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Définitions
Abiotique : Se dit d'un facteur lié au milieu, indépendant des étres vivants [53*]
Apomixie : Mode de multiplication asexuée sans fécondation et avec méiose modifiée.
Biotique : Relatif au monde vivant [52%]
Chromatine : Forme sous laquelle se présente 'ADN dans le noyau de la cellule.

Chromosomes homéologues : Chromosomes présentant une certaine similitude génique
mais qui ne s’apparient ou ne se recombinent que dans des circonstances exceptionnelles.

Cisgéne : Séquence génique provenant de la méme espece ou d’une espece sexuellement
compatible a 'organisme receveur.

Crossing-Over : Recombinaison génétique lors de la méiose entre chromosomes
homologues.

Disservice : Action qui cause du tort a quelqu’un ou quelque chose.

Disservices intrinséques : Ce terme désigne les effets négatifs provoqués par le
déploiement de traits/caractéres d’une plante éditée sur la plante elle-méme.

Disservices écosystémiques : Ce terme désigne les effets négatifs provoqués par le
déploiement de traits/caractéres d’'une plante éditée sur I'écosysteme, par un enchainement
d'événements, tels que les interactions avec d'autres organismes, le transfert de matériel
génétique, etc...

Disservices santé/qualité/nutrition : Ce terme désigne les effets négatifs provoqués par le
déploiement de traits/caractéres d’une plante éditée sur la santé humaine ou animale, par leur
utilisation et leur consommation, avec ou sans transformations.

Endogéne : Géne présent de maniére naturelle dans le génome de I'organisme.

Epigénétique : Mécanismes moléculaires qui modulent I'expression des genes sans modifier
la séquence nucléotidique.

Epimutation : Processus de mutation épigénétique. [43*]

Geéenes homologues : Il s’agit de génes qui descendent d'une séquence d'’ADN ancestrale
commune qui conservent des caractéristiques similaires. [417]

Epitranscriptome : Ensemble de modifications chimiques présentes sur les molécules d’ARN
dans les cellules. [42*]

Génotype : Information génétique de 'ensemble ou d’'une partie donnée d’'un individu.

Hétérozygotie : Au niveau d’'un gene, I'hétérozygotie décrit la présence de deux alléles
différents au méme locus.
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Histones : Constituants protéiques des chromosomes permettant leur compaction et leur
décompaction.

Homozygotie : Au niveau d’'un géne, 'homozygotie décrit la présence de deux alléles
identiques au méme locus.

Hybridation : Fécondation croisée de I'ovule d’une plante par le pollen d’'une autre plante
[477]

Intron : Portion de gene non retrouvée dans '’ARN cytoplasmique aprés épissage.
Locus : Emplacement physique invariable sur un chromosome
Nucléase : Enzyme capable couper des séquences d’acides nucléiques.

Plasmide : Molécule d’ADN circulaire présente chez les bactéries et non essentielles a la
survie de la cellule.

Ploidie : Nombre d’exemplaires de jeux complets des chromosomes au sein d’'un organisme
ou d’'une cellule.

Rétrocroisements : Croisements successifs d’'un hybride avec I'un de ses parents.

Transgene : Séquence génique provenant d’'une espéce non sexuellement compatible a
'organisme receveur.

Variations somaclonales : Changements génétiques ou épigénétiques qui surviennent in

vitro entre les régénérants clonaux et leurs plantes donneuses correspondantes (Leva et
Rinaldi, 2017)
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Liste des abréviations

ABE : Adenine Base Editor ou « Editeur de la base adénine »

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

C.0.V.B : composés Organiques Volatils Biogéniques

Cas9 : CRISPR associated protein 9 ou « protéine 9 associée a CRISPR »
CBE : Cytosine Base Editor ou « éditeur de la base cytosine »

CJUE : Cour de Justice de I'Union Européenne

COV : Certificat d’Obtention Végétale

CPI : Code de la Propriété Intellectuelle

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ou « courtes répétitions
palindromiques regroupées et régulierement espacées »

CTPS : Comité Technique Permanent de la Sélection des Plantes Cultivées

DHS : Distinction Homogénéité Stabilité

DSB : Double Strand Break ou « Cassure Double Brin »

EFSA : Europe Food Safety Authority ou « Autorité européenne de sécurité des aliments »

ENGL : European Network of GMO Laboratories ou « Réseau européen des laboratoires
d’'OGM »

EPA : Environmental Protection Agency ou « Agence de protection de I'environnement »

IFOAM : International Federation of Organic Agriculture Movements ou « Fédération
internationale des mouvements d’agriculture biologique »

INOV : Instance Nationale des Obtentions Végétales

NBT ou NGT : New Breeding Techniques (New Genomic Techniques), nouvelles techniques
de sélection des plantes basées sur I'édition du génome.

NGS : Next Generation sequencing ou « Séquengage de nouvelle génération »
OCVV : Office communautaire des variétés végétales

OEB : Office européen des Brevets

OGM : Organisme Génétiquement Modifié

PAM : Protospacer adjacent motif

PCR : Polymerase Chain Reaction ou « réaction de polymérisation en chaine »
PID : PAM Interacting Domain ou « Domaine d’interaction PAM »

PMEM : post-market environmental monitoring plan ou «plan de surveillance
environnementale post-commercialisation »
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RNP : Ribonucléoprotéine
RPG : Ressources PhytoGénétiques
SDN : Site Directed Nucleases ou « Nucléases dirigées vers le site »

SIGMEA : Sustainable Introduction of GM crops into European Agriculture ou « Introduction
durable des cultures GM dans l'agriculture européenne »

STEME : Saturated targeted endogenous mutagenesis editor ou « Editeur de mutagénése
endogéne ciblée saturee »

TALEN : Transcription activator-like effector nuclease
UPOV : Union pour la protection des obtentions végétales
VATE : Valeur Agronomique, Technologique et Environnementale

ZFN : Zinc-Finger protein
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Introduction

Le Comité Technique Permanent de la Sélection des plantes cultivées

Le CTPS, Comité Technique Permanent de la Sélection des Plantes Cultivées, est une
commission administrative a caractére consultatif assurant une mission de conseil et d’appui
technique auprées du ministere chargé de I'agriculture concernant les variétés, semences et
plants. Le CTPS est également chargé de I'établissement du catalogue officiel des espéces et
variétés de plantes cultivées, et de linstruction et du suivi de I'application des reglements
techniques concernant la production, le contrdle et la certification variétale et sanitaire des
semences et plants (Code rural et de la péche maritime). Le CTPS mobilise plus de 800
personnes, représentants de l'administration, experts scientifiques, et professionnels de
I'obtention de nouvelles variétés, de la multiplication des semences et plants, de la production
ou de I'utilisation des produits de récolte, sur une large gamme d’especes (especes forestiéres,
vigne, légumieres, ornementales, fourragéres et agricoles). Cette participation large aux
réflexions du CTPS permet aux pouvoirs publics frangais de mettre en ceuvre une
reglementation en matiére de variétés, semences et plants co-construite, a la croisée entre les
ambitions des pouvoirs publics en matiere de politiques publiques, la réalité des professionnels
et I'éclairage scientifique. L’élaboration par le CTPS d’un projet de plan ministériel « Semences
et Plants pour une Agriculture Durable », homologué dans sa premiéere version en 2016, et
ayant fait 'objet d’'une révision en 2021, illustre I'action d’appui et de conseil technique exercée
par le CTPS pour le compte du Ministére chargé de I'agriculture. Organisé en 14 sections
constituées par groupe(s) d'especes, une section dédiée a la conservation des ressources
phytogénétiques, deux commissions inter-sections dédiées aux plantes de services et a
I'Agriculture Biologique, et un Comité Plénier, le CTPS peut s’appuyer sur un Comité
Scientifique, mobilisé pour apporter un éclairage scientifique utile aux travaux du CTPS ou aux
autorités francaises en amont de I'élaboration de la reglementation.

Contexte autour des nouvelles techniques d’'édition du génome

En 2016, le Comité Scientifique du CTPS a mené une premiere étude sur les nouvelles
techniques de sélection des plantes (NBTs), notamment les techniques d’édition du génome,
afin de répondre aux questions suivantes :

* Quels sont les impacts potentiels de ces nouvelles techniques de sélection des plantes sur
I'offre variétale ?

* Quels pourraient étre les impacts de ces nouvelles techniques de sélection des plantes sur
les activités du CTPS ?

Depuis, un arrét de la Cour de Justice de I'Union européenne (CJUE) du 25 juillet 2018 sur la
mutagénese a clarifié le statut juridique des produits issus de NBT au regard de la
réglementation OGM. Ceux-ci sont soumis aux obligations de la réglementation OGM :
évaluation des risques, autorisation, tracabilité, étiquetage, surveillance.

A la demande du Conseil de I'UE, la Commission a publié le 29 avril 2021 une étude sur le
statut des NBT dans le droit de 'UE. L’étude conclut que la réglementation actuelle n’est pas
adaptée pour certaines NBT et leurs produits, et qu’il est donc nécessaire de I'adapter aux
progrés scientifiques et technologiques.

La Commission a annoncé en 2021 une action politique sur les plantes issues de mutagénése
ciblée et de cisgénése. Il s’agirait d’adapter les procédures d’autorisation et d’évaluation des
risques ainsi que les exigences de tracabilité et d’étiquetage, tout en maintenant un haut
niveau de protection de la santé et de I'environnement. Cette initiative fait 'objet d’'une étude
d’'impact qui pourra déboucher sur une modification du cadre réglementaire européen. Les
différentes options réglementaires ne sont pas encore définies et sont explorées lors de I'étude
d’'impact.
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Dans ce contexte, un éclairage du Comité Scientifique du CTPS est sollicité sur les NBT, au
titre de I'action 25 du plan SPAD-2 sur la mobilisation des acquis scientifiques disponibles pour
I'élaboration ou I'évolution des cadres réglementaires.

Le besoin d’éclairage concerne en particulier I'évaluation des services des variétés obtenues
a lissue de l'usage des NBTSs, services évalués au regard des objectifs de la transition
agroécologique.

En effet, I'étude de la Commission européenne souléve la question de I'évaluation des
bénéfices des produits issus de NBT pour la durabilité afin de contribuer aux objectifs du Pacte
Vert pour I'Europe et des stratégies « De la ferme a la table » et de biodiversité. Lors du Conseil
Agriculture des 26-27 mai 2021, le Ministre frangais chargé de I'agriculture a également mis
en avant 'importance de la finalité des variétés issues de NBTs. Il a précisé que cette finalité
doit étre cohérente avec les priorités de transition écologique de [lagriculture et de
souveraineté alimentaire, citant par exemple des plantes qui résistent mieux a la sécheresse
pour réduire la consommation d’eau, ou qui résistent a des ravageurs pour réduire le recours
aux pesticides. Il considere a I'inverse que développer de nouvelles variétés tolérantes aux
herbicides ne serait pas souhaitable.

Objet de la saisine

Le Directeur général de I'’Alimentation a formellement saisi en novembre 2021 le Président du
Comité Scientifique du CTPS (Annexe 1) afin qu’il éclaire, sur la base de la littérature
scientifique et technique, Iincidence de I'évolution des techniques d’édition du génome sur
I'évaluation des variétés.

Ce rapport présente les travaux du Comité Scientifique du CTPS sur les nouvelles techniques
d’édition du génome et I'évaluation des variétés issues de ces nouvelles techniques de
sélection des plantes (NBT pour New Breeding Techniques), en réponse a cette saisine du
Ministere chargé de I'agriculture. La méthode CRISPR/Cas 9 est une méthode qui a connu un
essor tres important ces derniéres années (figure 0), devenant aujourd’hui la méthode la plus
utilisée. Dans la suite du rapport, nous nous sommes intéressés a cette technique d'édition du
génome en particulier, et nous avons extrapolé les réflexions aux autres techniques d'édition
du génome et NBTs. Dans un contexte technologique encore évolutif, les recommandations
s’appuient sur les connaissances actuelles des techniques d’édition et de leur potentiel
d’application.

Nombre de publications par année sur les méthodes
CRIPR/cas9, TALEN et ZFN sur le site Pubmed

NOMBRE DE PUBLICATIONS

2020 2019 2018 2017 2016 2015
ANNEES DE PUBLICATION

mcrisprcas® mtalen ZFN

Figure 0 Nombre de publications sur le site Pubmed selon le type de nucléase utilisée. Extraction
réalisée le 10 octobre 2022.
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Questions traitées dans la saisine

L’expertise scientifique conduite par le Comité Scientifique a porté sur les trois volets suivants :

- Une actualisation du rapport de novembre 2016 au regard des développements
techniques intervenus depuis.

Le Comité Scientifique a examiné si ces développements techniques étaient susceptibles de
modifier son analyse de 2016 sur les conséquences possibles des NBT sur l'offre variétale.
La premiere partie du rapport fait état de I'évolution des techniques d’édition du génome, et
plus particulierement de CRISPR/Cas 9 depuis 2016, et présente les caractéres édités
actuellement par ces techniques.

- Un approfondissement de la réflexion sur I’évaluation des variétés issues de NBTs
Le rapport du CTPS de 2016 abordait la question de I'évaluation des services et disservices
des traits nouveaux. Le Comité Scientifigue du CTPS a poursuivi la réflexion sur ce sujet. La
deuxiéme partie du rapport aborde la question des services et disservices potentiels apportés
par les variétés éditées dans le cadre de la transition agroécologique et alimentaire, sur la
base d’études de cas spécifiques, et émet des recommandations sur la maniere d’évaluer ces
variétés. La réflexion a concerné en particulier les traits susceptibles d’étre développés par les
techniques de mutagénese ciblée.

- Une étude sur I'incidence de la mise en marché de variétés issues de NBTs, en termes
de coexistence de deux types de variétés, et de Propriété Intellectuelle

Sur la base de réflexions antérieures sur la coexistence de variétés OGM et non OGM, le
Comité Scientifique du CTPS a identifié 'impact potentiel de la coexistence de variétés issues
de NBT et non issues de NBT sur les filieres de production et de transformation, et sur
I'exploitation des variétés. L'incidence des différents types de propriété intellectuelle en lien
avec les variétés éditées sur les marchés des semences et des variétés a également été
abordée.

Déroulement de la saisine

Cette saisine s’est déroulée de décembre 2021 & octobre 2022.

Au mois de janvier 2022, une journée de réflexion du Comité Scientifique a été consacréee a
I'étude des développements techniques réalisés en matiére d’édition du génome depuis 2016,
sur la base de la littérature scientifique et d’'une présentation faite au Comité Scientifique du
CTPS par Fabien Nogué, Directeur de recherche a I'lJPB, INRAE, a Versailles et spécialiste
des mécanismes de réparation de I'ADN et des nouvelles technologies d'édition des génomes.
Le CS du CTPS s’est réuni en mai afin de formuler des recommandations sur I'évaluation des
services et disservices apportés par les variétés éditées et liés a leur déploiement. Au mois de
juin, le Comité Scientifique a étudié I'incidence de la mise en marché de variétés éditées, sous
'angle de la coexistence entre différents types de variétés et de la Propriété Intellectuelle
applicable, sur la base de réflexions menées sur la coexistence entre variétés OGM et non-
OGM, présentées au CS du CTPS par Antoine Messéan, Ingénieur agronome travaillant a
INRAE, Eric Gall, Directeur adjoint d'IFOAM Organic Europe, et Yves Bertheau, directeur de
recherche INRAE au Muséum national d'histoire naturelle, et sur la base de présentations sur
la propriété intellectuelle des variétés faites au CS du CTPS par Angela Martinez, juriste a
'OCVV, et Magali Pla, Directrice adjointe chargée des questions de propriété industrielle au
sein du groupe Limagrain. En septembre 2022, un séminaire a rassemblé les membres du
Comité Scientifique, les présidents et les secrétaires techniques des sections et commissions
inter-sections du CTPS, afin de partager les éléments de réflexion des sections sur les
caractéres intéressants dans le cadre de la transition agroécologique et alimentaire, qui
pourraient étre obtenus par édition du génome, et ceci pour la trés large diversité des espéces
couvertes par les travaux du CTPS. Les principaux enseignements et les conclusions de cette
saisine ont été présentés au Comité Plénier du CTPS en novembre 2022.
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1. Evolution des NBT et des techniques d’édition du
génome et incidence sur I'offre variétale

1.1. Evolution des NBT et des techniques d’édition du génome

1.1.1. Définitions des NBT et techniques d’édition du génome
Les NBTs

En 2007, un groupe de travail mis en place par la Commission européenne a identifié un
ensemble de huit techniques de sélection des plantes (ou « N(P)BT » selon I'acronyme anglais
« New (Plant) Breeding Techniques »). L’ensemble des huit nouvelles techniques de sélection
des plantes listées par la Commission européenne ont en commun de permettre
'affranchissement de certaines limitations existantes en sélection classique, en vue de
produire des plantes avec les caractéristiques souhaitées de maniere plus rapide et précise.

Les techniques d’édition du génome

Parmi les huit NBTs, les techniques de mutagéneése dirigée par oligonucléotide (ODM) et les
techniques de mutagénese dirigées par nucléases (SDN) sont dites « techniques d’édition du
génome ». Elles permettent une « chirurgie » fine et précise des génomes nucléaires,
mitochondriaux (Jo et al., 2015 ; Bacman et al., 2013) ainsi que ceux des différents plastes
cellulaires (Ort et al, 2015 ; Martin Avila, Gisby et Day, 2016), et ce par la création de
modifications dans la séquence nucléotidique de 'ADN au niveau de cibles prédéterminées et
choisies, ces cibles pouvant étre ou non une séquence génique (Swinnen, Goossens, et
Pauwels, 2016; Quétier, 2016). L’'ensemble des techniques de création variétale par édition
du génome repose sur les mécanismes naturels de réparation de 'ADN activés par la plante
en cas de dommage ou d’anomalie sur la séquence nucléotidique. Ces mécanismes naturels
de réparation peuvent « commettre des erreurs » sur ’ADN créant des mutations (changement
de nucléotide, délétion, insertion) au site d’altération de 'ADN.

La technique d’édition du génome la plus prometteuse fait intervenir les enzymes de type
nucléases dirigées (ou « SDN » selon I'acronyme anglais « Site Directed Nucleases ») qui
possedent la capacité de couper les brins d’ADN au niveau d’une cible prédéfinie apres
hybridation spécifique de cette nucléase. La coupure de la double hélice d’ADN par la SDN va
activer les mécanismes naturels de réparation de 'ADN propres a la plante permettant de
créer une mutation non prédéfinie (insertion ou délétion) au point de coupure, de créer une
mutation prédéfinie en présence d’une matrice de réparation homologue ou encore de modifier
précisement '’ADN par l'insertion d’'une matrice ADN spécifique.

Les SDN peuvent étre divisées en trois catégories, SDN1, SDN2 et SDN3 (Gendre, 2016).
- Les éditions du génome de type SDN1 résultent de la coupure de 'ADN par une ou
plusieurs nucléases dirigées, ceci en 'absence de matrice de réparation. Les éditions
de type SDN1 reposent sur les mécanismes de réparation de I’ADN par jonction des
extrémités non-homologues.

- Les éditions du génome de type SDN2 résultent de la modification de quelques
nucléotides sur 'ADN cible en présence d’'une matrice de réparation homologue, celle-
ci différant uniguement de quelques nucléotides par rapport a la séquence initiale.

- Les éditions du génome de type SDN3 résultent en linsertion ciblée de larges
séquences d’ADN, partiellement homologues, suite a la coupure de I'’ADN cible par
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des nucléases dirigées. Cette matrice de réparation homologue pourra étre utilisée
comme référence par les mécanismes de réparation de I'ADN de type RH
(recombinaison homologue) afin d’intégrer de maniére ciblée la séquence souhaitée.
Parmi les éditions de type SDNS3, il y a la cisgénése ciblée, qui consiste en l'introduction
d’'une séquence génique provenant de la méme espéce ou d’'une espéece sexuellement
compatible a l'organisme receveur. Elles sont introduites de fagon ciblée dans le
génome.

A ce jour, quatre familles de nucléases dirigées sont ou ont été utilisées dans les laboratoires
de recherche (Kim et Kim 2014 ; Petolino et Kumar 2016) : les méganucléases, les ZFNs, les
TALENS et les nucléases de type CRISPR/Cas.

CRISPR/Cas9

La derniére technologie SDN découverte est la technologie CRISPR/Cas9 (des acronymes
anglais « Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats » / « CRISPR Associated
Protein 9 ») (Charpentier et Doudna, 2013).

C’est a I'heure actuelle la nucléase la plus utilisée et étudiée que ce soit en recherche
fondamentale ou appliquée, en biologie animale, humaine, végétale et microbienne. La grande
avancée qu’apporte cette nucléase par rapport aux technologies plus anciennes n’est pas liée
a sa fonction qui reste identique, mais a son accessibilité technique et financiere qui en fait un
outil potentiellement abordable a davantage de laboratoires et permettant des éditions multi-
cibles (Xie, Minkenberg et Yang, 2015 ; Raitskin et Patron, 2016).

Les nucléases de type CRISPR/Cas9 sont des enzymes naturelles du systeme de défense
bactérien permettant de combattre les infections virales. Elles sont composées d’'une nucléase
protéique de type Cas9 et d’'un ARN guide. L’expression du locus CRISPR par la cellule et la
maturation de son produit permet la production de courts ARNs répétés (les crRNA)
correspondant a plus ou moins 20 nucléotides spécifigues de I'ADN cible. Ces crRNAs
s’apparient a d’autres ARNs de petite taille (les tracrRNA) afin de former la séquence d’ARN
guide. La protéine endonucléasique Cas9 reconnait ce complexe ARN guide et viendra s’y
fixer afin de former la SDN active spécifique de la cible (Figure 1) (Jinek et al., 2012).

Cas9 programmed by single chimeric RNA
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Figure 1 Organisation moléculaire des nucléases de type CRISPR/Cas9 (d'aprés Jinek et al., 2012). Organisation en monomeére
des nucléases de type CRISPR/Cas9. Le crRNA est associé au tracrRNA pour reconnaitre spécifiquement I’ADN cible. La nucléase
protéique Cas9 s’associe a ce complexe crRNA-tracrRNA et induira la coupure de I’ADN au niveau de la séquence cible.
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1.1.2.  L'utilisation des NBT et des techniques d’édition du
génome jusqu’en 2016

En 2016, de nombreuses études rapportaient déja le développement de caracteres
agronomiques d’intérét par désactivation ou activation de genes a I'aide de SDNs chez des
espéces cultivées (Sovova et al., 2016 ; Rani et al., 2016). L’introduction de ces approches
dans des schémas de sélection était plus ou moins avancée (Nogué et al., 2016) : la majorité
des programmes étaient encore a des stades trés précoces de preuve de concept (ou « POC »
selon 'acronyme anglais de « Proof Of Concept »), d’autres aboutissaient déja a des essais
au champ, voire étaient en phase de production.

