent à la fois entre les séquences qui constituent les
différentes régions du gène (cis-acting factors) et entre l'ensemble de ces séquences et les
protéines non encore identifiées, agissant en trans sur l'ADN (trans-acting factors). Enfin,
les premiers résultats de ces connaissances fondamentales commencent à être mises à profit
dans des programmes d'application agronomique et nous l'évoquerons.
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Tableau 1. Transfonnations génétiques chez les plantes fixatrices d'azote

On a indiqué dans le tableau les espèces chez lesquelles on a régénéré des plantes
transgéniques (+), ou obtenu seulement les premières réponses à l'infection par les
Agrobacterium. Les références font état des principaux travaux sur une espèce donnée; vOIr
dans le texte (*) par exemple d'autres cas de gènes introduits.

Espèces

Leguminosae
Abrus precatorius
Arachis hypogaea
Acacia drummondi
Cassia torosa
Cassia obtusifolia
Cassia occidentalis
Glycine canescens
Glycine clandestina
Glycine max

Lotus comiculatus (.)

Lupinus albus
Lupinus polyphyllus
Macroptilium atropurpureum
Medicago arborea
(1991)
Medicago sativa

Onobrychis vicifolia
Psophocarpus tetragonolobus
Sesbania rostrata

Stylosanthes spp.
Trifolium repens (.)
(1981)
Trifolium pralense
Viciafaba
Vigna aconitifolia
Vigna aconitifolia

Plantes actinorhiziennes

Alnus glutinosa
Alnus incana
Betula papyrifera
Allocasuarina verticil/ala

Technique

A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. lumefaciens
A. lumefaciens
A. lumefaciens
microprojecti1es
A. lumefaciens
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes

A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. lumefaciens
A. lumefaciens
A. lumefaciens
A. rhizogenes
A. tumefaciens
A. rhizogenes
A. lumefaciens
A. lumefaciens

A. rhizogenes
A. rhizogenes
A. rhizogenes
Protop1ast-PEG

A. lumefaciens
A. lumefaciens
A. lumefaciens
A. rhizogenes

Gène Plante
transgénique

+

Rubisco-nptII
Gus,nptII,EPSP +
Gus,nptII +

+
Legh-cat (soja) +
GS (soja) +

HPT +

+
+

nos-nptII +
pea-a1bumin +

+

nos-nptII Tiges

+
nptII +

+
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Modification du spectre d'hôte

L'induction de nodules fixateurs d'awte chez une légumineuse est un phénomène contrôlé par
une régulation hôte-spécifique de l'expression des gènes de nodulation de la bactérie. Une
espèce donnée de Rhizobium ne nodule que les espèces qui appartiennent à un même groupe
de plantes (groupe d'inoculation croisée). Par exemple, Rhizobium leguminosarum bv. viciae
nodule les plantes du groupe d'inoculation croisée du pois, de la vesce et de la lentille, alors
que le trèfle est nodulé par Rhizobium leguminosarum bv. Irifolii. Cette spécificité est
exprimée à un stade précoce du processus d'infection et résulte d'interactions multiples entre
les signaux émis par la plante et ceux de la bactérie. Parmi les substances précoces
impliquées dans les déterminants de la spécificité d'hôte, les lectines ont été souvent évoquées
(Kijne 1975, Priem and Wijffelman 1985). L'hypothèse repose sur le fait que les
légumineuses qui appartiennent à des groupes d'inoculation différents produisent des lectines
qui possèdent des sites de reconnaissance glucidique spécifiques (Kijne 1975). L'introduction
d'un gène de lectine de pois, dans des racines de Trifolium repens transformé par A.
rhizogenes (Diaz el al. 1989) a permis de vérifier cette hypothèse. En effet les racines de
trèfle de type "hairy root" ont pu être nodulées par la souche de Rhizobium leguminosarum
d'un autre groupe d'inoculation croisée.

