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La modification ciblée d’une séquence d’ADN frangais Philippe Horvath et Isabelle Charpentier ont joué

dans le génome d’une plante peut désormais un role déterminant (Lander, 2016).

étre réalisée par le biais de nucléases dlrlgees. Le systeme CRISPR/Cas9' est a 'origine un mécanisme

Parmi elles, le systeme CRISPR/Cas? est le P|US de défense immunitaire développé par certaines bacté-
prometteur. Son application en recherche devrait ries pour lutter contre I'invasion d’ADN exogéne, princi-

permetire de progresser trés rapidement dans palement des virus. Lors de leur premiére invasion dans

I"analyse des mécanismes biologiques et vers la
création de variétés adaptées & une agriculture
durable et performante.

— UN CISEAU MOLECULAIRE

D'ORIGINE BACTERIENNE —

Létude du systeme CRISPR/Cas9 a impliqué de nombreuses
équipes dans le monde, parmi lesquelles les chercheurs

la cellule, les séquences de ces virus sont détectées et
intégrées en fragments de 20 nucléotides dans une zone
du génome bactérien appelée locus CRISPR (Fig. 1). Ce
locus est une sorte de mémoire des séquences virales
ayant infecté la bactérie. Si 'un de ces virus se présente

1 CRISPR/Cas9 : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats / CRISPR-associated protein).
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FIGURE 1: MECANISME DU SYSTEME CRISPR/CAS9 BACTERIEN.
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FIGURE 2 : LE SYSTEME CRISPR/CAS9 SYNTHETIQUE DEVELOPPE POUR L'EDITION
DES GENOMES CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES.
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FIGURE 3: LES TROIS TYPES D'EVENEMENTS PRODUITS PAR EDITION DU GENOME
A L'AIDE DE SDNS COMME LE SYSTEME CRISPR/CASY. SDN1: REPARATION
INDUISANT UNE MUTATION PONCTUELLE, OU UNE DELETION SI DEUX COUPURES
PROCHES SONT GENEREES. SDN2: REMPLACEMENT D'UN ALLELE EXISTANT PAR UN
AUTRE PORTANT UNE OU QUELQUES MODIFICATIONS. SDN3: INSERTION D'UN
GENE NOUVEAU, FONDEE (OU NON) SUR DES ZONES D'HOMOLOGIE A LA CIBLE
PORTEES PAR LA MATRICE DE REPARATION (PODEVIN ET AL., 2013).

a nouveau, le locus CRISPR est activé et produit de petits
ARNs non codants, appelés ARNs guides, contenant chacun
un des fragments de 20 pb de la séquence du virus (le
protospacer). Chaque ARN guide s’associe a une protéine
capable de couper I’ADN, la nucléase Cas9, qu’il guide
ensuite jusqu’a la région du virus dont il porte lui-méme
une copie. L'action des protéines Cas9 qui coupent chaque
séquence aboutit a la lyse du virus complet (Horvath and
Barrangou, 2010).

Ce systeme naturel a été adapté pour induire de maniére
ciblée des cassures dans le génome des organismes euca-
ryotes”. Les ARNs guides bactériens sont remplacés par des
ARNs guides synthétiques ou la séquence du protospacer
est modifiable de maniére a induire une coupure de ’ADN
dans n’importe quelle séquence cible (Fig. 2) (Jinek ef al.,
2012). Chez les plantes, les genes codant ’ARN guide et la
Cas9 sont simultanément introduits dans la cellule ot ces
deux éléments s’associent pour aller couper la séquence
ciblée.