Parmi les applications agronomiques des éditions des génomes pour lesquelles des preuves
de concept avaient déja été produites en 2016, on comptait notamment des traits liés a la
tolérance aux herbicides, des caracteres innovants liés a la qualité nutritionnelle et a I'aptitude
a la transformation, la tolérance aux maladies et 'augmentation de productivité des cultures
(Gendre, 2016).

1.1.3. L’évolution des NBT et des techniques d'édition du
génome depuis 2016

Les évolutions majeures des techniques d’édition du génome et de certaines NBT depuis 2016
sont synthétisées dans cette section. Cette synthése permet de comprendre la suite du
rapport. Les lecteurs désireux d’approfondir le sujet sont invités a lire 'annexe 2.

1.1.3.1. Augmentation du nombre de cibles potentielles

Gréace a la découverte de différents PAMs

Le PAM (Protospacer adjacent motif) est une courte séquence de nucléotides présente sur
'ADN cible et reconnue par la nucléase Cas. La coupure précise réalisée par la protéine
dépend de la combinaison de deux évenements consécutifs :

- la détection du motif PAM sur la séquence cible
- la reconnaissance analogique de la séquence de 'ARN guide qui lui est associée (Colias et
Beisel, 2021).

Jusqu’alors, la faible diversité des séquences PAMs, associées a la Cas9, était un élément
limitant dans I'édition du génome, par I'absence de motifs compatibles proches de la séquence
ciblée. L’élargissement de la variabilité en motifs PAMs, grace a la découverte de protéines
Cas orthologues a la Cas9, permet un plus large éventail de séquences ciblées sur 'ADN
(Camerlengo et al., 2022, Chen et al., 2019), rendant accessibles des parties du génome
jusqu’alors inaccessibles pour réaliser des actions ciblées sur '’ADN.

Gréace a la création d'une Cas9 PAMless.

Les efforts réalisés pour élargir la gamme des motifs PAMs reconnus par le systeme
CRISPR/Cas ont permis de lever des contraintes dans le spectre des séquences accessibles
aux modifications ciblées. Cependant, une partie du génome demeure encore inaccessible, et
ce, en raison de la position trop éloignée des motifs PAMs répertoriés. La question qui se pose
alors est de savoir s'il est possible de se passer d’un motif PAM pour mener des actions ciblées
sur ’ADN. Des études ont abouti a la conception de différents variants de Cas9, modifiant la
séquence de reconnaissance d’origine, et permettant ainsi de rendre accessibles un plus
grand nombre de séquences nucléotidiques (Walton et al., 2020, Colias et Beisel, 2021).

Des efforts pour créer des sites de reconnaissance dits PAMless (moins spécifiques) sont en
passe de rendre accessibles toutes les séquences du génome aux techniques d’édition. La
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spécificité passerait alors seulement par la séquence d’ARN guide associée au complexe
CRISPR/Cas. Des études doivent encore étre menées pour affiner cette méthode (Tang,
2020), afin de gagner en spécificité et d’éviter les mutations hors cibles (off-target).

1.1.3.2. Edition et insertion choisies d’une ou plusieurs bases

La limite que représentait la séquence PAM dans les actions menées sur le génome est donc
en passe d’étre levée. L’accessibilité plus large a la modification ciblée est une vraie avancée
qui s’additionne a d’autres évolutions, telles que les techniques de « Base Editing » et « Prime
Editing ». Jusqu’alors, la mutagénése dirigée laissait le « hasard » faire une erreur de
réparation pour créer une mutation. Aujourd’hui, il est possible de choisir la base qui va
remplacer une autre base. Plusieurs déclinaisons de cette méthode permettent de changer
une base en une autre ou de faire des délétions ou insertions précises dans le génome.

Base Editing

Les méthodes de « Base editing » permettent la modification ciblée d’'une base de 'ADN grace
aux systémes nommés « Cytosine Base Editor » (CBE) et « Adenine Base Editor » (ABE).
Leurs mécanismes généraux permettent la modification ciblée d’'une base de C en T ou de A
en G (Chen et al., 2019, Zhu et al., 2020 ; Das et al., 2022). Pour aller plus loin, une méthode
nommée STEME pour « Saturated targeted endogenous mutagenesis editor», a été
développée afin de modifier deux bases de '’ADN simultanément. Pour ce faire, elle combine
les deux systémes (ABE et CBE) afin de modifier une cytosine en thymine et une adénine en
guanine (Azameti et al., 2021 ; Zhu et al., 2020).

Les méthodes CBE, ABE et STEME permettent le remplacement d’'une base purine avec une
autre purine (Adénine et Guanine) et d’'une pyrimidine avec une autre pyrimidine (Thymine et
Cytosine), cela est appelé une transition. Des déclinaisons de ces méthodes permettent de
réaliser des transversions, c’est-a-dire le remplacement d’'une purine par une pyrimidine et
inversement. Ces méthodes consistent a modifier une Cytosine en Guanine, « C-to-G Base
Editors » (CGBE), (Azameti et al., 2021) ou une Cytosine en Adénine, « Glycosylase Base
Editors » (GBEs), (Zhao D. et al., 2021).

La méthode AFID (APOBEC — Cas9 fusion induced deletion system) a été développée en
s'inspirant du systeme CGBE pour réaliser de courtes délétions précises et ciblées du génome.
La technique nécessite I'utilisation d’'une Cas9 dite « active », capable de couper le double
brin de 'ADN (DSB = Double-Strand Break). Additionné a cela, I'un des brins va se voir retirer
la cytosine, qui va laisser une place vacante et étre clivée par des enzymes spécifiques. Cela
va induire une délétion précise de la séquence de 'ADN entre le site de la cytosine délétée et
la zone clivée de la Cas9 et, sur l'autre brin, suppression des extrémités 5' de I'ADN
incompatibles puis réparation (Wang et al., 2020 ; Zhu et al., 2020 ; Azameti et al., 2021).

Prime Editing

Les techniques de « Base Editing » permettent la modification d’'une ou deux paires de bases
simultanément. La méthode de « Prime Editing » permet d’induire des insertions, des délétions
et des transversions d’au moins 4 bases de 'ADN sans nécessiter de coupure double brin de
'ADN (Das et al., 2022). Le principe général de cette méthode est la coupure ciblée d’un seul
brin de 'ADN. La réparation de la molécule d’ADN, par de multiples étapes de ligature et de
réparation, permet d’insérer, de modifier ou de déléter des bases sur 'ADN double brin (Zhu
et al., 2020). Cette méthode, utilisée a ce jour chez quelques espéces végétales (le blé, le riz,
la pomme de terre), nécessite d’étre testée sur d’autres espéces. Cependant, sa capacité a
modifier de maniére prédictible des séquences d’ADN en fait un outil prometteur pour I'édition
du génome (Zhu et al., 2020).
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1.1.3.3. Régulation de I'expression des genes

La premiére partie de ce rapport fait état des modifications précises et ciblées au niveau de
génes, permises par le systéme CRISPR/Cas, grace a I'action de clivage et de recrutement
d’une nucléase Cas9. Lorsque l'intérét ne se porte plus sur une modification des génes, mais
au niveau des séquences régissant la régulation de leur expression, la stratégie change, mais
les acteurs restent les mémes. Ainsi, pour cette application du systeme CRISPR/Cas,
l'utilisation d’'une deadCas9 (dCas9) est privilégiée. Il s’agit d’'une Cas 9 dite « inactive » dont
les deux domaines de clivage sont mutés pour les inhiber. L’utilisation de la nucléase modifiée
permet ainsi de ne plus couper mais de guider vers une séquence précise une fonction
donnée. Elle va ainsi étre utilisée comme plateforme de recrutement afin de mener des actions
sur ’ADN gréace a sa fusion avec différentes enzymes impliquées dans la modification de ’ADN
et de la chromatine.

Inhibition de I'expression d’un gene : CRISPR interference

Par sa seule présence, la dCas9 peut induire une interférence dans les processus
transcriptionnels de '’ADN empéchant I'expression du gene ciblé. Par sa simple fixation sur le
double brin, elle géne l'accés des protéines fixatrices de 'ADN comme les facteurs de
transcription (Larson et al., 2013). Si elle est fusionnée a un répresseur tel que le Kruppel-
associated Box (KRAB), cela amplifie la répression du géne ciblé. Cette action d’interférence
a l'expression d'un géne par le complexe CRISPR/dCas9 est aussi appelée CRISPRI
(CRISPR interference) (Adli, 2018).

Activation / amplification de I'expression d’un gene : CRISPR activator

A Tlinverse, le CRISPRa (CRISPR activator) consiste a recruter des activateurs
transcriptionnels afin de booster I'expression du géne ciblé. Le recrutement peut se faire avec
un ou plusieurs effecteurs. L’accumulation de plusieurs activateurs transcriptionnels a montré
une efficacité supérieure dans I'expression du géne ciblé par rapport a celle qui n’en utilisait
qu’un (Adli, 2018).

Modification de I'épigénome

L’utilisation du systeme CRISPR/Cas comme plateforme de recrutement d’effecteurs permet
d’agir sur la régulation de I'expression des génes, en recrutant des facteurs de transcription,
par exemple. Mais, qu’en est-il des marques épigénétiques ? Les marques épigénétiques sont
des modifications chimiques des bases de 'ADN ou des histones qui n’altérent pas le code
génétique mais qui agissent sur I'expression des génes. Elles se caractérisent par une
méthylation de 'ADN ou une acétylation/ méthylation des histones. En recrutant des acteurs
responsables de ces marques, il est possible d’agir sur I'épigénome, de fagon précise.

- Par la modification de la méthylation de 'ADN
La déméthylation d’'une région de 'ADN a pu étre obtenue par CRISPR/Cas. Il a alors été
observé une augmentation de I'expression de 'ARNm (ARN messager) dans cette région
(Adli, 2018 ; Chen et al., 2019). A linverse, la formation d’'une méthylation par CRISPR/Cas
sur une séquence ciblée a provoqué une altération de I'expression des genes (Adli, 2018).
Cette altération s’est accompagnée de nombreux effets hors cibles (Adli, 2018).

- Par la modification des histones
Au-dela d’agir sur la méthylation de 'ADN, il est possible de travailler sur la condensation et
la décondensation de 'ADN autour des histones, par I'acétylation et la méthylation des
histones, qui vont agir sur les charges ioniques. Dans le noyau des cellules, le génome est
sous forme de chromosomes, composés d’une forme compactée et organisée de ’ADN, que
'on nomme chromatine. La chromatine peut se trouver a la fois sous forme condensée ou
sous forme décondensée. La chromatine condensée se nomme « hétérochromatine » et son
état décondensé se nomme « euchromatine » (Liu et al., 2020). La modification des charges
ioniques, provoquée par I'acétylation et la méthylation se caractérise soit par un relachement
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de l'enroulement de '’ADN autour des histones, soit par sa condensation. Ainsi, plus les
histones sont acétylées, plus la chromatine se décondense et inversement. L’euchromatine,
par sa forme décondensée, permet I'accés de 'ADN aux processus transcriptionnels (Liu et
al., 2020). La méthylation des histones permet donc la répression ou l'activation de la
transcription des géenes.

Diverses stratégies jouant sur la méthylation/déméthylation ou sur I'acétylation/désacétylation
ont été développées, permettant la réduction locale de I'expression de génes ciblés (Kearns
et al. 2015), la ré-expression d'un gene silencieux, (Cano-Rodriguez et al., 2016), une
augmentation locale des acétylations des histones (Hilton et al., 2015), ou la réduction de
I'expression d’'un géne (Kwon et al., 2017).

L’un des défis futurs est de relier chaque marque épigénétique avec les régulations associées.
Le complexe dCas9 associé a des modificateurs épigénétiques permet aujourd’hui d’étre un
outil dans la compréhension des phénoménes épigénétiques et donc de la régulation du
génome. Toutefois, ce contrdle n’étant pas héritable pour les générations suivantes, cela limite
son intérét dans I'amélioration variétale.

1.1.3.4. Modifications Multiplexes

Le principe de I'édition multiplexe consiste a produire et exprimer simultanément différents
ARNSs guides, dans les cellules de la plante héte. |l existe plusieurs méthodes qualifiées de
multiplexes. Elles peuvent étre, dans leurs formes les plus « basiques », composées de
plusieurs ARN guides avec leurs propres cassettes d’expression, que I'on va placer dans un
ou plusieurs plasmides (Hsieh-feng et Yang, 2019 ; McCarty et al., 2020), ou de fagon plus
complexe, obtenues par la construction d'un ARN guide, composé de séquences d’ARN
guides séparées par des petites séquences répétées et reconnues par des nucléases. Lors
de la transcription, ces sites sont clivés et les ARN guides sont libérés (Hsieh-Feng et Yang,
2019 ; Montecillo et al, 2020 ; McCarty et al., 2020 ; Das et al., 2022).

L’édition multiplexe permet de créer des modifications a plusieurs endroits du génome, rendant
possible la régulation de plusieurs génes, la modification de plusieurs traits agronomiques et
le contrble des voies de régulation. Il s’agit d’un outil prometteur pour faciliter 'amélioration, la
sélection des espéces agricoles, voire la domestication (Zhu et al.,2020).

1.1.3.5. Réarrangement chromosomique

Avec l'apparition de méthodes d'édition plus précises et robustes, des approches plus
ambitieuses ont vu le jour concernant la recombinaison méiotique ou la réorganisation a
grande échelle des chromosomes (Das et al., 2022). La réorganisation des chromosomes peut
étre induite grace a I'utilisation du systeme CRISPR/Cas. En effet, il a été observé que, lorsque
deux coupures double brin sont réalisées sur le méme chromosome simultanément, cela
provoque une délétion ou une inversion. Si la coupure double brin se fait sur deux
chromosomes distincts, cela peut provoquer une translocation (Das et al, 2022). Une
translocation est un transfert d’'une partie d’'un chromosome a un autre chromosome. Cette
translocation s’effectue lors de la méiose entre deux chromosomes homologues (et/ou
homéologues) par le processus de Crossing Over (CO).

Inversion de génes sur un chromosome

L’inversion d’'un géne sur un chromosome a été réalisé par I'équipe de Schmidt et al. (2020),
sur Arabidopsis, en utilisant de fagon synchronisée deux systemes CRISPR/Cas9 dont les
séquences cibles se trouvaient dans des régions intergéniques entourant la zone ciblée. I
s’agissait de rétablir une inversion datant de 5000 ans sur le chromosome 4, caractérisée par
la présence d’une partie du centromére au milieu du bras court. En rétablissant sa position
historique, cette équipe est parvenue a rétablir des crossing-overs dans cette région, qui
étaient alors éteints par 'inversion historique (Schmidt et al., 2020 ; Das et al., 2022).
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Translocation d’'une zone chromosomique

Une recherche menée en 2020 par Beying et al. a permis la translocation réciproque et « sur
mesure » d’'une partie du chromosome 1 avec le chromosome 2, ainsi que du chromosome 1
avec le chromosome 5 chez Arabidopsis (Das et al., 2022). Le systéme CRISPR/Cas9 a été
utilisé pour réaliser des coupes localisées sur deux chromosomes hétérologues. La
restructuration contrélée des génomes végétaux doit encore étre testée sur des plantes
d’intérét agronomique, mais au vu des résultats obtenus, cette nouvelle voie a le potentiel de
rétablir la recombinaison dans certaines portions du génome, (Beying et al., 2020 ; Schmidt et
al.,2020). Elle peut également la bloquer, et pose la question de la compatibilité avec la
sélection variétale.

1.1.3.6. Obtention de plantes éditées sans phase intermédiaire de
transgénése

Du fait de législations contraignantes vis-a-vis de I'insertion d’ADN exogéne dans les génomes
des plantes, les scientifiques cherchent aujourd’hui a développer des méthodes permettant de
s’en passer et ont pu s’en abstraire par I'utilisation du systeme CRISPR/Cas9 sous forme de
Ribonucléoprotéine (RNP) (Zhang S. et al., 2021). Cette construction, aussi efficace qu’un
systéme utilisant un plasmide, présente une réelle diminution des effets hors cibles dans les
cellules, du fait de sa dégradation rapide. Les Cas9-ARN-guide-RNPs peuvent cliver ’ADN
cible directement aprés son insertion en outrepassant la machinerie transcriptionnelle et
traductionnelle dans la cellule (Laforest et al., 2022). Plusieurs méthodes de livraison des RNP
(permettant une édition dite ADN-free) ont été développées (Chen et al., 2019 ; Adli, 2018).

Ainsi les RNPs peuvent étre délivrées dans les cellules de la plante par différentes méthodes
déja existantes. Par exemple, la transfection des protoplastes (cellules dénuées de paroi
cellulaire) est une méthode qui permet l'introduction d’'un matériel génétique dans une cellule.
Elle nécessite des phases de préparation des cellules, qui doivent étre libérées de leur paroi,
afin qu’elles soient perméables a lintroduction du complexe. La délivrance du systéme
CRISPR/Cas-RNP se fait soit a l'aide d'une PEG-Ca?* -transfection (Polyéthylene-glycol —
calcium) ou par électro-transfection. Les protoplastes transfectés sont ensuite mis en culture
pour régénération, développant ainsi des cals puis des plantules. L’avantage de cette
technique est qu’en passant directement par un protoplaste, toutes les cellules régénérées
posséderont le génome modifié (Yue et al., 2021 ; Chen et al., 2019 ; Laforest et al., 2022).
L'inconvénient principal de cette méthode est la difficulté de régénérer des plantes fertiles a
partir de protoplastes, avec de grandes différences de succes de régénération entre especes.

Parmi les méthodes de délivrance des RNP, il est possible de citer la méthode de
bombardement biolistique. Le principe s’appuie sur un bombardement a haute vitesse, par des
particules d’or ou de tungsténe enduites de biomolécules (Laforest et Nadakuduti, 2022) sur
plusieurs types de tissus, tels que des embryons immatures, des disques de feuilles/tiges ou
des cals. De nombreuses espéces, telles que le riz, le mais, le blé et des Brassica, ont été
éditées par le bombardement de particules d’or de 0.6um enduites du complexe CRISPR/Cas-
RNP (Zheng G. et al., 2021). D’autres méthodes existent, telles que l'utilisation de zygotes
auxquels sera transfecté le systéme CRISPR/Cas-RNP (Toda et al, 2019 ; Zheng G. et al.,
2021).

1.1.3.7. Délivrance du systéme CRISPR/Cas dans les plantes sans culture
in vitro

La culture de tissus in vitro est un élément limitant majeur dans l'utilisation de la transgénése
et de I'édition du génome. Il est limitant par le nombre d’espéces compatibles, par le temps
nécessaire et par I'efficacité du résultat obtenu. L’utilisation de réactifs moléculaires comme
les régulateurs morphogéniques, qui permettent linduction d'un programme de
développement spécifique, est une voie prometteuse pour s’affranchir de la méthode de
culture cellulaire (Maher et al., 2020).
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Induction de novo du méristeme

Le principe de cette technique est l'utilisation d’une plante génétiquement modifiée, lui
conférant la capacité de surexprimer une Cas9. En paralléle, des cultures d’Agrobacterium
tumefaciens portant des genes de régulateurs morphogénétiques et une cassette d’ARN
guides sont préparées et injectées sur la zone de la tige de la plante support que I'on aura
coupée (Zhu et al. 2020). Les régulateurs morphogénétiques vont ainsi stimuler
lembryogénese et permettre la formation de méristémes néoformés qui seront également
potentiellement mutés sur le géne cible. Ces méristémes peuvent ensuite étre séparés de la
plante support et donner des plantules porteuses du génome édité apres transfert sur un
substrat. L'étude mettant en lumiére l'intérét de cette nouvelle technique pour fixer des
mutations induites a constaté que parmi les plantules éditées, un certain nombre ne
possédaient pas de transgéne, ce qui permet d’éviter I'étape de séparation du transgéne dans
les générations suivantes. Ainsi, les plantules permettront, dans les prochaines étapes, la
formation de fleurs et de graines porteuses des modifications ciblées (Maher et al. 2020). Cette
nouvelle méthode de délivrance, développée chez le tabac, a également été testée sur des
espéces dites « d’intérét », notamment la pomme de terre, la tomate et la vigne, avec la
formation de plantules éditées, rendant ainsi cette méthode viable et adaptable pour
différentes espéces. Si elle fait ses preuves (I'élimination des transgenes suggérant une
instabilité chromosomique), elle promet une accélération dans la production de nouvelles
plantes éditées (Maher et al. 2020).

Virus-induced heritable gene editing

Sur le méme principe que la méthode d’induction de novo des méristémes, cette technique
nécessite, au préalable, la modification génétique de la plante support, afin qu’elle exprime la
Cas 9. Cette étape réalisée, un autre facteur limitant doit étre contourné pour permettre aux
virus d’intégrer les cellules méristématiques. Pour cela, des ARN guides sont fusionnés avec
des ARN mobiles et introduits dans ’ARN2 du virus du hochet du tabac (TRV : Tobacco rattle
virus). Avec I'assistance d’'un Agrobacterium, l'infiltration se fait dans les tissus somatiques de
la plante. Les éléments mobiles optimisant la propagation systémique et dirigée du complexe
dans la plante, le systéme peut ainsi atteindre les cellules germinales, permettant la
transmission des mutations créées a la génération suivante. Cette méthode compte une haute
efficacité de transmission de la mutation a la descendance (Zhu et al., 2020 ; Laforest et al.,
2022). Il y a ensuite production de graines porteuses du génome édité puis mise en
germination. L'utilisation d’'un virus @ ARN simple brin a polarité négative (SYNV : Sonchus
Yellow Net Rhabdovirus) permet de délivrer un cargo plus grand ce qui permet de se passer
d’une plante génétiquement modifiée pour exprimer le systeme CRISPR/Cas (Laforest et al.,
2022).
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En conclusion, I'utilisation du systtme CRISPR/Cas a connu des évolutions fortes depuis
2016, date du dernier rapport du Comité Scientifique du CTPS sur le sujet, tant sur la technique
elle-méme que sur la méthode d’introduction de CRISPR/CAS dans les plantes :

Des évolutions sur la technique :

- La premiére évolution notable est I'élargissement de la variabilité en motifs PAMs, qui permet
un plus large éventail de séquences ciblées sur 'ADN. Cette évolution s’est faite grace a la
découverte de protéines Cas orthologues ou homologues, et grace a la création de variants
permettant de s’approcher d’une Cas avec un motif PAM moins spécifique et limitant
(PAMless).

- Les méthodes de base editing et de prime editing permettent d’induire des modifications
ciblées et choisies, d’'une ou plusieurs bases a la fois. La réelle évolution est la capacité de
ces méthodes de « choisir la base » de fagon précise, sans faire appel a une modification
aléatoire lors de la réparation de 'ADN.

- L'utilisation d’'une protéine Cas « inactive » permet d’utiliser son action de fixation précise
dans le génome, comme plateforme recruteuse d’effecteurs. Elle donne ainsi la possibilité
d’agir sur I'expression des genes. Cette méthode permet également d’exercer une action sur
'épigénome en modifiant les marques épigénétiques. En agissant sur la
condensation/décondensation de I’ADN, il y a modification de I'expression des génes.