La nodulation est cependant retardée et beaucoup de nodules sont anormaux. La spécificité
d'hôte, en partie contrôlée par les interactions lectines des poils absorbants-Rhizobium a donc
pu être modifiée. On peut cependant noter que les déterminants majeurs de la spécificité
d'hôte sont situés chez la bactérie. Chez Rhizobium melilOli par exemple, les gènes nod H
et nod PQ sont responsables de la spécificité d'hôte (Cervantes el al. 1989, Faucher el al.
1989).

Etude de la régulation des gènes impliqués dans les interactions plante-microorganisme

Dans la symbiose légumineuse-Rhizobium, un échange de signaux moléculaires assure la
régulation des gènes essentiels pour l'installation de la symbiose et de son fonctionnement.
On connaît, selon les espèces de 9 à 30 nodulines (Egli el al. 1991), protéines spécifiques
qui s'accumulent dans les nodules. Selon le moment de leur induction dans le nodule on les
classe en nodulines précoces et tardives. La noduline tardive la plus abondante et la mieux
connue est la leghémoglobine. Elle représente 20 à 30 % des protéines cytoplasmiques
solubles et son rôle est celui d'un transporteur d'02' approvisionnant le bactéroide dans un
environnement où la maintenance d'une faible pression en 02 est nécessaire pour éviter
l'inactivation nitrogénase.

Recherche du rôle des différentes régions du promoteur d'un gène de leghémoglobine

Nous prendrons comme exemple l'étude du promoteur du gène glb3 de la leghémoglobine de
la légumineuse tropicale à nodule caulinaire Sesbania roslrala. Une fusion transcriptionnelle
a été réalisé entre un gène reporteur (gène uid A d'E. coli) et le promoteur du gène glb3
(Szabados el al. 1990). Ce gène rapporteur code pour la IJ-glucuronidase qui est une enzyme
très stable et facilement dosable (Jefferson 1987). L'absence d'un système de

468



PROF EMILE DUHOUX ET AL.

transformation/régénération pour S. rostrata a conduit à étudier la régulation de l'expression
du promoteur du gène glb3 dans la légumineuse Lotus eornieulatus (lotier) (Szabados et al.
1990). Les constructions géniques ont été introduites dans le lotier en utilisant Agrobaeterium
rhizogenes, les plantes régénérées à partir des racines transformées (hairy roots) ont été
ensuite nodulées par Rhizobium loti. Une analyse fonctionnelle par délétions du promoteur
de glb3 a ainsi été réalisée. En résumé, il apparait que la région du promoteur située entre
les nucléotides -429 et -48 est indispensable à la spécificité d'expression dans les nodules;
la région plus en amont localisée entre - 1601 et -670 contient des éléments qui interviennent
dans l'activation de la transcription.

Transfert d'un gène de leghémoglobine chez un hôte hétérologue

Pour étudier la régulation de l'expression des gènes de plante il est important de connaître
le comportement des séquences régulatrices d'un gène d'une espèce donnée après leur
introduction dans des plantes d'espèces ou même de familles différentes.

Chez les légumineuses les promoteurs des gènes lbel de la leghémoglobine de soja et glb3 de
la leghémoglobine de S. rostrata (voir ci-dessus) ont été introduits d'une part, dans la
légumineuse Lotus eOrl/ieulatus et d'autre part, dans la Solanacée, Nieotiana tabaeum
(Stougaard et al. 1987). Ces études ont montré que le mécanisme qui gouverne la
transcription de manière spécifique dans les nodules est conservé chez les légumineuses. Il
apparait également que les promoteurs des gènes d'hémoglobines des légumineuses sont
faiblement fonctionnels dans les racines de tabac (Szabados et al. 1990). Chez les non
légumineuses les promoteurs des gènes d 'hémoglobines de Parasponia et de Trema ont été
introduits dans le lotier et le tabac (Bogusz et al. 1990). Il apparait que la régulation de
l'expression de ce promoteur de non légumineuse est conservée chez le lotier et le tabac.

Ces différentes expérimentations permettent, en fonction du niveau et de la spécificité
d'expression du gène, d'apprécier le degré de conservation des signaux de régulation chez les
plantes hétérologues et d'aborder progressivement chez les végétaux, l'étude de la régulation
par les facteurs agissant en trans (trans-acting factors).