2 Organismes uni- ou pluricellulaires dont les cellules possedent un
noyau renfermant tout ou partie de leur ’ADN. Ils comprennent les proto-

zoaires, les plantes et champignons, ainsi que les animaux.
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— POURQUOI INDUIRE DES COUPURES

DANS LE GENOME? —

Lorsqu’une cassure de 'ADN est générée, elle est immé-
diatement réparée par la machinerie cellulaire. De temps
en temps, une erreur se produit ce qui permet de créer
une mutation dans la séquence cible (Fig. 3: type SDN1).
Si au moment de la coupure, on fournit a la cellule une
matrice d’ADN comportant une séquence d’intérét, celle-
ci peut également étre utilisée pour réparer la cassure, ce
qui aboutit a son intégration dans la cible. Cette séquence
d’intérét peut étre soit une version allélique d'un gene qui
vient remplacer l'allele existant (Fig. 3: type SDN2), soit
un transgene apportant un nouveau caracteére (Fig. 3: type
SDN3). On peut donc ainsi modifier de maniére contrdlée
presque n’importe quelle zone du génome.

— DE GRANDS ENJEUX POUR LA RECHERCHE —
Le systeme CRISPR/Cas9 est un outil facile a3 mettre en
ceuvre, adaptable, rapide, peu onéreux et d’'une grande effi-
cacité. Il permet de créer des mutants a la demande pour
étudier les fonctions des genes, leurs interactions ou leur
régulation dans n’importe quelle voie métabolique (Piatek
et al., 2015). Toutes ces utilisations potentielles ouvrent
un champ immense de progres dans la compréhension des
mécanismes qui régissent le vivant.

LE SYSTEME CRISPR/CAS9, UN PUISSANT OUTIL DE SELECTION POUR LA
CREATION DE NOUVELLES VARIETES CHEZ LES ESPECES CULTIVEES (BANANIER ET
BLE DUR, JARDIN BOTANIQUE DE MEISE, BELGIQUE) - © F. MACLOT

— UN ENORME POTENTIEL

POUR LA CREATION VARIETALE —

Lintégration du systeme CRISPR/Cas9 dans les schémas
de sélection devrait donner aux obtenteurs la possibilité
de mieux contrdler et d’accélérer la création de nouvelles
variétés, et ouvre des perspectives presque illimitées de

EN FACILITANT LE TRANSFERT D'ALLELES D'INTERET, LE SYSTEME CRISPR/CAS9 POURRA CONTRIBUER A L'EXPLOITATION DES RESSOURCES GENETIQUES (COLLECTIONS DU
JARDIN BOTANIQUE DE MEISE, BELGIQUE) - © F. MACLOT
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combinaisons de nouveaux alléles d’intérét identifiés dans
des especes méme sexuellement incompatibles. L'utilisation
de ce systeme pourrait également rendre plus accessibles
des objectifs de sélection particuliers, comme: la modifica-
tion du génome d’espéces polyploides, la sélection d’alléles
récessifs, I’élimination d’alleles défavorables...

De plus, le systeme CRISPR/Cas9, qui s’affranchit des
barrieres sexuées et du fardeau génétique lié aux hybri-
dations, pourrait permettre de faciliter I'exploitation des
ressources génétiques. En effet, les collections sont une
source d’'information trés importante pour l'identification
de genes d’intérét qui pourraient, soit étre insérés directe-
ment dans le génome des variétés, soit servir a I'identifi-
cation de génes homologues potentiellement modifiables
chez les especes cultivées.

— DE NOMBREUSES APPLICATIONS
AGRONOMIQUES —

Le systeme CRISPR/Cas9 a déja été appliqué a une large
gamme d’espéces végétales (Sovova ef al., 2016). On compte
ainsi, des tolérances aux maladies (a 'oidium chez le blé
(Wang ef al., 2014), au feu bactérien chez le riz (Zhou ef
al., 2016) et a des virus chez le concombre (Chandrasekaran
et al., 2016)), et des modifications de profils de matu-
ration chez la tomate (Ito ef al., 2015). Dans le futur, de
nombreuses autres applications pourraient voir le jour, tels
des tolérances aux stress abiotiques (sécheresse, salinité,
température...), des facteurs de qualité améliorés (compo-
sés nutritionnels), des caractéristiques physiologiques
modifiées (biomasse, floraison accélérée, stérilité male
inductible), la production de molécules d'intérét... |

Remerciements pour les crédits photographiques a Frangois Maclot, bio
ingénieur et botaniste de la Faculté d’Agronomie de Gembloux (Gx-ABT),
Université de Liege.
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