- La méthode de modifications multiplexe permet de cibler plusieurs séquences de ’ADN,
et ce, de maniére simultanée. Cela ouvre la possibilité de modifier en une seule action,
plusieurs cibles, et ainsi d’agir sur les voies de régulation, d’augmenter le nombre de traits
édités ou d’agir sur I'expression de plusieurs génes ou de familles multigéniques.

- Enfin, parmi les évolutions en devenir, le systeme CRISPR/Cas permet de travailler sur le
réarrangement chromosomique, par [linduction d’inversion ou de translocation
chromosomiques. Il s’agit 1a d’'une amorce a la compréhension plus fine des dynamiques
observées a I'échelle du génome. L’application principale pour les sélectionneurs est la
possibilité de « casser » des déséquilibres de liaison.

Des évolutions dans les méthodes d’introduction :

Des évolutions ont également vu le jour dans les méthodes d’introduction du systéeme
CRISPR/Cas dans la plante, ce qui permettrait d’éviter des contraintes réglementaires dans
certains pays et de lever les derniéres barrieres techniques relatives aux especes
récalcitrantes.

- Pour éviter les contraintes réglementaires dans certains pays, il ne doit pas y avoir d’insertion
d’ADN exogéne. Pour cela, plusieurs méthodes consistant a utiliser le systeme CRISPR/Cas
sous la forme d’une Ribonucléoprotéine ont été développées, permettant d’éviter I'utilisation
d’'un plasmide codant pour le complexe CRISPR/Cas9, et ainsi de diminuer le nombre de
mutations hors cibles, grace a son action éphémeére.

- Pour lever les contraintes liées aux especes récalcitrantes et a la lourdeur méthodologique
de la culture in-vitro, deux méthodes ont été développées. Il s’agit d’'une part, de I'induction
de novo du méristéme, consistant a injecter le systeme CRISPR/Cas dans une partie délétée
de la plante, et pour laquelle la régénération se fait directement sur la plante support, et d’autre
part, du « Virus-induced heritable gene editing » consistant a utiliser de I'ADN viral et sa
capacité de propagation systémique et dirigée du complexe dans la plante. Actuellement les
techniques utilisées en création variétale font toutefois appel a une étape de transgénése avec
insertion d’'un fragment d’ADN exogéne.
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1.2. L’utilisation des techniques d’édition du génome a des fins
d’amélioration variétale

Les évolutions techniques récentes, précédemment développées sur la base de la littérature
scientifique mondiale, permettent d’avoir une visibilité sur les possibilités a venir. Afin de
compléter cet état des lieux des possibilités qu’offre la méthode CRISPR/Cas, il est intéressant
de considérer les applications agronomiques actuellement travaillées. Sur la base des
publications référencées sur le site EU-SAGE (European Sustainable Agriculture Through
Genome Editing) [17], les recherches réalisées ces dernieres années mettant en application
CRISPR/Cas9 sont majoritairement réalisées par la Chine et les Etats-Unis d’Amérique, avec
un nombre d’espéces travaillées relativement restreint. Le riz et la tomate sont les plus
représentées avec respectivement 49% et 24% des publications référencées (cf. figure 2).
Certains caracteres d’intéréts agronomiques se démarquent tels que le rendement, la qualité
nutritionnelle/ qualité du produit et la résistance/tolérance aux stress biotiques (cf. figure 2 et
annexe 3).

@ % de publications par pays sur la méthode @ % de publications par espéces sur la
CRISPR/Cas méthode CRISPR/Cas

Chine
= USA
® Royaume-Uni
m Corée du sud
m France
Japon
Allemagne

autres

@ % de publications par traits travaillés avec
la méthode CRISPR/Cas

Rendement
m qualité nutritionnelle / qualité produit
W Stress biotique
W Industrie / conservation Riz
1 Stress abiotique
W mais

m Couleur / Aréme

Tolérance aux herbicides Pomme de terre

Figure 2 Pourcentage des publications référencées sur la base EU-SAGE : 1) par pays ; 2) par especes et 3) et par traits
travaillés par la méthode CRISPR/Cas. Les filtres utilisés prennent en compte les méthodes SDN1 ; SDN2 et SDN3.

Les applications du systéme CRISPR/Cas peuvent étre multiples, pour répondre aux
problématiques actuelles et aux enjeux de demain. Cette technologie de plus en plus fine et
robuste est en passe d'ouvrir le champ des possibles et semble prometteuse face aux
contraintes biotiques et abiotiques auxquelles est confrontée I'agriculture d’aujourd’hui. Le
changement climatique est 'une des principales préoccupations de ce siécle, avec ses aléas,
dont les phases de sécheresse sont de plus en plus longues, additionnées a une augmentation
globale des températures. De plus, I'agriculture actuelle doit répondre a une impérative
obligation de préserver I'environnement, qui pousse a réduire les intrants, qu’il s’agisse des
fertilisants, source de pollutions des masses d’eau et d’émission de N2O pour les engrais
azotés, ou des pesticides afin de limiter, voire inverser, la baisse de la biodiversité provoquée
en partie par la pollution des sols et des cours d’eau. En effet, un rapport réalisé par INRAE et
IFREMER sur “limpact des produits phytopharmaceutiques sur la biodiversité et les services
écosystémiques” (2022) conclut que I'ensemble des milieux terrestres, aquatiques et marins
sont contaminés par des produits phytopharmaceutiques, créant des impacts directs et
indirects sur les écosystémes [50*]. Face a ces phénomenes, I'agriculture doit dés aujourd’hui
trouver des stratégies pour assurer a la fois la quantité et la qualité technologique, sanitaire et
nutritionnelle de ses productions, mais aussi la performance environnementale des systemes
de production agricole.
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1.2.1. Rendement

L’agriculture mondiale doit répondre a des défis de transition multiple : transition alimentaire
avec augmentation de la population, transition des régimes alimentaires, transition
environnementale (restauration de la qualité de I'air, de I'eau et de la biodiversité), et enfin
transition climatique avec augmentation des températures moyennes et des variations
interannuelles. Le changement climatique provoque une réduction des rendements des
cultures dans de nombreuses régions (Lobell et al., 2012). L’évolution des systémes agricoles
reposant sur la diversification des cultures, sur le développement de cultures associées, ou
encore des techniques nouvelles telles que le relay-cropping permet d’apporter une réponse
pour augmenter la production par unité de surface tout au long d’'une année. L’amélioration
génétique est un levier pour maintenir ou augmenter le potentiel productif de chacune des
espéces et variétés utilisées dans ces nouveaux systémes. Parmi les méthodes d’amélioration
génétique utilisables, et parce qu’elles permettent de disposer d’'une diversité génétique
nouvelle, les NBT pourraient contribuer a répondre a certains de ces enjeux en augmentant
les rendements sans apport d’intrants polluants pour I'environnement.

Augmentation des composantes du rendement : Un des principaux traits développés par les
NBT, en termes de rendement, est 'augmentation du nombre de grains par pied notamment
chez le mais, le riz et le colza. Par exemple, chez le riz, le rendement est déterminé par le
nombre de panicules par plante, le nombre de grains par panicule et le poids et la taille des
grains (Camerlengo et al., 2022). L’extinction simultanée de trois génes (GS3, GW2 et Gn1a)
impliqués négativement dans ces trois catégories a permis d’augmenter le rendement chez
trois cultivars (Zhou et al., 2019). Chez un blé hexaploide, I'extinction simultanée de trois
génes homéologues (TaGW2) a permis d’augmenter la taille du grain (largeur : + 10,9 % ;
longueur : + 6,1 %) et le poids du grain (poids de mille grains : + 27,7 %) par rapport au cultivar
de type sauvage (Wang W. et al., 2018). Chez le colza, I'extinction de deux génes (BnaMAX1)
a permis 'augmentation des phénotypes ramifiés ainsi que le nombre de siliques par plante
(Zheng et al., 2020). L’ensemble de ces cas illustre I'existence de nombreux genes régulateurs
négatifs de composantes du rendement qui ont été sélectionnés positivement dans I'histoire
évolutive des espéces avant leur domestication, car permettant de réduire des risques d’échec
de reproduction. Le ciblage de tels mécanismes pour améliorer la productivité agricole a été
postulé depuis plusieurs années (travaux de Denison & Sadras en particulier), et ces travaux
confirment cette opportunité pour laquelle I'outil d’édition de génomes est particulierement
adapté.

Optimisation de l'utilisation de l'azote : les engrais azotés de synthése ont été largement
utilisés dans les pratiques agricoles afin de répondre a des demandes croissantes de
rendement. Dans un contexte de réduction des intrants, 'amélioration par voie génétique de
I'efficacité de l'utilisation de I'azote est un des leviers privilégiés dans les programmes de
sélection. Dans le cas du riz, des mutants are1 (abnormal cytokinin response1 repressori) ont
montré une augmentation de rendement dans des conditions d’azote limitantes. L’utilisation
de NBT a permis I'étude fonctionnelle des génes orthologues ARE1 dans le génome
hexaploide du blé. Une équipe de chercheurs a réalisé des lignées mutantes, inactivant les
trois génes homéologues TaARET, sur le blé d’hiver. Les lignées mutantes ont montré une
tolérance accrue au déficit en azote et une augmentation significative des cellules corticales
racinaires, dans des conditions hydroponiques. En conditions normales au champ, deux
lignées mutantes présentaient une augmentation significative de l'efficacité d’utilisation de
I'azote, une sénescence retardée et un rendement céréalier accru sans défaut de croissance
par rapport au contréle de type sauvage (Zhang J. et al., 2021).
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Domestication de novo : L'équipe de Zsbégdbn et al. (2018) rapporte avoir obtenu la
domestication de novo de Solanum pimpinellifolium sauvage, par I'édition simultanée de 6
génes impliqués dans le rendement et la productivité. Il en résulte une augmentation de la
taille et du nombre des fruits, ainsi qu’'une augmentation du taux de lycopénes supérieur a
celui obtenu par sélection de la tomate commerciale (Karavolias et al., 2021). A travers ces
nouvelles méthodes, la diversité génétique pourrait étre rétablie, afin de retrouver « les traits
bénéfiques des espéces sauvages, tels que la résistance aux maladies et la tolérance au
stress, qui ont été perdues » (Zsdgobn et al., 2018).

1.2.2. Modification de la composition et des propriétés
nutritionnelles, organoleptiques et technologiques

La mauvaise qualité nutritionnelle de I'alimentation est aujourd’hui 'une des principales causes
de décés dans le monde. Selon les derniers chiffres de 'OMS, en Europe prés de 60 % des
adultes et 30% des enfants sont en surpoids ou obéses [51*]. L’apport en nutriments reste une
priorité sanitaire : 'amélioration de la qualité nutritionnelle de I'alimentation apparait comme
un élément indispensable des systéemes alimentaires de demain. Cette amélioration
nutritionnelle passe par une augmentation des molécules aux qualités nutritionnelles
reconnues, ou par une diminution des molécules dites « anti-nutritionnelles » qui conférent
soit, un mauvais godt aux aliments, soit une toxicité reconnue. Il faut bien évidemment mesurer
leurs effets sur les apports nutritionnels attendus ; il n’est pas question ici d’alicaments mais
d’aliments d’une meilleure qualité nutritionnelle.

Augmentation des composés nutritionnels :

Le lycopene est un composé bioactif agissant dans la réduction des risques de cancer, dans
la prévention des maladies cardiovasculaires et dans le traitement de certaines maladies
chroniques. Une augmentation de la teneur en lycopéne dans les tomates a pu étre obtenue
par I'extinction par édition de cinq génes associés a la voie métabolique des caroténoides (Li
X. etal., 2018).

L’acide y-aminobutyrique (GABA) est un acide aminé non protéinogene, dont I'administration
exogene chez 'homme et les animaux permet d’abaisser la pression artérielle. Ainsi, une
consommation quotidienne d’aliments enrichis en GABA serait un moyen efficace de prévenir
I'hypertension. C’est pourquoi de nombreuses études sont menées pour augmenter le taux de
GABA dans les aliments les plus consommeés dans le monde. Par exemple, chez la tomate, la
mutation des régions codantes de deux génes GAD (glutamate decarboxylase) par le systéme
CRISPR/Cas9 a permis d’augmenter le taux de GABA dans les feuilles et les fruits a maturité
(Nonaka et al., 2017). Ainsi, une variété de tomate a forte teneur en GABA est d'ores et déja
commercialisée au Japon [59*]. Chez le riz, la mutation C du c6té 5’ d’'un géne a permis une
augmentation par sept du taux de GABA dans le grain (Akama et al., 2020).

L’acide oléique est un acide gras principalement utilisé dans l'industrie alimentaire pour ses
propriétés gustatives et nutritionnelles. En effet, les huiles ayant un niveau élevé d’acide
oléique sont nutritionnellement bénéfiques grace a leur capacité a abaisser le taux de
cholestérol et réduire la pression artérielle (Yuan et al., 2019). L’acide oléique peut aussi étre
utilisé dans la chimie verte comme biolubrifiant, ester végétal et biocarburant [2*]. Ainsi, le taux
de l'acide oléique a été augmenté chez le colza, en créant des mutations dans le géne fad2
(FAD2 : Fatty acid desaturase 2). Ces mutations ont également causé une diminution des
teneurs en acide linoléique et linolénique (Huang et al., 2020). La teneur en acide oléique a
également été augmentée chez I'arachide, par la mutation de deux génes homologues codant
pour 'enzyme FAD2 (Yuan et al., 2019).
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Teneur en sucres des fruits : Une équipe de chercheurs a permis d’augmenter la teneur en
sucres de la fraise par édition du génome, en utilisant la méthode « base editing » (Xing et al.,
2020).

Godt et aréme : Une équipe de chercheurs a permis de créer un mais aromatique grace a
extinction de deux genes homologues au géne 0sBADHZ2 (ZmBADH2a et ZmBADH2b)
présent chez le riz. Son activité plus faible semble favoriser la biosynthése de la 2-acétyl-1-
pyrroline (2AP), qui est un composé aromatique volatil identifié dans le riz parfumé (Wang Y.
et al, 2021). Une autre équipe a réussi a créer des nouveaux alléles dOsBADH2 pour
introduire de l'arbme dans toutes les variétés de riz non aromatiques par la méthode
CRISPR/Cas9 (Ashokkumar et al., 2020). L’équipe de Zhang (2022) a obtenu des lignées de
sorgho avec une odeur aromatique dans les graines et les feuilles grace a I'élimination de
SbBADH2 médiée par CRISPR/Cas9.

De nombreuses études sont en cours pour améliorer la saveur des fruits. Ainsi, la tomate et
les fruits ont été particulierement travaillés. Ces recherches se penchent sur les voies
métaboliques des composés secondaires, pour en comprendre le fonctionnement. Il a été
établi que ce « trait » était directement relié au processus de maturation du fruit, il dépend
donc des hormones végétales, des facteurs de transcription (TF) et des modifications
épigénétiques, qui peuvent tous influencer la qualité des fruits (Li et al., 2022).

Diminution des molécules (facteurs) anti-nutritionnelles :

L’acide phytique ou phytate est un composé essentiellement localisé dans les graines jouant
un réle de stockage du phosphore. Sa consommation a haute dose, chez 'homme et les
animaux, altere I'absorption des minéraux tels que le zinc, le fer, le magnésium, le calcium, le
potassium, etc...par sa haute propension a les chélater. Dans les pays ou I'alimentation est
variée et équilibrée, il ne constitue pas de risque notable et montre méme des propriétés
antioxydantes et anticancérigénes. En revanche, lorsqu’une alimentation variée n’est pas
possible, dans des conditions de faible disponibilité alimentaire et de faibles apports en
minéraux, elle peut engendrer de fortes carences délétéres pour la santé (Brouns, 2021). Des
travaux visant a réduire sa teneur ont été realisés, comme chez le colza dont I'extinction de
trois génes paralogues a permis de réduire la teneur en acide phytique et d’augmenter le taux
de phosphore chez les mutants obtenus, sans affecter la croissance des graines et la teneur
en huile (Sashidhar et al., 2020 ; Camerlengo et al., 2022). Chez le blé, I'extinction d’'un géne
d’'Inositol Pentakisphosphate 2-Kinase a permis la diminution du taux d’acide phytique avec
une multiplication par deux des taux de fer et de zinc (Ibrahim et al., 2021 ; Camerlengo et al.,
2022).

Réduction du taux d’acrylamide en jouant sur le taux d’asparagine libre. L’acrylamide est une
molécule produite naturellement chez les céréales, certaines légumineuses ou la pomme de
terre, lors de certains traitements thermiques. La chaleur va provoquer la réaction de Maillard
dont les principaux acteurs sont les sucres et des acides aminés. L'asparagine, plus
particulierement, serait un élément crucial dans la production d’acrylamide (Mottram et al.,
2002). La consommation importante d’acrylamide aurait des effets cancérigéne et génotoxique
chez les animaux de laboratoire et donc potentiellement chez I'homme. Ainsi, le JECFA
(comité conjoint FAO/OMS sur les additifs alimentaires) a conclu que « des efforts devaient
étre déployés pour réduire I'exposition a cette substance » [3*]. Un blé & teneur réduite en
asparagine a été obtenu grace a I'extinction du géne de I'asparagine synthase, par la méthode
de multiplexage du systéme CRISPR/Cas9 (Raffan et al., 2021). L’étude fait état d’'une faible
germination sur les graines éditées, ce qui pourrait étre surmontée par I'application exogéne
d’asparagine (0.1 M dans I'eau) pulvérisée sur la surface du compost (Raffan et al., 2021 ;
Camerlengo et al., 2022). Il n'est pas indiqué dans larticle si cette diminution permettait la
diminution d’acrylamide a posteriori. Les mutants n’ayant pas été testés au champ, cette étude
semble étre au stade de la preuve de concept.
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La kafirine est une protéine de stockage présente dans les graines de sorgho formant un corps
protéique difficilement digestible. Sa composition, dépourvue de lysine, acide aminé essentiel,
confére également une mauvaise qualité de protéines. Pour pallier cela, une étude visant a en
réduire la teneur a permis d’obtenir, par I'action ciblée du systeme CRISPR/Cas9 sur le géne
k1C, une augmentation significative de la qualité et de la digestibilité des protéines (Li A. et
al., 2018 ; Karavolias et al., 2021).

Le gluten est un complexe protéique de stockage contenu dans les graines de blé, conférant
des propriétés viscoélastiques aux aliments qui en contiennent. Il s’agit d’'un complexe de
protéines principalement composé de gliadine et de gluténine. Les gliadines sont responsables
d’intolérances dans la population et sont associées au développement de la maladie cceliaque.
L’équipe de Sanchez-Ledn (2018), par extinction de géne codant pour I'a-gliadine, a permis
de réduire la quantité d’a-gliadine dans les graines de blé dur et tendre (Sanchez-Ledn et al.,
2018).

Industrie et conservation

De nombreuses recherches sont menées a des fins non nutritionnelles. Un brunissement
retardé, une couleur chatoyante, une qualité de fibre augmentée sont autant de facteurs qui
peuvent étre améliorés par les techniques de mutagénese dirigée et apporter de vraies
réponses pratiques aux limites industrielles et commerciales.

L'amidon est un polysaccharide utilisé dans de nombreuses industries selon les
transformations qui lui sont appliquées. Ainsi, 'amidon natif (non transformé) est utilisé dans
l'industrie alimentaire, pour ses propriétés liantes, texturantes, épaississantes, stabilisantes et
gélifiantes. L’amidon transformé ou modifié, par une méthode chimique ou physique, est utilisé
pour sa solubilité a froid, sa viscosité, sa stabilité a la décongélation, sa fluidité, etc...
L’hydrolyse de 'amidon sert, quant a elle, a obtenir des produits sucrants tels que les sirops.
Les produits amylacés se retrouvent dans la papeterie (couchage et glacage du papier,
couches culottes jetables), dans l'industrie pharmaceutique (enrobage de comprimés, agent
dispersant, capsulage de gélules...), dans les cartons ondulés, dans la cosmétique, dans
l'alimentaire et dans le textile pour ne citer qu’eux [4*]. Des études visant a modifier le ratio
amylopectine/amylose qui composent 'amidon ont été réalisées afin d’augmenter le taux
d’amylopectine sans supprimer I'amylose. Pour ce faire, I'équipe de Andersson (2017) a
obtenu une pomme de terre riche en amylopectine, par extinction des 4 alléles du locus GBSSI
(granule-bound starch synthase) initialement impliqués dans la synthése de 'amylose. Des
pommes de terre riches en amylopectine ont déja été obtenues auparavant, mais il s’agit ici
de démontrer qu’il est possible d’obtenir ce résultat sans introduction d’ADN exogéne
(Andresson et al., 2017). Sur la patate douce, I'équipe de Wang (2019) a permis, par extinction
de 2 génes de la voie de biosynthése de I'amidon, 'augmentation du taux d’amylopectine
(Wang et al., 2019).

Le processus de brunissement des fruits est provoqué, en partie, par les polyphénols
oxydases. Il s’agit d’un groupe d’enzymes dont I'action est influencée par des facteurs tels que
le pH, la température et 'oxygene. Leur action se caractérise par un changement de couleur
des fruits, provoqué par I'oxydation des composés phénoliques aprés la récolte et durant le
stockage. Le brunissement des fruits et des Iégumes impacte leur qualité et représente un
probléme économique pour l'industrie alimentaire. Ainsi, chez I'aubergine, I'équipe de Maioli
(2020) a permis une diminution de lactivité de Polyphénols oxydases (PPO) et du
brunissement de la chair, par I'extinction de 3 génes, sans réduire la teneur en composés
phénoliques (Maioli et al., 2020). Chez le champignon de Paris, I'extinction d’'un géne lié aux
PPO a permis d’induire un retardement du brunissement (Waltz., 2016). De plus, chez la
pomme de terre, I'induction de mutation sur quatre alleles du géne stPPO2 a permis la
réduction de l'activité des PPO dans le tubercule avec une diminution du brunissement
(Gonzalez et al., 2020).
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Couleur : Un travail sur la couleur a été réalisé sur I'lpomoea nil, dont la palette de couleurs
de fleurs ne comprend pas la couleur jaune. Ainsi, 'équipe de Watanabe (2018) a permis
d’obtenir des pétales jaunes par I'extinction du géne InCCD4, impliqué dans la dégradation
des caroténoides dans les pétales, a I'aide du systeme CRISPR/Cas9. L'équipe de Nitarska
(2021) a obtenu des poinsettias avec des bractées orange par l'utilisation de la méthode
CRISPR/Cas9 ciblant le flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H), responsable de la couleur rouge des
bractées.