Origine de la nodulation chez les plantes fixatrices d'azote: considérations évolutives

L'analyse du niveau et de la localisation de l'expression d'un gène d'hémoglobine (Hb)
fusionné au gène reporter GUS a permis à Bogusz et al., (1990) de proposer une hypothèse
sur l'origine de la nodulation chez les plantes supérieures. L'hémoglobine est présente dans
les nodules fixateurs d'azote des légumineuses et des non-légumineuses. La non-légumineuse
Parasponia alldersonni possède un seul gène d'Hb (Landsmann et al. 1986) qui est fortement
exprimé dans les nodules induits par le Rhizobium spécifique, et également à un faible niveau
dans les racines de la plante non nodulée (Bogusz et al. 1988). Une espèce voisine sur le plan
taxonomique, Trema tomelltosa, mais non fixatrice d'azote, contient également un gène d'Hb
qui est exprimé uniquement dans les racines (Bogusz et al. 1988).
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Après avoir introduit les promoteurs du gène d'Hb de ces deux non-légumineuses chez un
tabac et chez Lotus corniculatus, Bogusz et al., (1990) ont montré qu'ils étaient fonctionnels
chez les deux plantes. Lorsque les plantes transgéniques de lotier sont nodulées, les deux
promoteurs assurent une expression élevée dans les nodules, expression localisée dans la
région où se situe la leghémoglobine endogène. Enfin, le promoteur du Trema assure une
expression réduite dans le tissu vasculaire des racines du lotier. Ces faits suggèrent à Bogusz
et al., (1990) qu'un système de régulation de l'expression racine-spécifique de l'Hb devait
préexister chez les végétaux et qu'il a pu ensuite évoluer, sous une pression de sélection, en
expression nodule-spécifique chez les plantes qui tiraient un avantage de la symbiose. Chez
les plantes symbiotiques, cette évolution aurait conduit à une différt>nciation plus grande
(plusieurs gènes d'Hb) et une spécialisation plus grande (contrôle d'une expression spatiale
et temporelle). Au cours de l'acquisition de l'aptitude ànoduler, le gène d'Hb chez les
légumineuses se serait multiplié, et les copies se seraient spécialisées dans l'expression nodule­
spécifique, sans maintenir la fonction intitiale d'expression racine-spécifique.

Applications agronomiques

Résistance aux insectes

La principale application du transfert de gènes chez les végétaux concerne la résistance aux
insectes. Cette application s'est développée d'une part, pour réduire les énormes pertes de
production causées par les ravageurs et d'autre part, pour diminuer les coûts occasionnés par
les traitements préventifs. La stratégie de lutte la plus utilisée repose sur l'insertion du gène
bt d'une souche de Bacillus thuringiensis codant pour une ô-endotoxine dans la plante
transgénique (Vaeck et al. 1987). Jusqu'à présent les travaux réalisés dans ce domaine
portent essentiellement sur le tabac, la pomme de terre, la tomate, le peuplier...

La principale limite de cette stratégie est de contourner la haute spécificité de la protéine bt
qui peut favoriser l'apparition de phénomènes de résistaitce chez les prédateurs. II existe dans
la nature, des processus de défense des plantes contre les ravageurs qui font appel à des
mécanismes plus généraux que ceux du Bacillus thuringiensis. Ainsi en est-il des
légumineuses qui disposent d'un mécanisme de défense naturelle en réponse à des blessures
ou à des attaques par des insectes. A la suite de cette aggression, ces plantes, comme
certaines Solanacées, synthétisent des inhibiteurs de protéases. Ces protéines bloquent le site
actif des protéases du tube digestif, perturbant ainsi la digestion des aliments et pouvant même
entraîner la mort des insectes herbivores. On a pu identifier une corrélation entre la teneur
des protéases de Vigna et leur résistance à leur pathogène principal, Callosobruchus maculatus
(Comai et al. 1985). De plus, ces inhibiteurs purifiés possèdent des activités insecticides
contre d'autres prédateurs importants comme Heliothis, Spodoptera, Diabrotica et Tribolium
(Gatehouse and Boulter 1983).