1.2.3. Résistance aux stress abiotiques

Les stress abiotiques se définissent comme des stress provoqués par des facteurs physiques.
Derriére ce terme, se cachent divers facteurs, souvent liés au climat et/ou a I'activité humaine,
qui peuvent notamment impacter les cultures agricoles. Le stress provoqué par le climat peut
étre par exemple de type hydrique ou thermique. Le stress hydrique se manifeste lors de déficit
en eau. Le stress thermique peut étre causé par de fortes températures ou des températures
trés basses, voire des gelées. L’activité humaine peut également engendrer la pollution
atmosphérique (ozone) et du sol. Pour pallier les effets néfastes induits sur les cultures,
différentes recherches sont en cours afin de trouver des solutions pour optimiser ou limiter la
captation des éléments du sol, et ainsi assurer la qualité et la sécurité alimentaire.

1.2.3.1.  Résistance au stress hydrique

Par la réduction du nombre de stomates : en conditions de sécheresse, les plantes ferment
leurs stomates afin de limiter la perte d’eau causée par I'évapotranspiration. Ce changement
d’état provoque, d’'une part, une augmentation de la température de la plante et, d’autre part,
une réduction des échanges gazeux (CO: et O) réalisés au niveau des chambres
stomatiques. Cela impacte la machinerie photosynthétique et la production d’énergie qui en
découle. Le ralentissement métabolique lié a ces différents événements affecte le
développement de la plante et se manifeste au champ par une perte de rendement (Korres et
al., 2017). Pour pallier cela, I'équipe de Yin (2017) a obtenu chez le riz la réduction du nombre
de stomates sur la surface abaxiale des feuilles, par I'extinction d’un gene impliqué dans le
développement stomatique. L’étude ne fait malheureusement pas état d’'un développement en
milieu stressé pouvant éclairer sur I'utilité de cette diminution dans la résistance a la
sécheresse (Karavolias et al., 2021). Toutefois, I'équipe de Caine (2018), en diminuant aussi
la densité stomatique chez le riz par transgénése classique, a montré que cette réduction
permettait d’augmenter la tolérance a la sécheresse et que les plantes présentaient une
meilleure conservation de leur eau, en conditions de stress hydrique sous hautes
températures. De surcroit, le riz obtenu présentait des rendements équivalents voire améliorés
dans des conditions de cultures bien hydratées. Toutefois, il a été observé une photosynthése
réduite et une augmentation de la température interne de la plante, dans des conditions
optimales d’hydratation (Caine et al., 2018).

Par sensibilité réduite a I'éthylene : L’éthylene est une phytohormone jouant un réle dans la
réponse des plantes aux stress abiotiques tels que la sécheresse et les hautes températures.
Des études menées sur des mais transgéniques ont montré que la réduction de la synthése
d’éthylene permettait d’augmenter le rendement en grains dans différentes conditions de
stress hydrique (Shi et al, 2017). Ainsi l'introduction d’'un promoteur spécifique du gene
ARGOSS, impliqué dans la régulation et la transduction du signal de I'éthyléne, a permis une
amélioration du rendement en grains en période de sécheresse, sans perte de rendement en
'absence de stress hydrique chez le mais grain (Shi et al, 2017 ; Karavolias et al., 2021 ;
Camerlengo et al., 2022).

L’acide abscissique (ABA) est une phytohormone impliquée dans 'adaptation des plantes aux

stress biotiques et abiotiques par une cascade de signalisation impliquant des récepteurs. La
fonction de répression de la croissance par I'ABA était jusqu’ici considérée comme un
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compromis pour améliorer I'adaptation au stress. Néanmoins, chez le riz, I'’étude par mutation
systématique des protéines PYL codant pour des récepteurs de I'ABA (13 génes) a été
permise par l'utilisation de NBTs. L'étude combinatoire de ces mutants a montré une
différenciation fonctionnelle et des redondances offrant la possibilité d'ajuster I'équilibre entre
la croissance et la résistance au stress afin d'améliorer la productivité des cultures par
modification de certaines PYL (Miao et al., 2018).

1.2.3.2.  L’agriculture sur sols pollués

Faire pousser des plantes sur les sols pollués

De nombreuses régions du monde font face a la pollution des eaux (radioactivite, solvants,
carburants, etc....), des sols (ex : friches industrielles et présence de métaux lourds) et de I'air
(gaz). Ces différentes sources de pollution d’origine anthropique rendent certaines zones
impropres a 'agriculture, par le stress gu’elles induisent aux plantes et par le risque qu’elles
représentent d’étre prélevées et stockées dans les parties consommables des plantes. Par
exemple, la présence de métaux lourds dans lalimentation humaine pose de sérieux
probléemes de santé publique, du fait de leur toxicité. Pour pallier cela, des équipes de
recherche tentent de trouver des solutions pour rétablir une culture plus saine sur un sol pollué.

Tolérance a la salinité des sols : La présence d’une forte concentration en sel dans les sols
est une source de stress pour les plantes. L’absorption des ions Na+ et CI- provoque une
réduction de la croissance de la plante due aux effets osmotiques et aux déséquilibres ioniques
que cela entraine (Garcia et al., 2018). Ces sols salins, en constante augmentation, sont
causés par divers facteurs tels que les changements climatiques, I'élévation du niveau de la
mer, lirrigation et plus largement des pratiques agronomiques non adaptées et la composition
des sols (Kumar et al., 2013). Il s’agit du stress abiotique le plus couramment rencontré chez
le riz. Pour cela, des études sont menées pour augmenter leur tolérance en milieu salin. Ainsi,
'équipe de Zhang (2019) a amélioré la tolérance du riz en milieu concentré en sel, par
extinction d’'un géne associé a la sensibilité au sel sans altérer les caractéres agronomiques
dans des conditions normales (Zhang et al., 2019).

Cadmium : Une étude a montré que le riz produit en Asie comptabilisait une concentration
supérieure en cadmium (Cd) comparé a ceux produits dans les autres régions du monde tels
que I'Europe, le Moyen-Orient et I’Amérique du Nord. Pourtant, 90% du riz consommé dans le
monde est produit en Asie. Cette concentration présente dans les grains de riz est directement
liée a la contamination des riziéres. Les moyens déployés pour les dépolluer sont souvent
colteux et longs (Tang et al., 2017). Aussi, le développement d’'une lignée de riz capable de
limiter 'accumulation de Cd dans ses grains serait une réponse adaptée aux problématiques
environnementales et sanitaires que ce phénomeéne pose. L’extinction d’'un gene impliqué
dans le transport du cadmium, par la méthode CRISPR/Cas9, a permis de réduire
'accumulation du métal lourd dans les grains, sans impact significatif sur le rendement et les
principaux caractéres agronomiques (Tang et al., 2017 ; Karavolias et al., 2021 ; Chen et al.,
2019).

Césium : Sur le méme principe, I'équipe de Nieves-Cordones (2017) a permis la production
d’un riz cultivé sur le sol contaminé de Fukushima (contaminé aux isotopes 137Cs), présentant
une teneur réduite en césium (Cs) radioactif. L'obtention s’est faite grace a l'inactivation du
transporteur OsHAK1, impliqué dans la voie d’absorption et de translocation du Cs+ chez le
riz (Nieves-Cordones et al., 2017).

Arsenic : L’équipe de Wang F.Z. (2017) a, quant a elle, amélioré la tolérance du riz sur un sol
contaminé par l'arsenic (As), par extinction du facteur de transcription OsARM1. Cette étude
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a permis de lever le voile sur les voies de régulation de I'absorption d’As et de son transport
des racines vers les parties aériennes du riz. Cependant, d’autres études doivent étre menées
pour réduire sa concentration dans les grains de riz, pour ainsi diminuer le risque sanitaire que
représente cet élément aux effets cancérigénes et toxiques (Wang F.Z. et al.,2017).

Faire pousser des plantes pour dépolluer les sols : la phytoremédiation

La phytoremédiation est un terme désignant la dépollution des sols par les plantes, englobant
diverses stratégies rencontrées chez les 500 especes référencées comme possédant « un
potentiel de phytoremédiation ». Ces stratégies sont la phyto-extraction, la phyto-stabilisation,
la phyto-dégradation, ou le phyto-dessalement. Les bénéfices d’une dépollution des sols par
les plantes sont, sans aucun doute, la capacité a rétablir la fertilité des sols, ce qui contraste
avec les méthodes de dépollution classiques telles que I'excavation. Des études sont menées
sur les especes pour caractériser et identifier les déterminants génétiques impliqués dans les
processus mobilisés lors des diverses stratégies susmentionnées (Saxena et al., 2020).
L’efficacité de la phytoremédiation repose sur les mécanismes sous-jacents a I'accumulation
et a la tolérance des métaux, tels que I'absorption, la translocation et la désintoxication des
métaux. Jusqu’a aujourd’hui, la littérature scientifique fait état de réels progrés dans le
domaine des phytoremédiations par les méthodes de transgénese, bien qu'ils aient été, pour
la plupart, testés uniquement dans des conditions de laboratoire (Fasani et al.,, 2018). En
revanche, trés peu de publications font état de l'utilisation de la méthode CRISPR/Cas dans
les phytoremédiations, bien que de nombreux genes impliqués dans les mécanismes d’'intéréts
soient documentés. Ainsi, il est possible que, dans les années a venir, une meilleure
connaissance des génomes et le développement des méthodes CRISPR/Cas permettent de
développer des plantes capables de dépolluer les sols de maniere plus efficace. Une autre
stratégie mobilisant I'édition des génomes pour la dépollution des sols pourrait reposer sur la
modification des microorganismes permettant d’extraire et transformer les polluants du sol,
mais avec une plus grande difficulté de maitriser les risques environnementaux induits.

1.2.3.3.  Tolérance a des températures élevées

Au cours de leur vie, les plantes peuvent étre soumises a divers événements climatiques, dont
la hausse des températures. Sous un stress provoqué par la chaleur, les plantes présentent,
au niveau cellulaire, des dommages membranaires, une surproduction de dérivés réactifs de
l'oxygene (ROS : reactive oxygen species) provoquant des dommages oxydatifs et des
perturbations métaboliques (Yu et al., 2019). L’équipe de Yu (2019), par extinction d’un géne
régulateur négatif de la réponse au stress thermique (SIMAPK®), a obtenu chez la tomate, une
plus grande tolérance a la chaleur que les plantes sauvages. Cela s’est caractérisé par une
réduction des dommages des membranes cellulaires, une diminution de la surproduction de
ROS et une amélioration des activités d’enzymes antioxydantes sous stress (Yu et al., 2019).

Modifier la phénologie, en retardant la floraison ou en I'avangant, permet de lutter contre les
contraintes liées au climat et permet d’étendre les cultures sous d’autres latitudes. Le soja,
sous un climat chaud, voit son rendement réduit a cause d’une floraison et d’'une maturation
précoces. Une équipe de recherche (Cai et al., 2020) a permis, par extinction de deux génes,
de retarder la floraison de 31 jours ce qui a eu pour conséquence une augmentation du nombre
de gousses et de graines par plante (Camerlengo et al., 2022).

1.2.4. Résistance aux stress biotiques

La résistance aux stress biotiques est I'un des principaux traits travaillés dans la recherche
actuelle, mettant en application le systéme CRISPR/Cas (cf figure 2). Les acteurs de ce stress
biotique sont pluriels ; gu’ils soient de nature végétale, entomologique, virale, bactérienne ou
fongique, ils sont les principaux facteurs limitants dans la production agricole actuelle. Nombre
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de produits phytosanitaires sont utilisés pour contrer leurs effets afin d’assurer une récolte
saine, de qualité et suffisante. Du fait d’'une volonté de protection de I'environnement et de
I'évolution des connaissances et des méthodes d’évaluation, on observe que, depuis quelques
années, de nombreux produits phytosanitaires sont retirés de la vente, du fait de leur
écotoxicité ou de leurs effets négatifs sur la santé. Cette tendance est aujourd’hui accentuée
par le Pacte Vert européen qui vise une diminution des intrants afin d’assurer une durabilité
de nos systémes de production. Pour cela, il faut trouver des solutions alternatives pour lutter
efficacement contre les différents ravageurs auxquels sont soumises les cultures, tout en
préservant les écosystemes. L’amélioration génétique fait partie de ces solutions. La
démarche de sélection variétale, pour apporter une résistance a un pathogéne et/ou un
ravageur, est ancienne, mais l'arrivée des NBT offre une nouvelle voie de création d'alleles de
résistance a des bioagresseurs, pour trouver des solutions innovantes face a ces nouveaux
enjeux, grace notamment aux méthodes de multiplexage.

1.2.4.1. Bactéries

La brQlure bactérienne du riz est une maladie causée par une protéobactérie nommée
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (X00). |l s’agit d’'une bactérie utilisant un systéme de sécrétion
de type lll (T3SS) qui va injecter des protéines effectrices de nature virulente directement dans
le cytoplasme de la cellule héte (Coburn et al., 2007) pour acquérir des nutriments et inhiber
le systéme immunitaire de la plante héte. La bactérie permet I'induction du gene OsSWEET13,
qui code pour un transporteur du saccharose, afin de l'utiliser comme ressource (Zhou et al.,
2015). Ainsi, Jiang et al. (2013) avaient obtenu l'extinction du géne par la méthode
CRISPR/Cas9 sans prouver l'effet résistant de la plante sur la bactérie, chez Arabidopsis et
Nicotiana benthamiana. L’équipe de Zhou (2015) I'a prouvé par une autre méthode de
mutagénese. D’autres stratégies allant dans ce sens, avec la modification simultanée de
promoteurs SWEET, chez des lignées de riz, ont permis d’obtenir une résistance a la bactérie
(Oliva et al., 2019).

1.2.4.2.  Champignons

La pyriculariose est une maladie fongique du riz provoquée par le champignon ascomycete
Magnaporthe oryzae. Une étude a montré que l'application exogéne d’acide abscissique
(ABA) chez le riz réduisait le taux d’éthyléne et provoquait une augmentation de la sensibilité
a M. oryzea (Liu et al., 2012). Ainsi, I'équipe de Wang F. (2016), en utilisant la méthode
CRISPR/Cas9, a amélioré la résistance par I'extinction d’'un géne, facteur de transcription des
ERF (Ethylene Responsive Factor), sans impacter les principales caractéristiques
agronomiques (Wang F. et al., 2016 ; Camerlengo et al., 2022). Un autre exemple de maladie
fongique contournée par la méthode CRISPR/Cas9 a été réalisé chez la tomate par des
mutations homozygotes qui ont induit une perte de fonction du géne (mlo) entrainant une
résistance a I'oidium, en moins de 10 mois (Nekrasov et al., 2017). L’extinction de deux génes
impliqués dans la voie de biosynthése de la molécule de falcarinol chez la tomate a permis de
créer des lignées mutantes plus résistantes au champignon Botrytis cinerea (Jeon et al., 2020).

1.2.4.3. Virus

La maladie du tungro du riz (RTD : Rice Tungro Disease) est causée par I'association de deux
virus, le virus sphérique du tungro du riz (RTSV : Rice tungro spherical virus) et le virus
bacilliforme du tungro du riz (RTBV : Rice tungro bacilliform virus). Cette maladie virale,
transmise par l'insecte cicadelle verte, provoque un retard de croissance et une coloration
jaune des feuilles de riz. Le RTSV tient un r6le d’auxiliaire entre la cicadelle verte et le RTBV,
en favorisant sa transmission tandis que le RTBV est, quant a lui, responsable du
développement des symptdmes dans la plante. Ainsi, il a été montré que la résistance naturelle
des plantes face au RTSV, de nature récessive, était contrdlée par le géne elF4G (translation
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initiation factor 4 gamma gene). Une résistance au RTSV uniquement permettrait de réduire
l'incidence de la maladie en champ du fait de son action « auxiliaire ». L’équipe de Macovei
(2018) a obtenu, par des mutations ciblées de I'ADN, des plantes résistantes au RTSV
présentant un rendement amélioré par rapport a la plante sauvage, dans des conditions en
serre avec inoculation du virus (Macovei et al., 2018).

Cette capacité nouvelle a créer de nouveaux alléles de résistances a des pathogénes ne doit
toutefois pas faire oublier I'obligation de construction génétique et d’une étude des conditions
de déploiement spatial et temporel et de gestion qui soient de nature a assurer leur durabilité.
Leur contournement engendrerait une course technologique sans fin et sans pertinence.

1.2.5. Des améliorations multiples

L'intérét du multiplexage pour améliorer plusieurs traits en méme temps a été souligné dans
différentes publications.

Nutrition et résistance au stress biotique : Chez le soja, I'utilisation du multiplexage par le
systeme CRISPR/Cas, a permis d’augmenter le taux d’isoflavone et d’induire une résistance
au virus de la mosaique du soja (SMV) (Zhang P. et al., 2020).

Rendement et godt: un riz a été généré grace a I'édition simultanée de trois génes
homologues du cytochrome P450 et 1 gene OsBADH2, avec le systéme CRISPR/Cas9
(Usman et al., 2020). Les cytochromes P450 (Cyt P450s) représentent la plus grande famille
de protéines enzymatiques des plantes jouant un réle important dans différentes voies
biochimiques, métaboliques et sont impliqués dans la prolifération cellulaire. Par ces mutations
ciblées et multiplexées, des chercheurs ont obtenu un rendement plus élevé avec un gain de
saveur. Ainsi, la qualité et la quantité ont été améliorées (Usman et al., 2020).

En conclusion, il ne semble pas y avoir a ce jour de révolution majeure, parmi les matériels
édités commercialisés hors de I'lUnion européenne. Mais des approches plus novatrices sont
en cours d’étude portant notamment sur les mécanismes de régulation.

Les techniques d'édition du génome peuvent permettre de rendre plus accessibles les
principales cibles de sélection (qui sont en outre travaillées avec d'autres approches de
création variétale : recombinaison post-croisement, mutagénése non ciblée, transgénése). La
stratégie principale est d’obtenir, par mutagénése dirigée, les effets obtenus par d’autres
méthodes de mutation, I'essentiel des modifications proposées actuellement étant de type
"Knockout", i.e. bloquant I'expression d'un gene. Les traits étudiés et obtenus par édition du
génome sont encore a déterminisme simple, mais les perspectives d’'innovation qu’offre le
multiplexage dans le travail de traits plus complexes pourraient apporter de nouvelles
réponses aux problématiques actuelles. Les applications de cette méthode nécessitent encore
des ajustements mais I'éventail des possibilités qu’elle offre laisse présager de réelles
avancées dans la création variétale.
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2. L’évaluation des variétés issues de NBTs

2.1.  Les services et disservices potentiels des variétés
éditées

Les évolutions des techniques et les travaux scientifigues publiés sur les caractéres
agronomiques sont autant d’'informations précieuses pour comprendre les attentes et les
enjeux du secteur agricole vis-a-vis des NBTs. Afin de compléter cette analyse, les membres
du Comité Scientifique du CTPS, qui souhaitaient identifier des caractéres nouveaux et les
services associés qui pourraient étre spécifiques aux techniques d’édition du génome et qui
pourraient répondre aux enjeux de la transition agroécologique et du pacte vert européen, ont
travaillé sur 3 études de cas qui figurent en annexe 4. Les différentes sections du CTPS ont
également été sollicitées afin qu’elles expriment leurs attentes vis-a-vis des NBTs en tant que
techniques permettant d’apporter des réponses compatibles avec les enjeux du pacte vert,
gu’elles identifient les disservices potentiels qui pourraient y étre associés, et l'incidence sur
le marché que pourrait avoir I'utilisation de ces nouvelles techniques.

2.1.1. Les services attendus

2.1.1.1. Une évolution des schémas de sélection

La rapidité et la précision d’action de la méthode CRISPR/Cas ont largement été soulignées.
Le travail de précision est une des clés dans la création variétale qui permettrait de réduire la
temporalité de sélection. En effet, dans les schémas de sélection « classiques », le transfert
d’un caractére monogénique d’'intérét d’'un génotype donneur a des lignées élites receveuses
va nécessiter la mise en place de rétrocroisements (ou back-cross) par le sélectionneur, dans
le but de créer une lignée descendante identique a la lignée élite, avec le caractére d’intérét.
[467]

L’intérét des méthodes de création variétale par la technique CRISPR/Cas et, de maniére plus
large, des SDNs, réside dans la possibilité qu’elles offrent de s’affranchir des rétrocroisements,
en introduisant directement le trait, par mutation précise (SDN1 et SDN2) ou par insertion d’'un
géne (cisgénése ; SDN3), dans la variété élite.

Cette notion de rapidité s’entend en particulier pour des espéces hétérozygotes polyploides,
comme la pomme de terre, dont le travail de sélection est difficile, notamment lors de la fixation
des caracteres a I'état homozygote (caractere a transmission récessive, genes de sensibilité,
etc...).

Les NBT permettraient également d’envisager des modifications ponctuelles de caractéres
défavorables dans des variétés déja existantes ayant un intérét agronomique et commercial
avéré. Contrairement a [lutilisation des mécanismes de recombinaison (sélection
conventionnelle), avec les NBTs, le caractere déefavorable peut étre ciblé.

Dans le cas des espéces annuelles, les variétés porteuses de caractéres nouveaux peuvent
étre obtenues et caractérisées dans des délais de 1 & 2 ans, selon le caractére ciblé et le
phénotypage nécessaire. Cela représenterait un gain de temps trés significatif en comparaison
des schémas de création conventionnels dans lesquels il faut environ 8 ans, voire plus chez
les especes pérennes, pour aboutir a une nouvelle variété.
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2.1.1.2. Une utilisation accrue de la variabilité génétique des espéces
apparentées

L’arrivée des nouvelles techniques d’amélioration des plantes laisse également entrevoir la
possibilité d’utiliser de nouvelles ressources génétiques. Les NBT permettent de s’affranchir
des difficultés liées aux croisements entre le matériel végétal élite et certaines ressources
génétiques récalcitrantes, par exemple pour introduire de nouveaux alléles de résistance, et
sont autant de pistes a explorer qui augurent une vraie évolution de I'offre variétale future.

2.1.1.3. Les NBT au service de I'agroécologie

Les résultats déja disponibles pour la résistance aux stress abiotiques et biotiques s’inscrivent
déja, pour une partie d’entre eux, dans une logique de transition agroécologique. Est-il possible
d’aller au-dela ?

Dans le pacte vert européen, il est trés souvent évoqué le terme de « durabilité », qui se définit
comme étant « un développement qui répond aux besoins du présent sans compromettre la
capacité des générations futures a répondre aux leurs ». Par ce vocable, I'enjeu est de
repenser I'agriculture d’aujourd’hui pour assurer la pérennité de demain. Comment les NBT
peuvent-elles aider a 'y répondre ?

Sous réserve que I'on connaisse le déterminisme des caractéres, la méthode CRISPR/Cas
permettrait de rendre accessible a la modification des caracteres plus complexes, ce qui
permettrait de répondre plus efficacement aux attentes du pacte vert européen. Plus
globalement, en réponse a la question des caractéres qui devraient étre travaillés pour y
parvenir, ils sont en cohérence avec ceux développés internationalement et présentés dans la
partie précédente. Toutefois, la résistance des variétés aux herbicides irait a I'encontre des
objectifs de réduction des produits phytosanitaires.

Le développement de caractéres agronomiques seuls ne peut pas étre l'unique clé pour
répondre a tous les enjeux et les objectifs posés, mais il s’agit d’'un outil prometteur qui peut
étre I'un des leviers, pour relever les défis futurs.

Dans les objectifs de réduction des intrants, pour la nutrition des plantes, les NBT pourraient
apporter des réponses concluantes par une meilleure captation des éléments nutritifs du sol,
par le recrutement d’organismes symbiotiques, ou une assimilation plus efficiente de ces
éléments. Actuellement, des travaux sont en cours pour optimiser I'utilisation de I'azote par
exemple (cf : Chapitre 1.2.1).

Pour répondre aux sécheresses répétées tout en limitant 'apport d’eau, I'une des pistes de
travail serait de favoriser le développement de la biomasse racinaire par des caractéres
d’architecture et de déploiement dans I'espace du systéme racinaire. Cela permettrait de
rendre les variétés moins demandeuses et plus tolérantes aux épisodes de stress hydrique.
D’autres stratégies sont en cours pour répondre a cette problématique, comme la réduction
du nombre de stomates ou la réduction de la sensibilité a I'éthyléne (cf : chapitre 1.4.3.1).

L’'un des points importants dans la transition agroécologique est la réduction des produits
phytosanitaires (insecticides, herbicides, fongicides et bactéricides) dans les cultures. Pour ce
faire, il peut étre intéressant de renforcer les défenses de la plante elle-méme. Les stratégies
adoptées sont presque aussi multiples que le nombre d’agents pathogenes présents (cf :
Chapitre 1.2.4). L’'une des stratégies proposées serait d’exploiter les possibilités qu’offrent les
composés secondaires organiques tels que les C.0.V.B (Composés organiques volatils
biogéniques), pour favoriser la répulsion de certains insectes ravageurs. Une autre application
proposée pour ces composés est, a I'inverse, de favoriser I'attraction des auxiliaires pour une
régulation des ravageurs.

Parmi les préoccupations actuelles, la résurgence des adventices connues et 'émergence de
plantes adventices sont apparues avec le recul de I'utilisation des produits phytosanitaires et
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par le développement de résistances a ces produits dans les populations adventices. Les NBT
pourraient permettre de travailler sur plusieurs leviers pour y remédier, en favorisant
I'allélopathie (ensemble des interactions biochimiques des plantes avec les autres plantes),
en développant des variétés plus compétitrices face aux adventices ou en ciblant des traits
permettant aux variétés de s’adapter au désherbage mécanique (architecture aérienne, port
foliaire, phénologie et enracinement compatibles avec I'utilisation de différents outils de
désherbage) (Saisine du Comité Scientifique CTPS - Quelles variétés pour I'agroécologie ?
2021). Le développement d’une allélopathie négative pour les adventices permettrait de
contrdler les espéces indésirables afin de réduire la compétition avec les plantes d’intérét, et
diminuer la pollution qu’elles créent dans la récolte afin de limiter les produits désherbants.

Toutefois, les traits listés ci-dessus nécessitent la connaissance des genes et des caracteres,
qui sont, pour la plupart a déterminisme complexe. Cette meilleure connaissance, combinée
au développement et a 'amélioration de la méthode de multiplexage pourrait, théoriquement,
apporter une variabilité pouvant répondre a certains de ces enjeux.

2.1.2. Les disservices potentiels

Plusieurs typologies de disservices, que la culture de variétés NBT porteuses de caracteres
innovants pourraient induire, ont été identifiées.

2.1.2.1. Disservices intrinseques aux traits modifiés

Ces disservices sont caractérisés par les impacts négatifs, directement liés au trait
agronomique développé, ou a sa généralisation, sur la culture elle-méme.

Par exemple, si les caractéres développés permettent la sécrétion de composés secondaires
(C.O.V.B. et sécrétion racinaire) a visées attractives ou répulsives, il est difficile d’anticiper les
effets pluriels qu’ils pourraient provoquer a la culture elle-méme. En effet, est-ce possible
d’identifier tous les acteurs de la faune et la flore qui seront potentiellement recrutés par ces
nouveaux composés ? L’attraction de symbiotes et/ou d’auxiliaires attendue ne risque-t-elle
pas d’étre, en partie, court-circuitée par I'attraction non intentionnelle d’'organismes ravageurs
ou pénalisants pour la plante ? Dans le cas contraire, les activités répulsives attendues par le
trait développé, ne risquent-elles pas de repousser certains auxiliaires ?

Additionné a cela, le développement de traits dont I'efficacité serait avérée pourrait engendrer
une homogénéité génétique, a l'intérieur d’'une espéce cultivée, voire de plusieurs. Une telle
homogénéité pourrait exposer les agriculteurs a un risque biotique ou abiotique, comme le cas
historique de la sensibilité a I'helminthosporiose, associée a la stérilité cytoplasmique utilisée
chez les hybrides de mais (cytoplasme Texas). Un second risque, systémique, serait lié a
'adoption d’une variété, ou d’'une espece, ou d’un trait particulier introduit dans plusieurs
espéces par une forte proportion d’agriculteurs, générant des impacts négatifs d'une
spécialisation de la production. Ces impacts négatifs sont liés aux effets associés a une chute
de la diversité cultivée et des régulations associées.

Au-dela de 'homogénéité génétique, c’est une homogénéisation et une simplification des
systémes de culture qui peut découler de I'utilisation de certaines innovations disruptives, avec
des effets négatifs également sur la régulation des bioagresseurs ou de la biodiversité
associée (voir par exemple Burger et al., 2015). Quel impact pourrait provoquer cette
homogénéisation sur les écosystemes ? Pourrait-il y avoir un contournement ?
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2.1.2.2. Disservices écosystémiques

Le deuxiéme grand type de disservice est lié a I'écosystéme. Des disservices ont été
listés pour les OGM en général, par Snow et al. 2005 (tableau 1).

Tableau 1 Liste des disservices écosystémiques liés aux OGM (Snow et al., 2005)

Process Potential ecological consequences
Transgenic organisms persist without Transgenic organisms that are able to spread and maintain self-sustaining popula-
cultivation tions could disrupt biotic communities and ecosystems, leading to a loss of bi-
ological diversity.
Transgenic organisms interbreed Incorporation of transgenes could result in greater invasiveness or loss of biodi-
with related taxa versity, depending upon the amount of gene flow from generation to genera-
tion and the transgenic trait(s).
Horizontal gene flow The transfer of genes through nonsexual means is commen in some microbes but

rare in plants and animals. Ecological consequences would depend on amount
of gene flow and the transgenic trait(s).

Changes in viral disease In transgenic virus-resistant organisms, recombination between viral transgenes
and invading viruses could lead to increased virulence of a disease and unde-
sirable effects on wild hosts in natural habitats.

Nontarget and indirect effects Loss of biodiversity, including species of conservation concern, may occur, as
well as altered community or ecosystem function, including reduced biological
pest control, reduced pollination, altered soil carbon and nitrogen cycling, and
secondary pest outbreaks.

Evolution of resistance Resistance to pesticides (including pesticide-producing plants) can lead to greater
reliance on chemicals and other pest control methods that are damaging to the
environment, including unregistered pesticides under emergency exemptions.
This applies to insects, weeds, and other pests.

Note: Note that few types of transgenic organisms have been released into the environment, and therefore few of the
potential ecological consequences listed have been documented to date (see Ecological effects of GEOs for details).

Dans les cas d’une forte libération de composés a visées attractives ou répulsives de certains
organismes (par exemple les C.0.V.B), le risque d’'un déplacement des populations de
certains bioagresseurs est tout a fait possible. Cela pourrait-il provoquer un déséquilibre et
impacter la chaine alimentaire et indirectement les parcelles et les espaces naturels ou semi-
naturels alentour ?

Dans le cas d’un trait permettant une sécrétion racinaire, dont le but est le recrutement de
microorganismes symbiotiques afin d’'améliorer la captation de nutriments du sol, le risque est
de provoquer un dysfonctionnement provoqué par un déséquilibre généré par cette sécrétion.
Le but d’'une captation plus efficiente pour la culture ne doit pas se faire au détriment du reste.
En effet, une meilleure captation des éléments nutritifs du sol pourrait provoquer une
augmentation de leur consommation et donc une diminution de ces éléments disponibles au
sol. La question qui se pose alors est de savoir si cela peut provoquer un disservice pour la
culture suivante ? Cette monopolisation ne risque-t-elle pas de desservir les organismes qui
consommaient ces éléments ?

Enfin, le dernier point de disservice écosystémique est le risque d’une fuite du trait dans la
flore sauvage, sexuellement compatible avec la plante éditée. Le type de risque est ici
directement dépendant des alléles édités. Pour le compartiment cultivé, cette fuite pourrait
promouvoir certaines especes adventices, voire en créer de nouvelles. Dans les espaces
naturels, elle pourrait renforcer (ou diminuer) I'adaptation de certaines espeéces, et ainsi
affecter les équilibres trophiques entre espéces et altérer le fonctionnement des écosystémes.
Le risque de dissémination et de persistance d’'une modification conférant un effet insecticide
(Type protéine cristal BT) dans les espéces forestieres pourrait affecter d’autres communautés
d’'insectes phytophages (Bauer et al, 2020). De méme, la dissémination d’une édition
diminuant la teneur en lignine des arbres pourrait conduire a une plus grande sensibilité aux
tempétes (Xiu-Hua et al., 2022).

Saisine du Comité Scientifique CTPS - NBT 32 [N°*] voir références sitographiques



2.1.2.3. Disservices liés a la santé/qualité/nutrition

Parmi les disservices envisagés par le développement de caractéres innovants figure la
possibilité de créer une toxicité, a court ou long terme, sur les hommes ou les animaux, que
ce soit une toxicité par émanation, dans le cas des C.0O.V.B., ou par ingestion dans le cas des
autres organites produits. La toxicité peut étre liée tant a l'utilisation du produit primaire que
dans l'utilisation des co-produits, issus de transformations.

En outre, les effets hors cibles dans le génome des plantes peuvent-ils conduire a des risques
pour la santé ?

2.1.3. Services et disservices : spécificités liees aux NBTs

Les caracteres développés par les techniques de mutagénése dirigée peuvent étre divisés en
deux catégories : les traits déja variables au sein de I'espéce, qui vont s’inscrire dans une
continuité de 'amélioration variétale et les traits qui vont apporter une variabilité nouvelle au
sein de I'espéce, pouvant créer une rupture avec ce qui existe déja.

2.1.3.1. Dans le cas d’un trait déja variable au sein de I'espéce

Les traits agronomiques qui s’inscrivent dans une variabilité déja existante au sein de I'espéce,
qui répondent & une continuité de I'amélioration variétale et qui pourraient s’obtenir par
différentes techniques de sélection ne sont pas considérés comme innovants
agronomiquement parlant, la nouveauté résidant dans la technique employée. Dans ce cas de
figure, les services ou disservices qu’ils peuvent apporter ne sont pas spécifiques a l'utilisation
des NBT. lls ne différent pas des services ou disservices induits par des variétés classiques,
pour un niveau de diffusion du trait équivalent a celui que I'on connait déja. Si les NBT
entrainent une diffusion plus rapide ou plus large de traits issus de constructions génétiques
plus complexes et qui n'auraient probablement pas connus une explosion rapide dans le
paysage en sélection classique, ils sont susceptibles d’apporter des disservices liés a
’homogénéisation des cultures.

2.1.3.2. Dans le cas d’'une variabilité nouvelle

Les NBT peuvent induire une variabilité nouvelle pouvant se manifester par des effets
nouveaux, encore jamais observés par sélection classique, qui se caractériseraient par
exemple par un taux de protéines tres élevé, la libération de métabolites secondaires trés
exprimés, une résistance forte a un pathogene, etc... Comme décliné précédemment, une
innovation disruptive pourra demander une évaluation des effets (positifs/négatifs) directs,
mais aussi une évaluation plus systémique de I'impact d’'une modification d’'usage (nouvelles
pratiques culturales) ou d’'une généralisation de son utilisation (impact écosystémique,
homogénéisation génétique du paysage par exemple). Bien qu’il soit difficile, a I'heure
actuelle, de visualiser 'ensemble des caractéeres que pourraient apporter les NBTs, plusieurs
points de vigilance seront a considérer dans I'évaluation et la mise sur le marché d’'une
nouvelle variété qui en serait issue.

Par ailleurs, les techniques utilisées et leur utilisation sur les différentes especes végétales
peuvent apporter des disservices spécifiques, indépendamment des caractéres édités.

2.1.3.3. Du fait de la méthode d’édition utilisée

Du fait des méthodes de biologie moléculaire utilisées pour éditer la molécule d’ADN, ainsi
que des méthodes permettant de régénérer des plantes modifiées (culture in vitro par
exemple), les NBT peuvent générer des modifications non contr6lées du génome. Lors de
I'édition, ces modifications hors cible (“Off Target”) peuvent engendrer des modifications de
'expression de certains génes (Aquino-Jarquin 2021 ; Li S. et al., 2022 ; Lema 2022). De
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méme, les techniques de culture in vitro sont connues pour engendrer des modifications
génétiques non désirées (mutations, recombinaisons, délétions / translocations
chromosomiques ; (voir Bairu et al, 2011 ; Ranghoo-Sanmukhiya et al, 2021) ou des
modifications épigénétiques (modification de I'expression de certaines régions génomiques,
sans modification de la séquence de I'ADN (Ghosh et al., 2021 ; Miguel et Marum, 2011 ;
Camas et al., 2014 ; Azizi et al., 2020). Ces variations somaclonales peuvent avoir des effets
forts sur I'expression génique, la morphogénese et le phénotype ou sur I'adaptation des
plantes régénérées. Les modifications de structure des chromosomes peuvent bloquer la
recombinaison de portions chromosomiques lors de la méiose, voire rendre impossible les
croisements du fait de ségrégations chromosomiques anormales. Les autres modifications
auront des effets qui dépendent des genes et fonctions physiologiques impactées, comme
détaillé pour les effets directs et indirects. Notons que si ces variations ont, comme en général
lors de mutations, des effets délétéres attendus, ce sont aussi potentiellement des sources de
variations utilisables en sélection (Rai, 2021).

Si les modifications liées a la manipulation des cellules sont généralement communes entre
techniques OGM et NBT, avec les mémes effets non contrdlés, les méthodes d’édition du
génome, plus ciblées, ont des effets hors cible trés réduits (Li J., et al. 2019).

2.1.3.4. Du fait de I'accés a la technologie

La concentration de la sole agricole sur un nombre réduit de variétés et d’espéeces se trouve
de facto induit si seul un nombre limité d’espéces bénéficie des bénéfices agronomiques ou
économiques liés a I'édition des génomes. Si le colt d’entrée technologique (connaissance
précise du génome, capacité a regéneérer) ou financier (colt des licences et de la
réglementation) est trop élevé et ne peut donc étre amorti que sur un nombre limité d’espéces
majeures, alors cela pourrait impacter la diversification des cultures, et la diversité
intraspécifique cultivée.

Si ce colt est élevé, la question de I'équité d’acces a la technologie va également se poser,
pouvant conduire a exclure de l'accés a la technologie et au progrés une frange des
agriculteurs. Ce risque est évoqué pour la France et 'Europe, mais il est plus grand encore
pour les agricultures paysannes, a vocation vivriere, tres largement répandue dans le monde
(B. Bensaude-Vincent, comm pers).

2.2. Comment évaluer les variétés éditées lors de
I'inscription ?

2.2.1. Rappel sur I'inscription des variétés

L’évaluation d’une variété pour son inscription au catalogue officiel des variétés se fait sur les
épreuves de DHS (Distinction, Homogénéité, Stabilité), complémentées pour les espéces
agricoles et la vigne des épreuves de VATE (Valeur agronomique, technologique et
environnementale).

Des épreuves de VATE ont été définies pour l'inscription des plantes agricoles (en usages de
production ou de service) et la vigne. Ces expérimentations permettent de juger le potentiel
de rendement, la valeur d'utilisation jugée par des analyses (teneur en protéines, en huile, ...)
ou appréciée apres des tests prédictifs de la qualité (micromaltage pour une orge brassicole,
...), le niveau de résistance a des bioagresseurs ou des accidents climatiques ainsi que la
précocité de la variété. Ces épreuves VATE, pour lesquelles la nouvelle variété candidate doit
apporter un plus par rapport aux variétés actuelles, sont un levier important d’orientation du
progrés génétique.
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Les études DHS permettent de vérifier que la variété est Distincte des variétés notoirement
connues, Homogéne et Stable, c'est a dire gu’elle conserve ses caractéristiques
phénotypiques de génération en génération. Conduites avec des protocoles harmonisés au
niveau européen, sur du matériel végétal fourni par le déposant, elles permettent d’acquérir
une description de la variété qui permet de l'identifier. Cette description et le matériel végétal
fourni sont a la base de la certification des semences et de la protection des droits de
'obtenteur.

Au terme des essais, les conclusions sont transmises aux déposants de nouvelles variétés et
au CTPS, pour instruction [57].

2.2.2. Evaluer les variétés selon leurs caractéristiques ou
selon les méthodes d’obtention ?

Les variétés porteuses d’'un trait déja variable au sein de I'espéce, obtenues par mutagénése
dirigée, doivent-elles étre soumises a une évaluation similaire aux variétés obtenues par des
méthodes conventionnelles, ou doivent-elles étre soumises a une évaluation supplémentaire,
due a la technique d’obtention ?

Si le produit obtenu est I'élément clé de I'évaluation, alors rien ne semble justifier une
évaluation différente des variétés obtenues par d’autres moyens d’obtention. A contrario, si le
produit est évalué en fonction de son mode d’obtention, alors, il est important de définir les
contours de son évaluation et de justifier ces contréles. Pour ce faire, il est important de
s’interroger sur les éléments de la méthode qui posent question.

Les conclusions du rapport de 2016 : évaluer les variétés éditées selon le trait

En 2016, le Comité Scientifique du CTPS préconisait d’évaluer les variétés éditées par
'analyse des traits produits par rapport a l'offre variétale actuelle inscrite au catalogue plutot
que sur la méthode d’obtention des variétés, en particulier lorsque le trait édité ne posséde
pas ou peu de variabilité dans I'offre variétale actuelle. Une évaluation portée sur le trait et la
variété produite plutét que sur la méthode d’obtention permettrait alors une plus grande
transparence demandée par les acteurs de la filiere et les consommateurs sur les impacts
environnementaux et de santé (positifs ou négatifs) des nouvelles obtentions végétales.

Pourquoi évaluer les variétés selon leur méthode d’obtention ?

A la lecture d’articles d’opposants a I'application de biotechnologies sur les plantes a des fins
de création variétale, les effets hors cibles semblent cristalliser une grande partie de 'attention
et justifier, par leur simple présence, 'interdiction d’utiliser des NBTs. Pour étayer leurs propos,
ils insistent sur le fait que les nouvelles techniques d’amélioration des plantes pourraient «
causer des dommages non intentionnels a 'ADN » et que leurs récentes utilisations ne
permettaient pas d’en évaluer les risques, qu'ils soient environnementaux ou sur la santé, leur
position s’attachant a faire appliquer un principe de précaution [6*]. En effet, bien que la
technique soit spécifique a une séquence, I'assemblage de nucléotides visés peut étre
completement ou en partie similaire a d’autres endroits du génome, pouvant induire des
coupures non ciblées. De ce fait, cela peut, dans certains cas, atteindre certaines
fonctionnalités de la plante. Toutefois, comme développé en partie 1.1.3., il existe deux
séquences de reconnaissance spécifiques dans le systeme CRISPR/Cas, la séquence PAM
et '’ARN guide ; la méthode reste donc trés spécifigue. De nombreux travaux sont en cours
pour améliorer I'édition du génome en améliorant la spécificité de la technologie (ALLEA ;
2020). Par ailleurs, les techniques de mutagénése aléatoire réalisées par des composés
mutagénes existent et les variétés qui en sont issues sont cultivées sur le sol frangais, sans
que des effets hors cibles ne soient contrdlés [77].
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Ces arguments portent donc sur la qualité de I'édition et I'absence de modifications hors site.
Méme si les techniques progressent, les méthodes de culture in vitro et les méthodes d’édition
restent associées a des effets non contrdlés, comme listé précédemment (2.1.2.2), et passent
souvent par l'utilisation d’OGM de fagon transitoire. Une fagon de répondre a ces oppositions,
appelant a I'application du principe de précaution face a de nouvelles techniques génétiques,
serait de s’assurer de I'absence de modifications hors-site. Les méthodes de contréle de la
qualité des modifications génétiques existent, et requiérent dans le cas des NBT un
reséquencage du génome (voir par ex. Jin et al., 2021). Elles pourraient faire I'objet d’'une
nouvelle norme de contréle associée aux variétés issues d’'ingénierie génétique, dans la phase
DHS par exemple.

La réglementation des NBT dans le monde, basée sur la méthode ou sur le produit final

Avec I'émergence des techniques de mutagénese dirigée, et l'arrivée de variétés qui en
découlent, les pays commencent a mettre en place des législations pour les encadrer. Si dans
un premier temps beaucoup ont fait le choix d’'une réglementation commune a celle des OGM,
il semble qu’aujourd’hui la tendance aille vers une Iégislation plus souple, propre aux NBTs,
faisant le choix d’'une évaluation sur le produit final plutét que sur la technique.