Des gènes (CpT!) de Vigna unguiculata codant pour des inhibiteurs de protéases ont été
clonés. Les CpT! codent en fait, pour des petits polypeptides d'environ 80 acides aminés,
inhibant naturellement la trypsine (enzyme digestive) des insectes. Comme la cible d'activité
est constituée par le site catalytique de l'enzyme des insectes, enzyme qui leur est
vraisemblablement indispensable, la possibilité pour les insectes de développer un mécanisme
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de résistance, par mutation de ce site, est extrêmement faible (Hilder et al. 1987). Les gènes
CpT! ont été introduits dans des plasmides Ti (Hilder et al. 1987) et la transformation réalisée
chez les tabacs a permis de rendre les plantes transgéniques beaucoup plus résistantes à
Heliothis virescens (Agricultural Genetics Company 1988). La transformation de
légumineuses ou d'autres plantes, codant pour les CpT! semble donc tout à fait envisageable.
Il faut cependant noter que les plantes obtenues sont tolérantes plutôt que résistantes, 50 % au
plus des insectes sont tués après ingestion des feuilles. La stratégie consistera donc à faire
tomber la pression de sélection du ravageur en dessous de la valeur d'un certain seuil, pour
que ce prédateur ne soit plus un problème agronomique. Compte-tenu des imperfections de
chacune des stratégies, on peut faire remarquer que l'obtention de plantes hors d'atteinte de
tout insecte nuisible sera probablement le résultat d'une stratégie combinant transformation
avec des gènes codant pour des CpT! et/ou bl.

Contr61e des mauvaises herbes

Une seconde application des transformations génétiques est le transfert de gènes de résistance
aux herbicides. Le but de ces recherches est non pas une utilisation accrue de ces substances,
dont l'impact sur l'environnement serait néfaste, mais l'introduction dans les plantes de gènes
de résistance à des herbicides choisis; ces derniers doivent répondre à des critères précis:
être actifs à de faibles concentrations, dégradés rapidement, peu toxiques pour
l'environnement et posséder un large spectre d'hôte. L'obtention de plantes résistantes à de
tels herbicides permettra la réduction des substances conventionnelles et leur substitution
progressive par des produits écologiquement plus adaptés.

Deux stratégies sont utilisées pour conférer la résistance aux herbicides chez les végétaux:
soit l'altération de l'enzyme cible de l'herbicide, soit l'incorporation dans la plante d'une
enzyme de détoxification. Une illustration de la première approche est fournie par le soja
transgénique (Glycine max) résistant au glyphosate. Le glyphosate inhibe la 5-enolpyruvate
shikimate 3-phosphate synthase (EPSP), une enzyme impliquée dans la voie de biosynthèse
des acides aminés aromatiques: la résistance est obtenue par expression dans la plante d'un
gène EPSP de Petunia, présentant une mutation qui confère la tolérance à l'herbicide (Hinchee
et al. 1988). La seconde stratégie, qui n'a pas encore été utilisée à notre connaissance avec
une plante fixatrice d'azote, consiste à isoler à partir de bactéries des gènes codant pour des
enzymes qui détoxifient ou dégradent les herbicides (Gasser et Fraley 1989).

Résistance aux virus

En raison des difficultés à caractériser et à isoler les gènes de plante qui confèrent de façon
naturelle la résistance à certains virus, le génie génétique a mis au point plusieurs stratégies
pour protéger les végétaux des infections virales. La technique la plus largement utilisée
consiste à introduire dans le génome de la plante le gène de la protéine de capside du virus.
Cette stratégie "protéine de capside" mise au point en 1986 avec le tabac et le virus de la
mosaïque du tabac (ou VMT) (Powell Abel et al. 1986) a été utilisée avec succès avec 18
virus appartenant à 10 groupes différents. Des études sont en cours pour protéger le soja du
virus de la mosaïque du soja (SMV) en utilisant cette approche. On ne connaît pas encore
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les mécanismes moléculaires de cette protection qui peut aboutir soit à un délai dans
l'apparition des symptômes, soit à une atténuation des symptômes, soit parfois à une immunité
totale des plantes à l'infection virale.