En Inde, apreés avoir dans un premier temps classé les NBT dans la méme réglementation
que les OGM, le gouvernement a décidé le 30 mars 2022 d’exclure les NBT de la
réglementation des OGM, dés lors qu’il n’y a pas l'introduction de génes étrangers (SDN-1 ou
SDN-2) [87][9*]. De méme, au Japon, un comité consultatif du ministére de la Santé a conclu
en 2019 que les produits issus des nouvelles techniques d’édition du génome ne nécessitaient
pas d’évaluations spécifiques, ni de dispositifs de sécurité, dans les cas ou il N’y aurait pas
d’introduction de génes étrangers [13*][17*][10*]. En 2019, le gouvernement australien
s’était positionné en faveur d’une non-réglementation des nouvelles techniques d’édition du
génome, lorsqu’il N’y a pas d’introduction d’'un nouveau matériel génétique. Les techniques de
modification du génome ont été classées en trois catégories, en fonction du produit final
obtenu. Actuellement, le Food Standards Australia New Zealand (FSANZ) réétudie les
définitions des aliments génétiquement modifiés notifiés dans « Le Code des normes
alimentaires ». Ces définitions détermineront quels aliments doivent étre soumis a une
évaluation préalable, afin de prouver leur innocuité avant de pouvoir étre vendus en Australie
et en Nouvelle-Zélande [13*][14”]. Le gouvernement du Canada a fait le choix de ne pas
changer sa réglementation avec l'arrivée des NBTs. Leur réglementation actuelle est fondée
sur les caractéristiques du produit final et non de la technique utilisée pour I'obtenir. Seuls les
produits « nouveaux », n‘ayant pas d’équivalents homologues, sont soumis a des évaluations
préalables a la mise sur le marché. Les végétaux issus de I'édition génomique classés parmi
les végétaux a caractére nouveau (VCN) seront donc soumis au reglement associé a cette
catégorie. Les évaluations se feront au cas par cas par I'agence canadienne d'inspection des
aliments (ACIA) et le Bureau de la biosécurité végétale (BBV), qui réglementent I'introduction
intentionnelle des VCN dans I'environnement [11*][9%][12*]. Aux Etats-Unis, la mise a jour,
en 2020, des regles SECURE (Sustainable, Ecological, Consistent, Uniform, Responsible and
Efficient) relatives aux biotechnologies végétales a permis de statuer sur la réglementation a
appliquer aux NBTs. L’évaluation d’'une plante génétiquement éditée se fait sur les
caractéristiques du produit final et non la méthode d’obtention [9*][10*]. En Argentine, le
gouvernement a établi que toutes les cultures issues des techniques d’édition du génome
devaient étre évaluées au cas par cas. Une demande doit étre faite auprés de la commission
consultative nationale sur la biotechnologie agricole (CONABIA = comision nacional asesora
de biotecnologia agropecuaria) afin de déterminer si un produit reléve ou non de la résolution
sur les OGM (résolution 701/11). Cette méme approche se retrouve dans les pays tels que le
Chili en 2017, la Colombie et le Brésil en 2018, puis le Paraguay en 2019. [15*][13*][16][10"].
De nombreux pays, comme ceux de I'Union européenne, sont encore en cours de réflexion
sur les regles a adopter.
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2.2.3. Le systéme d’inscription actuel permet I'évaluation des
traits édités

Au cours des discussions avec les acteurs des différentes filiéres, certains ont estimé qu'’il
conviendrait de mettre en place, lors de l'inscription, une évaluation particuliere qui mettrait en
comparaison les variétés issues de NBT a des variétés classiques du marché et a des témoins
de référence. Avec le support de nouveaux protocoles et de méthodologies de phénotypage
precis, cela permettrait de réaliser une bonne évaluation intrinséque de ces variétés ainsi que
de leurs effets (services/disservices) sur d’autres espéces/traits du mécanisme touché par

I'édition. Cela nécessiterait un protocole d’inscription plus long et plus colteux, afin d’évaluer
plus précisément le comportement des variétés éditées et de valider leur intérét sur le marché.

Cependant, les systemes d’évaluation et d’inscription actuels semblent adaptés a I'évaluation
agronomique de tous les modes d’obtention variétale, donc aux NBTs. Une évaluation
supplémentaire ne semble pas nécessaire, dans le sens ou I'édition génique n’est qu'un outil
supplémentaire de création de variabilité et de progrés génétique. Par contre le systéme DHS
et VATE n’est pas congu pour évaluer les risques écosystémiques, ce qui est hors des
missions actuelles du CTPS et demanderait une adaptation spécifique.

Le systéme d’inscription actuel semble adapté pour I'évaluation agronomique des variétés
éditées. Ces derniéres, comme les autres variétés, doivent s’intégrer dans un systéme de
culture. Bien que les évolutions techniques laissent penser que les variétés éditées puissent
potentiellement présenter une innovation plus forte que les variétés conventionnelles, elles ne
constituent pas une nécessité de changement du systéme actuel. Le systéme d’inscription est
suffisamment ouvert pour y répondre, notamment au moyen des expérimentations spéciales,
deés lors qu’une allégation nouvelle est portée par le déposant. Le CTPS a montré par le passé
sa capacité a assurer lorientation du progrés génétique et a permetire I'apparition
d’'innovations significatives, pouvant devenir de nouveaux standards (tournesols oléiques,
betteraves résistantes a la rhizomanie, ...).

Le CTPS est adapté a I'évaluation des traits des variétés en fonction des services ou
disservices qu’elles apportent aux utilisateurs, et il a déja largement fait ses preuves dans la
capacité d’'intégration de nouveaux enjeux et traits (cf. rapport de saisine « Quelles variétés
pour I'agroécologie ? »). Une telle prise en charge par le CTPS, et plus largement par les
offices européens en charge de linscription des variétés, permettrait que le processus
d’évaluation s’appuie sur un dispositif existant, mature, lisible pour les utilisateurs, et unique.
Pour ce faire, le CTPS devra faire évoluer ses reglements techniques ainsi que ses méthodes
d’évaluation afin de s’adapter a I'offre nouvelle et étre en mesure d’évaluer tous les traits issus
d’édition du génome proposés a l'inscription, que cette édition touche les traits DHS ou VATE.
Ces modifications inévitables dans les protocoles d’évaluation devront se faire en limitant les
impacts sur les colts d’'inscription afin de ne pas pénaliser les déposants.

2.2.4. L’évaluation des caractéres édités trés impactants

Les variétés contenant de nouveaux traits, difficlement accessibles par sélection classique,
ou présentant une gamme de variabilité significativement différente de la variabilité déja
existante, pourraient faire I'objet d’une attention particuliére lors de leur inscription, du fait des
potentiels disservices directs et indirects listés en section 2.1.

Un comité pourrait étre chargé de statuer au cas par cas de ces nouvelles variétés.

Toutefois, la question se pose de savoir comment déterminer qu’une amélioration est
«normale » ou « nouvelle », «peu» ou «trés impactante » ? Comment déterminer le
gradient ?
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Faut-il imposer aux obtenteurs une transparence sur les disservices qu'ils pourraient percevoir
lors de I'évaluation de leurs variétés ? Faut-il imaginer un comité d’évaluation des risques de
disservices écosystémiques ? Faut-il aller jusqu’a une évaluation des risques comme cela est
le cas pour les OGM ?

En effet, une évaluation des risques est demandée pour toute demande d’autorisation de mise
sur le marché des OGM, dont les contours sont détaillés en annexe Il de la directive
2001/18/CE. Dans la directive 2001/18/CE du Parlement européen et du Conseil du 12 mars
2001 relative a la dissémination volontaire d'organismes génétiquement modifiés dans
l'environnement, les articles 4 et 13 précisent la nécessité de réaliser une évaluation des
risques sur le santé humaine et I'environnement, avant toute autorisation de mise sur le
marché et de dissémination volontaire aux champs d’'OGM. L’annexe 2 en brosse les contours
par le développement des notions d’effets directs et indirects liés a la dissémination volontaire
des OGM ainsi que les notions d’effets immédiats, d’effets difféerés et méme « d’effets cumulés
a long terme ». Cette annexe fixe également les principes et la méthodologie applicables a
I'évaluation des risques, le but étant de réaliser ces évaluations afin d'identifier et d'évaluer,
au cas par cas, les effets négatifs potentiels des OGM pour décider s’il peut ou non étre
autorisé a la mise sur le marché et déterminer s'il est nécessaire de mettre en place une
gestion des risques ainsi que les méthodes les plus appropriées pour ce faire. L’évaluation
des risques est I'une des composantes de la notification adressée a l'autorité compétente de
I'Etat membre ou cet OGM sera mis sur le marché pour la premiére fois. Entre autres
documents, il y est demandé un plan de surveillance conforme a I'annexe VIl de la directive
2001/18/CE.

2.3.  Suivi et évaluation des variétés apres leur inscription

Les différents disservices qui ont été soulevés (chapitre 2.1.2) peuvent étre une source
d’inquiétude qui pourrait aboutir a la mise en place de surveillances, apres l'inscription, comme
c’est le cas pour les OGM présents dans I'Union européenne, ou par la mise en place de
surveillances nouvelles.

La notion de surveillance pourrait s‘appliquer aux caracteres édités trés modifiants, ou si la
législation impose de suivre l'utilisation des variétés obtenues par NBTs. Les questions de
propriété intellectuelle peuvent également amener a suivre la présence des genes édités dans
une espece cultiveée. Comme cela a été développé dans les chapitres précédents, il pourrait
étre nécessaire d'identifier les risques sur le compartiment cultivé de caracteres édités
disruptifs sur I'écosystéme et de s’assurer de leur innocuité pour la sécurité alimentaire.

2.3.1.  Importance de la surveillance

2.3.1.1. La surveillance réalisée sur les OGM : rappel de la réglementation

Dans I'Union européenne, les demandes d’OGM et de denrées alimentaires (food) ou aliments
pour animaux (feed) génétiquement modifiés doivent contenir un plan de surveillance qui fait
partie de la décision d’autorisation. Plusieurs types de surveillance doivent étre réalisés
suivant I'application qui doit en étre faite. Par exemple, pour toute demande de mise sur le
marché d'OGM, le «plan de surveillance de I'environnement aprés commercialisation »
(PMEM : post-market environmental monitoring plan) doit respecter les termes de I'annexe VII
de la directive 2001/18/CE et comprendre une surveillance générale des effets indésirables
imprévus et une surveillance spécifique qui correspond aux risques mis en évidence lors de
'évaluation des risques. En pratique, pour la culture, la surveillance générale comprend
essentiellement un questionnaire aux agriculteurs et une revue bibliographique. La
surveillance spécifique est liée, dans le cas du mais BT, au risque d’apparition de résistance
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chez les insectes cibles, et prévoit que le détenteur de I'autorisation doit faire des mesures
relatives a cette résistance chaque année.

Concernant l'utilisation des aliments génétiquement modifiés pour la consommation humaine
ou animale, un plan de surveillance post-commercialisation (PMM) supplémentaire peut étre
demandé si nécessaire afin de vérifier que les conditions d’utilisation sont correctement
appliquées et surveiller la consommation du produit [187].

Ainsi, des plans de surveillance existent dés lors qu’un organisme génétiquement modifié est
autorisé a la mise sur le marché. Actuellement, les NBT étant soumis a la méme Iégislation
que les OGM, les plans de surveillance développés ci-dessus seront appliqués. Mais comme
cela est précisé, I'évaluation des risques conditionne ensuite la surveillance spécifique. Les
risques associés aux NBT seront potentiellement différents des OGM. Ainsi, il a été identifié
plusieurs typologies de disservices (chapitre 2.1.2), que pourraient apporter des traits
innovants et impactants, qui peuvent permettre d’identifier les surveillances a réaliser.

2.3.1.2. Surveillances des NBTs

Comme cela a été précisé, les services et les disservices potentiels apportés par les variétés
obtenues par NBT ont été soulignés par les membres du Comité Scientifique et par les
sections du CTPS. Cela a permis d’identifier les points de vigilance pour certains traits qui
s’avéreraient innovants et potentiellement impactants. Plusieurs types de surveillances ont été
avancés pour répondre aux différentes typologies de disservices développées. Ainsi, il
semblait important qu’une surveillance du compartiment sauvage, du compartiment cultivé et
une surveillance alimentaire soient réalisées.

2.3.1.3. Coduts et possibilités d’'une surveillance des NBT

A la suite d’'une demande de la Commission européenne, le groupe OGM de 'EFSA a réalisé
une étude sur un ensemble de critéres d’évaluation pour soutenir des réseaux adaptés a la
surveillance générale des plantes génétiguement modifiées. Si certains ont été identifiés
comme potentiellement adaptés pour la surveillance, en revanche certains ont montré leurs
limites. Par exemple, il a été pointé du doigt I'accessibilité limitée aux données, le format de
déclaration des données et la connectivité des données avec les registres d’OGM. Enfin, les
experts ont également souligné dans leur rapport que la sensibilité des analyses statistiques
utilisées par les programmes de surveillance était fondamentale pour détecter les
changements de maniere significative. Or, cela ne peut se faire que par une augmentation du
nombre d’échantillons ou en combinant des ensembles de données collectées par différents
réseaux de surveillance. La perspective de surcolts que cela occasionnerait, additionnée a
lanalyse de données plus complexe, due a un nombre de covariables plus importantes,
permet de voir toute la difficulté de mettre en évidence des relations de cause a effet entre un
OGM et un effet potentiel sur son environnement (EFSA GMO Panel, 2014). Un constat
similaire a été fait sur les effets des produits phytopharmaceutiques appliqués aux cultures et
peut servir de base de réflexion. En effet, I'expertise scientifique collective d'INRAE et de
'IFREMER réalisée sur « 'impact des produits phytopharmaceutiques sur la biodiversité et les
services écosystémiques » (2022) souligne la difficulté de réaliser une expertise réaliste et
pertinente sur les différents compartiments tant les facteurs impactants sont multiples.
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2.3.2. La détection des variétés issues des NBTs
Le rapport de 'TENGL :

En 2018, la Cour de Justice de I'Union européenne (CJUE) a clarifié le statut juridique des
produits issus de NBTs. Il découle de I'arrét de la CJUE que les produits issus de NBT sont
soumis a la réglementation des organismes génétiquement modifiés et donc aux mémes
obligations, notamment la tracabilité et I'étiquetage.

Pour appliquer cette réglementation, il est primordial de développer des méthodes de
détection, d’identification et de quantification des NBT afin d’assurer leur tracabilité, pour le
libre choix des consommateurs entre les différentes techniques agricoles et le fonctionnement
du marché interne a I'Union européenne.

Pour cela, le laboratoire de référence de 'UE pour les denrées alimentaires et les aliments
pour animaux génétiquement modifiés (EURL GMFF : EU Reference Laboratory for
Genetically Modified Food and Feed), entité sous la direction du Centre commun de recherche
de la Commission européenne (JRC : Joint Research Centre), a été mandaté pour évaluer et
valider les méthodes de détections des OGM et des NBTs. Pour I'assister dans cette mission,
il a fait appel au Réseau européen des laboratoires d’OGM, 'ENGL (European Network of
GMO Laboratories).

L’ENGL a publié en 2019 un rapport sur les méthodes de détection de produits végétaux
destinés a l'alimentation humaine et animale obtenus par de nouvelles techniques de
mutagénese. Pour ce faire, ils ont balayé les méthodes développées dans la littérature
scientifique en les confrontant aux exigences de performance minimale attendues pour la
validation des méthodes de détection. Différentes méthodes de séquencage capables
d’identifier et de quantifier le matériel présent ont été explorées, parmi lesquelles la PCR
quantitative (QPCR), la PCR digitale (dPCR) et les NGS (Next Generation Sequencing =
Séquencage de nouvelle génération).

- La gPCR est une technique d’amplification génique in vitro, qui permet d’augmenter la
quantité d’'une séquence d’ADN ciblée grace a la présence de deux amorces qui vont la
borner précisément [20*]. Additionné a cela, une sonde (par exemple : TagMan) est ajoutée,
augmentant la spécificité de cette méthode par sa structure, composée d’un oligonucléotide
spécifique a la séquence ciblée, d’'un fluorochrome et d’'un désactivateur. L’hybridation de la
sonde et son hydrolyse libere le fluorochrome créant une émission fluorescente, qui permet
la quantification.

La PCR digitale (dPCR) est une méthode proche de la méthode de PCR quantitative, par
son mix réactionnel, ses amorces et ses sondes (TagMan). En revanche, elle se démarque
par une étape supplémentaire en amont de I'amplification, qui consiste en une partition de
I'échantillon a analyser dans des micro-compartiments (ou gouttelettes). Le résultat obtenu
se lit de fagon binaire dans chaque compartiment, par un signal positif ou négatif. Des
évolutions récentes permettent désormais des analyses en multiplex ouvrant ainsi la
possibilité de détecter plusieurs altérations génétiques en une seule analyse [217].

Les NGS (Next Generation Sequencing) sont des méthodes de séquengage a haut débit du
matériel génétique qui englobe, sous ce vocable, différentes technologies de séquengage
moderne comme lllumina® (Solexa), Roche 454, lon torrent : Proton / PGM et SOLID [227].
Elles sont, par exemple, utilisées dans la détection des cancers grace a leur capacité de
séquengage rapide du génome.

Selon 'ENGL, ces méthodes pourraient étre utilisées dans la détection simultanée de
plusieurs évenements issus de la mutagénese [237].

La difficulté majeure, dans la détection des NBT (SDN1 et SDN2), est la nature méme des
modifications, qui touchent soit un seul nucléotide ou se caractérisent par une séquence
insérée ou délétée (Indels), ce qui est observable aussi avec les mutations naturelles. Au vu
de cette variabilité génétique issue de processus biologiques, le point sensible n’est pas tant
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la détection d’'une altération de 'ADN, que l'origine méme de la modification. En effet, il est
techniquement possible de détecter des altérations spécifiques de 'ADN, sans connaitre les
modifications ultérieurement, mais aucune des techniques citées ci-dessus ne permet de
déterminer si la modification est causée par la méthode d’édition ou non. Le manque de
spécificité des modifications liées a I'édition du génome, contrairement aux OGM, qui peuvent
étre détectés par la présence de linsert et des jonctions de part et d’autre de la séquence
exogene, fait de sa détection une impasse.

Dans sa conclusion, TENGL constate que, parmi les méthodes de détection, d’'identification et
de quantification couramment utilisées pour les OGM, les résultats obtenus pour les NBT
(SDN1 et SDN2) ne sont pas concluants pour établir avec certitude et sans ambiguité, I'origine
éditée des produits contrdlés.

Le rapport conclut qu’en I'absence de connaissances préalables sur les altérations potentielles
du génome d'une plante, leur détection et leur identification ne semblent pas réalisables en
utilisant des méthodes de détection appliquées en routine. Plusieurs probléemes concernant la
détection, l'identification et la quantification des produits modifiés du génome ne peuvent pas
étre résolus a I'heure actuelle, par exemple en raison d'un manque de vérification
expérimentale, et nécessiteront un examen plus approfondi. |l suggére que des technologies
différentes des méthodes de détection couramment utilisées soient implémentées par des
ressources additionnelles et nécessitent la mise en place de travaux supplémentaires. La
possibilité de valider des méthodes de détection conformes aux exigences de performances
minimales et de spécificité attendues pour valider la méthode nécessite également un examen
plus approfondi.

Toutefois, dés que l'on s’intéresse a des éditions décrites, ce qui pourrait étre le cas
lors de l'inscription (par le biais du brevet par exemple, ou d’'une demande de déclaration
spécifique), les méthodes précédemment listées sont mobilisables pour un suivi, et efficaces.

D'autres pistes ont été proposées pour identifier des variétés issues de mutagénése
dirigée, en s’appuyant sur les traces hors-cible laissées dans le génome pour les détecter.
Bertheau (2022) propose ainsi d'utiliser ces « signatures » génétiques et épigénétiques issues
de variations somaclonales pour détecter les variétés éditées. L'efficacité de ces approches
restent a explorer.

2.3.2.1. La définition de seuils

L’édification de seuils a été mise en place pour permettre une coexistence entre les différentes
agricultures (avec et sans OGM). Elle est possible grace a la détection et la quantification des
transgénes. Leur quantification permet de déterminer des seuils de présence fortuite dOGM.
Il est également possible grace a la détectabilité de veiller au respect des normes appliquées
en Europe par la mise en place de contrbles des produits a risques lors de leur importation.
Ainsi, la définition de seuils est possible uniqguement si les méthodes de détection spécifique
et de quantification fiable existent, ce qui n’est pas le cas actuellement pour les NBTs. En effet,
il pourrait étre possible d'avoir des méthodes de détection pour les produits issus de NBT
déclarés (mutation connue) mais la spécificité et la sensibilité des méthodes ne sont pas
garanties actuellement. Il serait donc envisageable de vérifier si un produit "pur" (par exemple
une variété) correspond a une modification connue NBT, mais cela semble plus difficile pour
la détection de présences fortuites et la vérification du respect d'un seuil. Ces constats
reposent sur l'utilisation actuelle des outils de PCR quantitative principalement utilisés sur les
produits alimentaires. Les techniques de détection évoluent vite, et de nouvelles méthodes
permettront certainement de suivre précisément les NBT (voir par ex. Pekin et al., 2011, Peng
et al., 2020).
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2.3.3. Importance de la tracgabilité

En 'absence de méthodes de détection suffisamment spécifiques et sensibles, il est difficile
d’envisager une séparation des différentes filieres agricoles existantes. Du fait de cette
impossibilité et dans un souci de faire coexister différentes agricultures, faut-il mettre en place
une obligation de divulgation des techniques de sélection utilisées afin de garantir le libre choix
des agriculteurs et des consommateurs ? Faut-l mettre en place une tragabilité et un
étiquetage sur toute la chaine de production ?

Pour pallier le manque méthodologique de détection et dans un souci de faire coexister
différentes agricultures, la question de la tracabilité se pose, a savoir, faut-il imposer une
transparence sur la méthode d’obtention des traits contenus dans les nouvelles variétés afin
d’assurer un suivi sur toute la chaine de production ?

Lorsqu’il y a évocation de coexistence, celaimplique la mise en place d’une tragabilité, d’autant
plus quand le produit obtenu est issu de techniques « non détectables » et « indissociables »
des méthodes classiques de sélection. Cette tragabilité implique toute la chaine de production,
de son obtention a sa mise sur le marché. Cela nécessite une information transparente de
tous les acteurs, en commengant par I'information de I'obtenteur, qui, lors de l'inscription de
sa variété, serait dans I'obligation de divulguer la méthode d’obtention des traits portés par sa
varieté. Dans cette hypothese, linformation devra étre suivie de [lagriculteur au
consommateur.

Comme cela a été évoqué dans le rapport de saisine de 2016, l'arrivée des NBT pose des
questions sur la non-déclaration de la technique lors de linscription de la variété. En effet,
dans le cadre d’'une dissimulation de la méthode par les obtenteurs, comment assurer le
respect d’'une tracabilité lorsque la détection n’est pas possible ? Avoir une suspicion de fraude
sans moyens de veérification rend I'obligation d’information difficilement applicable. Surtout si
la réglementation appliquée aux NBT est trop restrictive ou contraignante, ou si I'application
de la technique n’arrive pas étre acceptée par le consommateur. Il avait été identifié trois cas
de figures de cette dissimulation (Gendre, 2016), qui pouvaient constituer un risque pour les
obtenteurs-dissimulateurs de voir leurs « créations » appropriées par des concurrents, grace
a I'exemption du sélectionneur.
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En conclusion, les nouvelles techniques d’amélioration des plantes sont des outils
prometteurs, dont on ne cerne pas encore toutes les possibilités sur l'offre variétale.
Actuellement, ces outils n‘'ont encore développé qu’une faible gamme des applications
possibles en création variétale. La possibilité de voir des caractéres plus complexes
accessibles aux modifications ciblées laisse présager des évolutions dans les réponses aux
stress biotiques et abiotiques. Pour les traits et voies métaboliques qui bénéficient de
connaissances scientifiques approfondies, la promesse d’une accélération des schémas de
sélection dans les filieres agricoles en fait un outil intéressant pour répondre plus rapidement
aux attentes agronomiques, sociétales, industrielles et écologiques. Les services et
disservices apportés par les traits agronomiques qui s’inscrivent dans une variabilité déja
existante au sein de l'espéce, et qui pourraient s’obtenir par différentes techniques de
sélection, ne sont pas spécifiques a l'utilisation des NBTs. Les NBT offrent un potentiel
intéressant pour contribuer a la durabilité de I'agriculture via une innovation accélérée et des
traits plus accessibles. Toutefois, I'utilisation massive des NBT pourrait potentiellement
conduire au déploiement rapide d'un trait sur un territoire, avec éventuellement une réduction
du nombre d’espéces cultivées car éditées, et induire des risques liés a ’lhomogénéisation de
certains caractéres (contournement des résistances, fragilité de I'écosysteme...). Les NBT
permettent également la création d’une variabilité nouvelle pouvant se manifester par des
effets nouveaux, encore jamais obtenus par sélection classique, qui se caractériseraient par
exemple par un taux de protéines tres élevé, la libération de métabolites secondaires trés
exprimés, une résistance forte a un agent pathogéne. Ces innovations disruptives, qui peuvent
apporter des solutions a des contraintes majeures, peuvent en revanche étre associées a des
disservices qu’il convient d’évaluer. Enfin, les approches "géne-centré", souvent utilisées dans
une logique de résolution de problémes ciblés, ne sont généralement pas en phase avec la
nécessaire amélioration d’'un systeme de production et I'évaluation systémique et multi-
caractéres des innovations pour la transition agroécologique. Elles devront étre combinées
entre elles, ainsi qu’a d’autres leviers pour étre pertinentes. Et pour étre combinées, les
éditions proposées devront rester compatibles avec la sélection variétale. Des modifications
majeures des structures chromosomiques ou du fonctionnement cellulaire pourraient en effet
rendre les croisements difficiles/impossibles avec les ressources travaillées parallelement en
sélection variétale. Vu l'importance pour la création variétale de I'utilisation en croisement des
variétés nouvellement inscrites, de telles incompatibilités génétiques pourraient constituer des
barrieres biologiques a I'exemption du sélectionneur.

L'utilisation des techniques d’édition du génome ne remet pas en cause les principes majeurs
de I'évaluation des variétés en vue de leur inscription. Si le produit est I'objet du contrble, le
CTPS est le dispositif le plus adapté a I'évaluation des traits des variétés en fonction des
services qu’elles apportent aux utilisateurs, et il a déja largement fait ses preuves dans la
capacité d’intégration de nouveaux enjeux et traits. Toutefois I'évaluation des risques de
disservices potentiels, telle que déployée sur les OGM, n’est pas portée par le CTPS et devra
étre considérée dans le cas de modifications disruptives. Ainsi il faudra veiller a faire une
distinction entre les caractéres édités : un caractére semblable ou proche de ce qui peut étre
obtenu par la sélection conventionnelle, ou un caractere nouveau trés modifiant, afin d’adapter
les régles applicables. Dans le cas de création de caractéres totalement disruptifs et
potentiellement tres impactants, il conviendra de bien caractériser les services qui pourraient
étre rendus et d’étre transparent sur les disservices qui pourraient apparaitre. Il faudra
également veiller a regarder les impacts sur la culture et I'environnement de traits nouveaux,
et analyser les fuites éventuelles dans I'environnement de traits disruptifs (risque d'un passage
a large échelle). Si la technique est soumise a des régles spécifiques, il faudra mettre en place
des procédures d’évaluation préalable, de tracabilité et de surveillance aprés l'inscription des
variéteés.
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3 Incidence de la mise en marché de variétés issues
des NBTs

3.1. Coexistence entre les variétés éditées et les autres variétés

La coexistence se définit comme I'existence simultanée avec d'autres entités. La notion de
coexistence a été formulée en 2003 par la Commission européenne afin de permettre aux
agriculteurs d’avoir le libre choix de leurs productions, entre les différentes agricultures (OGM
et non-OGM). Malgré la mise en place d’une tracgabilité et d’'un étiquetage obligatoire des OGM
dans la législation européenne, la crainte des contaminations des productions agricoles n’a
pas été réglée par ces points. Des travaux sur la coexistence ont été réalisés au sein de I'Union
européenne, parmi lesquels le projet « SIGMEA » [58*], datant de 2004, afin de proposer des
moyens pour faciliter la coexistence, dans le respect des normes. Différentes stratégies, en
termes d’étiquetage, de tracabilité et de gestion spatiale ont été mises en place dans le monde
et en Europe.

3.1.1.  Exemple de la coexistence variétés OGM et non OGM

3.1.1.1. Coexistence OGM-non OGM en Europe et dans le monde

En 2019, la culture d’'organismes génétiquement modifiés représentait 10% des surfaces
cultivées dans le monde, réparties sur 29 pays. Les Etats-Unis, le Brésil, I'Argentine, le Canada
et I'Inde se partageaient 91% des surfaces dOGM cultivées. Les cultures les plus
représentées sont le coton, le soja, le mais et le colza qui totalisent 99% des cultures d'OGM
mondiales dont les traits principaux sont la résistance aux insectes et la tolérance a certains
herbicides [247].

Au sein de I'Union européenne, la culture dOGM est majoritairement interdite, a I'exception
de 'Espagne et du Portugal qui totalisaient, en 2019, 107 000 hectares de surfaces cultivée
pour I'un, et 5000 hectares pour I'autre, ce qui représentait un peu moins de 0.1% de la surface
agricole totale européenne. Un seul évenement est autorisé a la culture, il s’agit du mais
MONB810. Les procédures d’autorisations et d’étiquetages sont posées dans le reglement (CE)
n°1829/2003 et par la directive 2001/18/CE. [54*]

3.1.1.1.1. La gestion spatiale liée a la culture dOGM

Pour limiter 'impact des OGM sur les autres cultures, des stratégies ont été mises en place,
afin de restreindre I'apparition de résistance dans les populations ciblées lorsque le géne est
de type « résistance » a un ravageur, ou de limiter la dissémination des genes génétiquement
modifiés dans les cultures alentour. Ainsi, aux Etats-Unis, la mise en place d’'une gestion
spatiale pour prévenir les résistances a vu le jour avec l'agence de la protection
environnementale (EPA = Environmental Protection Agency). L’'EPA a fixé un pourcentage de
zones refuges de 50% dans les zones de production de coton génétiquement modifié. Pour
les plantes GM porteuses de plusieurs genes BT (empilage), une zone refuge de 5% est
conseillée. Pour faciliter le travail des agriculteurs et les inciter au respect des
recommandations, il a été créé une technologie appelée « Refuge in the bag » (technologie
RIB) pour créer un mélange de semences GM-non GM fixé en fonction du pourcentage requis
de zones refuges pour la variété transgénique cultivée (Regnault-Roger, 2020).

Au Portugal, la gestion spatiale est destinée a limiter la présence accidentelle de pollen GM
dans les parcelles alentour. Pour ce faire, un décret/loi n° 160/2005, adopté en 2005,
réglemente et identifie les mesures spatiales a mettre en place dans les zones dédiées
(Regnault-Roger, 2020). Ainsi, plusieurs propositions et recommandations y sont décrites,
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veillant a prendre en compte les « types d’agricultures » avoisinants (conventionnel ou
biologique), qui déterminent les mesures a prendre en fonction des seuils de présence fortuite
fixés. Plusieurs mesures alternatives sont proposées, comme la mise en place de distances
minimales d’isolement, de lignes « d’entourage », de cultures de mais avec des semis
échelonnés, ou encore de cultures avec des cycles végétatifs différents (Annexe |, partie A,
160/2005). Le gouvernement portugais a également établi « la création d'un fond
d’'indemnisation pour supporter tout dommage causé, de nature économique, résultant de la
contamination accidentelle de la culture de variétés génétiquement modifiées, qui sera financé
par les producteurs et les entités privées impliquées dans le processus de production
respectif » (article 14, 160/2005).

3.1.1.1.2. Des outils d’aide a I'élaboration de stratégies pour une
meilleure coexistence ?

Aujourd’hui, le déploiement des NBT pose des questions similaires a celles formulées
lors de I'apparition des OGM. Pour cela, il est intéressant de revenir aux travaux réalisés a
I'échelle européenne, en particulier dans le cadre du projet SIGMEA. Ce projet européen
SIGMEA (Sustainable Introduction of GM crops into European Agriculture) a été lancé en
2004, a la suite de I'établissement du principe de coexistence par la Commission européenne
en 2003. Il avait pour objectif de rassembler I'ensemble des données européennes sur le flux
de génes et les impacts environnementaux des principales espéces concernées par les OGM
(mais, colza, betterave, riz, blé), de concevoir des modéles prédictifs du flux génétique au
niveau du paysage, d’analyser la faisabilité technique et la pertinence économique de la
coexistence dans les principales régions agricoles européennes, ceci afin de proposer des
outils d'aide a la décision et de formuler des recommandations en termes de gestion et de
gouvernance [25*]. Parmi les outils d’aide a la décision, deux plateformes de modélisations
relatives aux flux de génes suivant les paysages (LandFlow-Gene) et relative aux impacts des
cultures suivant le paysage alentour (LandSFACTS) pourraient étre également utiles pour
réfléchir a une gestion spatiale des NBTs.

La plateforme LandFlow-Gene permet de modéliser les flux de genes suivant les
paysages agricoles, en testant différents scénarios d’introduction des OGM, en tenant compte
« de l'effet des pratiques et du climat ». La version actuelle est opérationnelle pour le mais et
le colza et peut étre facilement étendue a d’autres espéces [267].

La plateforme LandSFACTS est « un outil de modélisation pour créer des scénarios de
cultures ou d'utilisations des terres dans le paysage [...] Le modéle est actuellement utilisé
pour créer des scénarios de systemes de culture et d’utilisation des terres du niveau de la
ferme a I'échelle régionale afin d’évaluer les services écosystémiques, tels que la biodiversité,
la qualité de I'eau, I'érosion des sols, la séquestration du carbone » [277]. Il pourrait étre une
aide a la décision pour I'agriculteur.

3.1.1.1.3. L’étiquetage en Europe et dans le monde

A I'heure actuelle, il n'existe pas de normes internationales sur I'étiquetage des aliments
issus des OGM. Toutefois, il existe le Codex Alimentarius adopté par un organisme
intergouvernemental, nommeé « Commission du Codex Alimentarius ». La Commission a été
créée en 1963 par I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO)
et I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Il définit des normes générales, des lignes
directrices et des codes d'usages pour les produits alimentaires. Ce code n’est pas
d’application obligatoire mais sert de référence pour nombre de pays, qui alignent leurs normes
alimentaires nationales au Codex Alimentarius. En plus de définir des lignes directrices, il a
son importance lors de différends commerciaux. Toute demande de norme plus stricte que
celle du Codex doit étre justifiée scientifiquement [287].
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L’étiguetage au niveau international :

L’absence de normes internationales obligatoires sur la tracabilité et I'étiquetage des produits
contenant des organismes génétiguement modifiés a vu naitre une multiplicité de normes
adoptées par les pays. Parmi cette diversité, cinq grandes stratégies semblent se dégager. La
plus restrictive est celle adoptée par le Bénin, la Zambie et la Serbie, qui ont fait le choix
d’interdire les importations et la culture d’aliments génétiquement modifiés [30*] [297]. Les
pays, tels que I'Australie, la Russie et les pays de I'Union européenne, ont fait le choix
d’autoriser les OGM sous condition d’'une Iégislation stricte, rendant obligatoire I'étiquetage de
presque tous les aliments génétiquement modifiés, avec la définition de seuils allant de 0,9 a
1 % [247] [30*]. Une troisieme catégorie se dégage par I'imposition d’un étiquetage pour des
seuils de présence OGM dépassant les 1%. C’est le choix qu’ont fait le Brésil, la Corée du
Sud, le Japon et I'Afrique du Sud [24*] [30*]. Des législations plus vagues en termes de normes
reviennent a I'Inde, le Mali ou le Pérou qui ont fait le choix de rendre obligatoire I'étiquetage
de certains aliments génétiquement modifiés listés, sans définition de seuils [24*] [30*]. Enfin,
les pays d’Amérique du Nord, de nombreux pays d’Afrique et du Moyen-Orient ont souhaité
ne pas rendre obligatoire I'étiquetage des produits contenant des organismes génétiquement
modifiés. Au Canada et aux Etats-Unis, seuls les produits ayant une toxicité ou une substance
allergéne doivent étre renseignés [24*] [29%] [307].

L’étiquetage dans I'Union européenne :

Au sein de I'Union européenne, les réglementations (CE) n°1829/2003 et (CE) n°1830/2003
fixent les regles sur I'étiquetage des organismes génétiquement modifiés. La mention sur les
produits est obligatoire, sauf dans le cas de présences fortuites ou inévitables ne dépassant
pas le seuil de 0.9%. Pour les produits trés transformés, I'‘étiquetage est obligatoire, lorsque la
matiere premiére est génétiguement modifiée, et ce, indépendamment de sa détectabilité.
L’identification et la tracgabilité obligatoire a tous les stades de production, ainsi que les
méthodes de détection, permettent de contréler la conformité de I'étiquetage. Le suivi
documentaire se fait grace a un code unique attribué a chaque OGM.

3.1.1.2. Coexistence OGM-non OGM en France

La France est soumise a la réglementation européenne sur les OGM. En 2008, elle a fait le
choix d’interdire leurs cultures a des fins commerciales par une mesure nationale, puis par une
demande d’exclusion géographique, permise par la directive 2015/412. Si la culture sur le
territoire est interdite, I'importation et la commercialisation de certains OGM sont autorisées
pour I'alimentation humaine ou animale, ainsi que dans les espéces ornementales, telles que
les ceillets. Tout organisme génétiguement modifié€ commercialisé doit respecter les regles de
tracabilité et d’étiquetage établies par I'lUnion européenne. En ce qui concerne la culture en
champ pour des essais, il N’y en a pas sur le territoire depuis 2013 [327].

3.1.2. Incidence de la mise en marché des variétés éditées sur les
filieres semences

La mise sur le marché de variétés issues des techniques NBT laisse présager un impact sur
les différentes filieres agricoles, car toute innovation technique génére des modifications des
systemes déja présents, redistribuant parfois les cartes existantes. L’arrivée des OGM, hier, a
posé de nombreuses questions qui ont abouti a la mise en place de la Iégislation actuelle,
répondant en partie aux craintes des acteurs du secteur. Aujourd’hui, les NBT interrogent et
posent des questions sensiblement identiques a celles posées par les OGM, a la différence
que ces nouvelles venues ne sont pas facilement détectables. Au-dela de I'approche
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technique et de 'impact des traits développés, quelles sont les appréhensions vis-a-vis de leur
mise sur le marché ? Le choix d’instruire la distinction entre la filiére biologique et la filiere
agricole non biologique (dite « conventionnelle ») s’est fait naturellement, du fait des normes
qui different entre les deux entités.

3.1.2.1. Incidences sur la filiére biologique

L’agriculture biologique est un mode de production basé sur une approche écosystémique,
soucieuse du respect des équilibres naturels, qui considére les interactions entre la plante et
son environnement. Elle cherche a réduire les intrants, tout en cherchant I'innovation
agronomique. Il s’agit d’'une filiere en pleine croissance avec une augmentation de I'ordre de
5% des surfaces agricoles européennes entre 2019 et 2020. Cette tendance devrait
s’accentuer dans le futur, avec un objectif établi dans le pacte vert de I'Union européenne,
dont le taux est fixé a 25% a I'horizon 2030. En 2020, elle représentait 9.2% des surfaces
agricoles totales [337].

L'utilisation d’Organismes Génétiquement Modifiés (OGM) dits réglementés, de pesticides et
de fertilisants de synthése sont exclus de I'agriculture biologique. En novembre 2017, I'TFOAM
(International Federation of Organic Agriculture Movements) a affirmé sa position vis-a-vis des
nouvelles techniques d’amélioration des plantes, considérant que ces derniéres ne pouvaient
pas étre incluses dans I'agriculture biologique, a cause d’une incompatibilité avec les valeurs
de la filiere. Pour répondre a ces valeurs, les techniques de sélection doivent, selon IFOAM,
assurer « le respect du génome et de la cellule » par le rejet de tout acte « d’insertion, de
délétion ou de réarrangements techniques sur le génome, ou d’invasion technico-physique
dans une cellule isolée ». Par ces précisions, les NBT seraient naturellement exclues des
techniques de sélection compatibles avec les principes de I'AB portés par I'TFOAM [347].

Quels sont les risques pour la filiere biologique en cas de coexistence avec les NBT
?

Parmi les craintes du secteur, la coexistence au champ est lI'une des principales
préoccupations. La perspective d’une proximité spatiale avec un champ de plantes issues des
NBT fait craindre la dé-certification des produits biologiques des fermes alentour. En effet, cela
pourrait « forcer » des producteurs a déclasser leurs produits initialement destinés a I'A B, en
produits pour le marché conventionnel, non AB, moins rémunérateur. Les risques de
contaminations liées a la coexistence laissent craindre la destruction de réputations, la perte
de marchés et 'abandon de cette agriculture dans les régions ou il y aurait une coexistence
« NBT-biologique ». Ces craintes prennent leur source sur des faits observés en Espagne, ou,
du fait de 'autorisation de la culture de mais transgénique MON810 dans certaines régions et
du risque élevé de contamination par les OGM, des agriculteurs ont décidé d’abandonner les
cultures de mais biologiques [35*]. Additionné a cela, 'absence de méthodes de détection
fiables des NBT accentue ces craintes. En effet, comment assurer une totale absence de NBT
dans les produits biologiques, s’il n'est pas possible de les détecter ? Les acteurs de la filiere
proposent de mettre en place une obligation de divulgation des techniques de sélection
utilisées afin de garantir le libre choix des agriculteurs et des consommateurs, pour pallier ce
manque méthodologique de détection. En outre, ils souhaitent qu’un cadre réglementaire
entourant le marché soit posé, afin de garantir la séparation entre les diverses agricultures,
tout au long de la chaine de production et distribution. lls demandent la mise en place d’une
tracabilité et d'un étiquetage suivi, afin de disposer d’'un matériel génétique répondant aux
valeurs de la filiere.
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3.1.2.2. Incidences potentielles sur les filieres dites « conventionnelles »

Impacts sur la recherche variétale et I'équité entre les différents acteurs du secteur

Pour certains acteurs du secteur agricole, les méthodes NBT étant en constante évolution,
il faut rester vigilant sur les améliorations a venir et se donner les moyens d'une veille
technologique active sous peine d'utiliser des outils dépassés et moins bien adaptés a la
problématique scientifique ou a loffre variétale attendue. Toutefois, d'autres acteurs
soulignent que le développement de ces nouvelles méthodes ne doit pas monopoliser toutes
les ressources ; il faut conserver les moyens de travailler sur d’autres technologies. De plus,
le développement des NBT pourrait constituer un risque d’incitation a ne développer que les
filieres rentables ayant investi beaucoup d’argent en recherche (des connaissances préalables
précises sur les déterminismes génétiques des traits d’intérét étant nécessaires pour I'édition
de genes) et dans des fonds génétiques performants.

Par ailleurs, la mauvaise aptitude de certaines especes a la technique de culture in vitro,
trés largement utilisée dans la mutagénése dirigée, laisse craindre I'exclusion de ces dernieres
aux évolutions techniques. Des recherches sont en cours pour s’affranchir de cette méthode
afin que toutes les espéces soient égales face a I'accessibilité a de nouvelles techniques et
aux évolutions variétales.

Enfin, au-dela des pré-requis techniques (connaissances génétiques sur l'espéce
concernée, protocole de régénération...) a I'application des NBT, I'accés aux techniques
d’édition du génome pour la recherche privée a des fins d’obtention variétale se fait au moyen
de licences a obtenir auprés des titulaires de brevets sur la technique, dont le colt d’entrée
peut étre dissuasif au regard des enjeux ou objectifs poursuivis (voir chapitre 3.2.2.1). A cet
égard, le maintien d’effort de recherche publique pour développer des systemes d’édition du
génome indépendants des techniques brevetées est un enjeu souligné par de nombreux
intervenants.

Impacts sur la diversité cultivée

Les techniques NBT mobilisant des connaissances pointues en terme génétique, elles ne
peuvent en I'état s’appliquer a toutes les espéces avec la méme acuité. Ainsi, ces nouvelles
techniques d’édition du génome ne peuvent étre mobilisées, en I'état des connaissances, sur
des espéces récalcitrantes a la culture in vitro, ou sur lesquelles trop peu de connaissances
des génomes ont été développées. Un tel déploiement serait alors au détriment des filieres
mineures a faibles investissements en recherche, constituant ainsi un risque de réduction de
la diversité des espéces et des fonds génétiques cultivés et un disservice au regard des
objectifs du pacte vert européen.

De la méme fagon, les techniques d’édition du génome peuvent permetire des
modifications de variétés élite, proposant ainsi différentes versions de la variété élite initiale,
éditée pour tel ou tel caractere, laissant craindre une réduction de la diversité cultivée au sein
d’'une méme espeéce, ces techniques d’édition du génome ne mobilisant pas de brassage
génétique, contrairement aux schémas de sélection classiques basés sur des croisements au
sein d’'un germplasm cultivé ou sauvage.

En miroir, les NBT pourraient aider a apporter des résistances aux maladies et des
adaptations ciblées a certaines variétés patrimoniales, ce qui permettraient de garder ces
variétés emblématiques en leur conférant des nouveaux traits sans modifier leurs
caractéristiques technologiques.
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Les freins économiques liés a ['acceptabilité

De nombreux points ont été soulevés sur 'émergence des NBT et la perspective d’une
coexistence avec les difféerentes filieres agricoles (« conventionnelle », AB, etc...).
L’acceptabilité sociétale des biotechnologies végétales est un point d’attention de 'ensemble
des filieres concernées. Il est ainsi vraisemblable que la mise sur le marché de variétés éditées
soient accompagnées d’un systéme de tracabilité dont le colt ne pourra étre supporté par les
filieres que si la valeur ajoutée de la variété est significative. Les conséquences économiques
pourraient étre différentes selon les filieres et les espéces considérées.

Pour les espéces a faible retour financier pour les obtenteurs, la mise en place d’un tel systeme
semble difficilement réalisable. Ainsi, d’un point de vue économique, la difficulté d’acceptation
de ces techniques par le public et leur co(t trop élevé pour les filieres mineures, du fait d’'une
mise en place d’une tragabilité plus importante, posent de réelles questions.

Dans le cas du secteur Iégumier, les programmes de sélection sont généralement mondiaux,
avec des enjeux de la santé publique, que ce soit en termes qualitatifs et quantitatifs. lls
doivent assurer une production suffisante, pour permettre des volumes accessibles par une
majorité de la population et ce, malgré une baisse des intrants disponibles. Au regard de ces
qualités nutritionnelles et du lien marqué entre les consommateurs et les légumes souvent
achetés sans transformation, la question de I'usage de modifications de 'ADN interroge les
acteurs des filieres légumiéres. Cette interrogation est d’autant plus marquée que le
consommateur ne voit pas aujourd’hui l'apport de ces techniques dans un contexte
d’abondance de produits et de médiatisation négative des OGM.