D'autres approches ont également été utilisées avec succès (Clark et al. 1990). L'introduction
dans les plantes d'ARN antisens de la protéine de capside ou de la réplicase des virus confère
une protection partielle contre l'infection virale. Il est probable que l' ARN antisens et l'ARN
viral interagissent poûr former une molécule double brin qui est, soit dégradée rapidement,
soit, incapable d'être traduite. Dans le cas des virus possédant un ARN satellite,
l'introduction dans les plantes d'une séquence d'ADN correspondant à l'ARN satellite permet
également une atténuation des symptômes vis-à-vis du virus. De telles stratégies n'ont pas
encore été employées avec des plantes fixatrices d'azote.

Amélioration des qualités nutritionnelles des plantes

Les légumineuses sont connues pour jouer un rôle majeur, immédiatement après les céréales,
dans l'alimentation humaine et animale. Sur le plan nutritionnel, elles sont deux à trois fois
plus riches en protéines que les céréales. Cependant elles ne possèdent pas toujours une
proportion équilibrée entre les différents acides aminés et la plupart sont carencées en acides
soufrés (Mantell et al. 1987). Des tentatives d'amélioration, par voie classique, des
principales espèces cultivées n'ont pas conduit à des progrès spectaculaires des qualités
nutritionnelles des cultivars obtenus. Est-ce que les transformations génétiques peuvent
apporter des solutions à ces problèmes? Les gènes codant pour de nombreuses protéines de
réserve ont déjà été clonés et caractérisés (Mantell et al. 1987). Des travaux sont maintenant
nécessaires pour comprendre les mécanismes de leur expression aussi bien chez les
légumineuses que pour les plantes d'autres familles. Un projet concernant l'amélioration des
qualités nutritionnelles d'une légumineuse fourragère est en cours de développement en
Australie.

Des chercheurs australiens du CSIRü ont utili~ les techniques du génie génétique pour
introduire au champ une luzerne enrichie en protéine soufrée permettant aux moutons qui la
consomment de produire davantage de laine (Ford 1988). En effet, le facteur limitant de la
production de laine de mouton est le faible apport de protéine soufrée dans leur alimentation.
Un gène codant pour la synthèse d'acides aminés riches en soufre a été transféré d'abord chez
une plante modèle qui régénère facilement en culture in vitro (tabacs transgéniques). Ils
souhaitent ensuite introduire ce gène chez le trèfle subterranéen qui constitue la nourriture de
base spontanée des moutons en Australie. Ce type d'application génétique prévoit la
possibilité d'augmenter de 6 % la production de laine et d'en retirer un bénéfice de plus de 300
millions de dollars australiens par an.

CONCLUSIONS

Voilà moins de 10 ans que les premières plantes transgéniques exprimant un gène étranger
(résistance à un antibiotique) sont apparues. Depuis lors, les tentatives de transformation se
sont développées et les techniques se sont diversifiées. Chez les plantes fixatrices d'azote on
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ne compte seulement en 1991 que huit espèces transgéniques. La faible susceptibilité de
certains genres (Acacia) ou d'espèces de Medicago diploïdes montrent que les techniques de
transformation/régénération doivent être poursuivies et optimisées (utilisation de souches
d'Agrobaeterium plus virulentes, de la biolistique et amélioration de la caulogénèse et de
l'embryogénèse somatique).

Ces résultats encore peu nombreux, ajoutés à l'énorme masse de connaissance acquise en
biologie moléculaire sur les interactions légumineuse-Rhizobium expliquent pourquoi les
études de transfert des gènes ont été réalisées principalement dans le sens légumineuse vers
non-légumineuse (tabac, très souvent). Les résultats obtenus ont permis d'effectuer de réels
progrès dans l'analyse de l'expression des gènes de ces plantes. Cependant, l'obtention d'un
plus grand nombre de plantes fixatrices d'azote transgéniques devrait permettre une analyse
plus complète de l'expression des gènes de ces plantes et une étude des conséquences qui en
résultent par exemple, sur l'activité de l'assimilation de l'azote du sol et des paramètres de
croissance de la plante.
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