A contrario, le secteur de la vigne estime que 'obtention des nouvelles variétés de porte-greffe
par des technologies dites « NBT » pourrait étre plus acceptable par la société et plus
réalisable que pour les variétés a fruits, par exemple. La diversité chez les porte-greffes
représente un enjeu moindre. En appliquant ce principe, il est possible de tenir deux
raisonnements distincts pour la vigne : porte-greffe vs greffon. En effet, en éditant un porte-
greffe, il naura pas d’incidence avec les autres variétés de porte-greffe, puisqu’il ne produira
théoriquement pas de pollen. Les technologies dites « NBT » pourraient intéresser non
seulement la filiere viti/vinicole, mais aussi les filiéres du raisin de table ou méme du raisin sec.

La nomenclature des variétés éditées

Pour I'ensemble des especes, les NBT pourraient aider a apporter des résistances aux
maladies et des adaptations ciblées a certaines variétés patrimoniales, ce qui permettraient
de garder ces variétés emblématiques en leur conférant des nouveaux traits sans modifier
leurs caractéristiques technologiques. Cela pose toutefois des questions sur la nomenclature
des variétés. En effet, dans le cas du secteur de la vigne, I'étiquetage des principales
productions fait trés largement référence au nom de la variété utilisée, tant pour les raisins de
table que pour les vins. Les principales variétés frangaises bénéficient d’'une trés forte notoriété
auprés des consommateurs, en France comme a I'étranger, que ce soit pour des variétés
largement utilisées a I'échelle du globe ou pour des variétés d'utilisation plus locale et trés
caractéristiques de certaines productions. La production viticole francgaise est trés fortement
réglementée, notamment avec les cahiers des charges des 360 AOC viticoles et des deux
AOP de raisins de table, qui décrivent précisément I'encépagement requis pour pouvoir
prétendre au bénéfice de ces appellations d’origine. Cette constante référence aux noms des
variétés dans I'étiquetage des produits viticoles obligera a s’interroger sur les conséquences
d’un éventuel développement des nouvelles technologies dites « NBT », notamment sur la
classification et la dénomination des futures obtentions végétales qui en découleraient, et sur
les incidences commerciales et réglementaires. La connaissance précise des potentialités de
ces nouvelles obtentions devra donc étre facilement accessible aux viticulteurs, afin de les
sécuriser dans leur choix lors de l'implantation d’'un matériel destiné a étre utilisé durant
plusieurs décennies.
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3.1.3. Incidence de la mise en marché des variétés éditées sur les
ressources genétiques

3.1.3.1. Définitions des RPG

Les ressources phytogénétiques (RPG) représentent I'ensemble des espéces
végétales cultivées ou formes sauvages apparentées, des populations, et des variétés ayant
une valeur effective ou potentielle pour I'alimentation et I'agriculture. Certaines de ces
ressources sont conservées, caractérisées et diffusées en vue de leur utilisation durable, en
particulier pour la recherche scientifique, l'innovation et la sélection variétale appliquée, ou
pour leur aspect patrimonial. Sous forme de plantes, semences ou cultures, elles constituent
un « réservoir » dans lequel ’'Homme peut puiser pour faire face aux changements auxquels
est soumise l'agriculture aujourd’hui, tout en permettant d'éviter la perte irréversible de
ressources phytogénétiques stratégiques.

Les ressources phytogénétiques peuvent étre conservées in situ ou ex situ, la différence se
portant sur le lieu et les modalités de conservation. La conservation « in situ » désigne le
maintien et la reconstitution d’espéces viables dans leur milieu naturel, tandis que la
conservation « ex situ » désigne la conservation hors du milieu naturel [36*][37*][39"].

Toute variété ayant été inscrite ou mise sur le marché peut étre ensuite considérée comme
une ressource phytogénétique . L’'arrivée de variétés issues des NBT va-t-elle impacter ces
ressources ? Si oui, dans quelles mesures ?

Au sein d’'une méme espéce, la notion de pangénome désigne I'ensemble des séquences
présentes a I'échelle d’un groupe. Il est constitué du « core-génome », qui désigne les genes
présents chez tous les individus du groupe, auquel s’ajoutent les génes propres a quelques
individus. Ces notions sont devenues plus importantes aujourd’hui avec 'augmentation des
génomes séquencés.

3.1.3.2. Les RPG face a une nouvelle forme de diversité génétique

La diversité induite par des mutations naturelles a permis aux humains d’identifier des
caractéristiques supplémentaires et de combiner de maniére novatrice du matériel génétique
pour créer de nouvelles variétés [38”]. L'arrivée des NBT permet de créer une nouvelle
diversité génétique grace a la création de mutations ciblées dans le génome. L’apparition de
ces nouvelles méthodes de sélection et de création variétales rend-elle caduque la nécessité
de conserver des ressources phytogénétiques ? De nombreux mécanismes sont encore
méconnus, tels que les différences phénotypiques liées a des phénomenes épigénétiques et
non a des différences génétiques. Cela signifie que l'information génétique seule ne suffit pas
aujourd’hui a expliquer toute la diversité observée et utilisable. La création d’une nouvelle
diversité génétique induite par les méthodes NBT et les variétés qui en découleront ont-elles
leur place dans les RPG ?

Les NBT sont tant6t identifi€es comme sources de diversité génétique, tantét comme sources
potentielles de son appauvrissement. L'utilisation des NBT n’ouvrirait-elle pas la possibilité
d’utiliser la diversité génétique de facon plus pertinente ? Par exemple, I'arrivée des NBT ne
permettrait-elle pas de mieux valoriser les variétés anciennes, en ne modifiant que les traits
«non désirés », et en gardant une grande partie du fonds génétique de la ressource
génétique ?

[l faut rester prudent sur l'utilisation des plantes éditées non tracées et leur incidence
sur la diversité naturelle. Les espéces apparentées sauvages, naturellement présentes sur le
territoire frangais, sont encore peu ou pas connues du point de vue de la diversité des génes
présents. Il est primordial d’évaluer les conséquences potentielles des variétés editées sur la
diversité sauvage en fonction des traits visés pour éviter, par exemple, la diffusion de génes
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de résistance aux herbicides dans le réservoir de diversité sauvage. Il faut donc étre
particulierement vigilant pour les collections « in situ ».

3.1.3.3. Les RPG face a la propriété intellectuelle

L’'une des craintes récurrentes a propos des variétés éditées est la potentielle brevetabilité des
traits, qui pourraient étre obtenus par d’autres techniques d’obtention variétale (cf infra). En ce
qui concerne l'incidence de la propriété intellectuelle sur les traits édités, la caractérisation plus
large et profonde (acces au séquencage profond) des ressources phytogénétiques permettrait
de décrire 'ampleur de la diversité phénotypique déja disponible au sein des collections et au
sein de la diversité mondiale. Cette connaissance pourrait-elle permettre de faire appel a I'état
de la technique lorsqu'il y a un dépét de brevet ? Plus on aura de connaissance des génomes,
plus il y aura possibilité de prouver le caractere existant naturellement d'une modification.

3.2. Propriété Intellectuelle des variétés issues de NBTs, et
incidence des différents types de Propriété Intellectuelle sur
le marché

3.2.1. Types de Propriété Intellectuelle applicables aux variétés /
inventions liées aux plantes, en France et dans I'Union européenne

3.2.1.1. Le Certificat d’Obtention Végétale

Selon le site internet du GEVES, « Une nouvelle variété, sous réserve d’une issue favorable
aux examens administratif et technique, peut faire I'objet d’'une protection par un droit
spécifique de la propriété intellectuelle : le certificat d’obtention végétale (COV). Ce droit
confere a son titulaire [sur un territoire donné et pour une durée supérieure a 20 ans, et
généralement comprise entre 25 et 30 ans] une exclusivité sur sa variété lui permettant
certains actes : produire, reproduire, conditionner, offrir a la vente, vendre, commercialiser,
exporter, importer, détenir a 'une de ces fins. Ce titre confére également a son titulaire le droit
d’interdire l'utilisation de sa variété dite « protégée » par tout tiers sans son autorisation.
Toutefois, et contrairement aux variétés brevetées, les variétés protégées par un COV peuvent
étre utilisées a des fins de sélection librement, sans contrepartie, ce qui favorise I'acces a la
diversité génétique. C'est ce que I'on appelle I'exception du sélectionneur. » [557].

Le texte mentionne également que, « pour certaines especes, les variétés protégées par un
COV peuvent étre utilisées sous forme de semences de ferme sous certaines conditions. »
[557]. Cette spécificité est connue sous le terme d’exemption / privilege de I'agriculteur. Cette
exemption donne le droit aux agriculteurs d'utiliser a des fins de reproduction ou de
multiplication sur leur propre exploitation, sans l'autorisation de I'obtenteur, le produit de la
récolte qu'ils ont obtenu par la mise en culture d'une variété protégée. Ce privilege de
I'agriculteur découle de la transposition en droit francais et européen de la version 1991 de la
convention UPQV, et n’est valable que sur une liste finie d’especes ou groupes d’especes (21
au niveau européen, 35 au niveau francais). En ce cas, I'agriculteur doit alors verser une
indemnité aux titulaires des certificats d'obtention végétale protégeant les variétés
concernées, a I'exception des petits agriculteurs au sens de l'article 14 (3) du reglement (CE)
n° 2100/94.

Les COV peuvent étre délivrés par des offices nationaux (en France, par I'lnstance Nationale
des Obtentions Végétales — INOV), ou régionaux (en Union européenne, par I'Office
Communautaire des Variétés Végétales — OCVV). La portée respective des droits ainsi
conférés est alors nationale, ou régionale (ensemble du territoire de I'Union européenne). Les
dispositions Iégales nationales et européennes sont globalement harmonisées avec le cadre
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réglementaire international fixé par I'Union Internationale pour la Protection des Obtentions
Végétales (UPOV), organisation intergouvernementale qui a établi la Convention
Internationale pour la protection des obtentions végétales dont la premiére version date de
1961, révisée successivement en 1972, 1978 puis 1991. Actuellement, 78 Parties sont
membres de la Convention UPOV, dont 76 Etats Membres et 2 organisations régionales,
'Union Européenne et I'Organisation Africaine de la Propriété Intellectuelle.

Au-dela des droits exclusifs conférés au titulaire sur la variété concernée, la protection du COV
s’étend également, selon la Convention UPOV révisée en 1991, sur les variétés
« essentiellement dérivées » de la variété protégée.

Selon cette Convention, « une variété est réputée essentiellement dérivée d’une autre variété
(“variété initiale”) si : i) elle est principalement dérivée de la variété initiale, ou d’'une variété qui
est elle-méme principalement dérivée de la variété initiale, tout en conservant les expressions
des caractéres essentiels qui résultent du génotype ou de la combinaison de génotypes de la
variété initiale, ii) elle se distingue nettement de la variété initiale et iii) sauf en ce qui concerne
les différences résultant de la dérivation, elle est conforme a la variété initiale dans I'expression
des caractéres essentiels qui résultent du génotype ou de la combinaison de génotypes de la
variété initiale ».

Cette notion d’essentielle dérivation a été introduite au début des années 90, concomitamment
au développement des biotechnologies génétiques. Son objectif était d’équilibrer les droits
couronnant un effort de recherche accompli soit par des obtenteurs « traditionnels » de
variétés végétales, via des méthodes de sélection essentiellement biologiques, soit par des
opérateurs actifs dans les biotechnologies génétiques. Cette notion d’essentielle dérivation
visait donc a reconnaitre une dépendance entre la variété essentiellement dérivée, pouvant
elle-méme faire l'objet d’'un COV si 'ensemble des conditions de délivrance d’'un COV sont
respectées, et la variété initiale, la variété essentiellement dérivée étant couverte par le COV
délivré sur la variété initiale. Cette notion juridique relevant de I'exercice du droit, pourtant
présente dés 1991 dans la Convention UPQV, n'a été éclairée que par trés peu de décisions
de justice dans les Parties a la Convention UPQV, et fait encore I'objet de nombreux travaux
d’explicitation, notamment dans les instances de 'UPQV.

3.2.1.2. Le brevet

La directive 98/44/CE du parlement européen et du conseil du 6 juillet 1998 relative a la
protection juridique des inventions biotechnologiques, transposée en droit frangais dans le
code de la propriété intellectuelle, indique que « sont brevetables les inventions nouvelles,
impliquant une activité inventive et susceptibles d'application industrielle, méme lorsqu'elles
portent sur un produit composé de matiére biologique ou en contenant, ou sur un procédé
permettant de produire, de traiter ou d'utiliser de la matiére biologique ». Par ailleurs, « une
matiere biologique isolée de son environnement naturel ou produite a l'aide d'un procédé
technique peut étre l'objet d'une invention, méme lorsqu'elle préexistait a I'état naturel. ».
Toutefois, sont notamment exclues de la brevetabilité « les variétés végétales » et «les
procédés essentiellement biologiques pour l'obtention de végétaux... », tout comme les
produits issus de ces procédés essentiellement biologiques.

Les brevets délivrés par les offices de brevets sont valables sur un territoire donné, et pour 20
ans a partir de la date de dépét de la demande de protection. En Europe, les brevets peuvent
étre nationaux, ou plurinationaux (a ce jour, le dispositif de brevet unitaire européen n’est pas
fonctionnel), délivrés soit par des offices de brevet nationaux (en France, I'Institut National de
la Propriété Industrielle — INPI), soit par I'Office Européen des Brevets (OEB). L'OEB est
l'organe executif de ['Organisation européenne des brevets, une organisation
intergouvernementale comptant 38 Etats membres qui a établi la Convention sur le brevet
européen, convention internationale encadrant la délivrance des brevets par 'OEB. Cette
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convention sur le brevet européen a historiquement repris I'esprit des dispositions de la
directive 98/44/CE.

L'étendue de la protection conférée par le brevet est déterminée par les revendications de son
titulaire. Sont notamment interdites, a défaut de consentement du propriétaire du brevet, la
fabrication, la mise dans le commerce, [utilisation, limportation, ['exportation, le
transbordement, ou la détention du produit objet du brevet. Les droits conférés par le brevet
ne s'étendent toutefois pas aux actes accomplis dans un cadre privé et a des fins non
commerciales, ou aux actes accomplis a titre expérimental qui portent sur I'objet de l'invention
brevetée. Une exemption de recherche limitée existe donc dans le droit des brevets.

Les articles (L613-2-1, L613-2-2 et L613-2-3) du Code de la Propriété Intellectuelle francais
spécifient particulierement la portée de brevets concernant des séquences géniques. Ces
précisions ont été apportées en 2004, 2014 et 2016 et sont issues de travaux législatifs
européens ou frangais. A cet égard, le droit francgais prévoit une disposition particuliére en cas
de présence fortuite ou accidentelle d'une information génétique brevetée dans des
semences, en exposant que « la protection conférée par un brevet a un produit contenant une
information génétique [...] ne s'applique pas en cas de présence fortuite ou accidentelle d'une
information génétique brevetée dans des semences, des matériels de multiplication des
végétaux, des plants et plantes ou parties de plantes » (article L 613-2-2).

Enfin, une exemption de I'agriculteur a également été introduite dans la directive 98/44/CE.

3.2.1.3. Licences croisées

Ces deux titres de propriété intellectuelle couvrent des objets différents, mais peuvent toutefois
concerner laméme variété, par exemple lorsque la variété est couverte par un COV et possede
un trait breveté. Ces titres de propriété intellectuelle peuvent étre délivrés au méme titulaire.
Cette situation de cohabitation entre ces deux types de titre peut également concerner des
titulaires différents. Selon la directive 98/44/CE du parlement européen et du conseil du 6 juillet
1998 relative a la protection juridique des inventions biotechnologiques, il est précisé dans
l'article 12 relative aux licences obligatoires pour dépendance, que « Lorsqu'un obtenteur ne
peut obtenir ou exploiter un droit d'obtention végétale sans porter atteinte a un brevet antérieur
» oU « lorsque les titulaires d’un brevet concernant une invention biotechnologique qui ne
pourrait pas exploiter celle-ci sans porter atteinte a un droit d'obtention végétale antérieur sur
une variété », ils peuvent demander une licence obligatoire pour I'exploitation non exclusive »
de I'élément protégé « [...] moyennant une redevance appropriée. [...] lorsqu'une telle licence
est accordée, I'obtenteur ou le titulaire du brevet a droit a une licence réciproque a des
conditions raisonnables pour utiliser la variété protégée ou l'invention protégée ».

L’article susmentionné précise cependant que les demandes de ces licences ne se font que
dans le cas ou les demandeurs établissent « qu'ils se sont vainement adressés au titulaire du
brevet ou du droit d'obtention végétale pour obtenir une licence contractuelle » et que « la
variété ou l'invention représente un progrés technique important d'un intérét économique
considérable par rapport a l'invention revendiquée dans le brevet ou a la variété vegétale
protégée ». Ces licences sont octroyées par une ou plusieurs autorités compétentes,
désignées par chaque Etat membre de l'union européenne (98/44/CE). A ce jour, cette
possibilité de licences croisées entre brevet et COV n’a été que trés peu / pas utilisée.
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3.2.2. Incidence des différents types de Propriété Intellectuelle sur la
filiere semences et plants

3.2.2.1. Accessibilité aux techniques d’édition du génome

Les procédés d’édition des génomes font trés majoritairement I'objet de brevets. Parmi
'ensemble des procédés, la voie CRISPR/Cas est couverte par une série large de brevets sur
les procédés, déposés par différents opérateurs. Mais, en production végétale, en Europe, une
seule entreprise américaine, Corteva, a obtenu la quasi-totalité des droits de licence. En
situation de quasi-monopole, le déploiement des techniques d’édition des génomes pose des
questions d’accés a la technique. En effet, les conditions d’accés a la technologie brevetée
conduisent a s’interroger sur le fait que cette technologie soit abordable pour tous les
opérateurs économiques, compte-tenu des gains attendus par le détenteur des droits de
licence et de la taille des marchés potentiels. Si le colt d’acces a la technique devenait
excessif, il pourrait également scinder les entreprises de sélection, selon qu’elles disposent ou
non de l'accés a cette technologie, et éventuellement conduire a la disparition des acteurs
n’ayant pas acces a l'outil, le colt d’entrée et le risque économique de I'acquisition des droits
étant trop élevés.

De nombreuses discussions ont eu lieu au cours des années récentes pour savoir si, a
I'échelle nationale ou a I'échelle européenne, il y aurait un sens a la création et a la protection
de technologies détenues en propre par 'ensemble de la communauté nationale, y compris
organismes de recherche et entreprises. Cette voie pourrait étre alimentée par le PEPR
« Sélection Végétale Avancée pour I'adaptation au changement climatique et la transition
agroécologique » qui devrait débuter au début 2023. Mais cette voie semble difficile a suivre,
car la compétition internationale est majeure sur ce sujet et il semble difficile d'imaginer des
procédés tres efficaces qui seraient alternatifs a CRISPR/Cas.

Plus encore, I'utilisation des brevets est possible a des fins de recherche et est gratuite pour
les organismes de recherche s'il s’agit de produire de la connaissance et des publications. De
fait, cet accés gratuit vient renforcer I'utilisation des brevets détenus par I'entreprise pré-citée.
Il'y a donc un effet d’auto-renforcement qui se met en place progressivement, et ceci dans
'ensemble des pays européens.

3.2.2.2. Brevetabilité des génes

Depuis de nombreuses anneées, linterface entre les 2 titres de propriété intellectuelle
applicables aux inventions liées aux plantes que sont brevet et COV est un sujet de crispation.
Ce sujet semblait avoir trouvé un certain point d’équilibre depuis les derniers développements
a I'OEB au sujet de lexclusion de la brevetabilité des produits issus de procédés
essentiellement biologiques.

Les brevets sur les alléles natifs

Cependant, et indépendamment des nouvelles techniques d’édition du génome, il est utile de
rappeler que la délivrance de brevet sur des alleles natifs découverts dans des accessions de
ressources génétiques est une réalité permise par la directive 98/44, et son application /
transposition dans les textes de 'OEB. Cette possibilité de poser un brevet sur un trait édité
génere une tension et une difficulté majeure. Le « disclaimer » (avertissement) récemment
introduit par 'OEB pour des brevets portant sur un allele natif caractérisé spécifiant que le droit
de Pl délivré ne s’applique pas a un alléle identique découvert par une autre voie (ie par une
autre accession) ne résout pas entierement le probleme, I'accession initiale n’étant que
partiellement décrite / nommée dans les brevets délivrés. La délivrance de tels brevets réduit
de facto 'usage de ces alleles d'intérét, pourtant natifs, dans d’autres programmes de
sélection, amenuisant I'opportunité pour les producteurs et la société en général de diversifier
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les fournisseurs de génétique d’intérét. Ce sujet n’est enfin pas décorrélé des discussions sur
les Digital Sequence Information (DSI, Informations de Séquencage Numérique), et les
revendications d’accés sans partage des avantages a ces séquences génétiques de la part
de certaines parties prenantes actives dans le domaine de la sélection végétale. Ce constat
fait le lien avec la question des ressources phytogénétiques évoquée plus haut et souligne
I'enjeu d’avoir un séquencgage profond pour pouvoir mieux documenter 'ensemble des génes
natifs.

Dans ce paysage de titres de propriété intellectuelle, le développement des NBT conduit a un
renforcement des questions liées a la propriété intellectuelle, car aboutissant potentiellement
a une recrudescence des éléments brevetés dans les variétés commercialisées. Pour
comprendre en quoi la propriété intellectuelle peut étre source d’appréhension, il convient de
présenter quelques exemples de brevets utilisant la méthode CRISPR/Cas a des fins
d’amélioration des plantes. Le brevet peut concerner le géne ou le procédé.

Les brevets utilisant la méthode CRISPR/Cas a des fins d’amélioration des plantes

Un brevet (en cours d’instance), concernant les Solanaceae, a été déposé sur les géenes
mutants Solyc04g005320 ; Solycl2g038510 ; Solyc03gl 14840 (référence WO2018213538A1).
Ces modifications conferent a la plante un ou plusieurs traits améliorés, tels qu’une
architecture d’inflorescence modifiée, un nombre de fleurs modifi€é, un nombre de fruits
modifié, un rendement plus élevé, des produits de meilleure qualité et une productivité des
fruits plus élevée. Les revendications du brevet en cours d’instruction précisent que les génes
homologues a ceux cités précédemment, qui présenteraient cette mutation, sont soumis au
brevet.

Un brevet a été accordé sur des plants de blé mutants résistants a I'oidium, dont les
mutations ont conduit a une perte de fonction de TaMLO-A1, TaMLO-B1 et TaMLO-D1, par
les méthodes TALEN et CRISPR/Cas9. Le présent brevet prévoit également « des procédés
permettant de déterminer la présence ou I'absence d’acides nucléiques ou de polypeptides
mutants TaMLO-A1, TaMLO-B1 et/ou TaMLO-D1 dans une plante de blé » (Référence
CN106164272B). Ici, la plante porteuse de ces mutations est soumise au brevet, mais il est
également spécifié que chaque géne mutant, pris séparément, avec la séquence détaillée, est
soumis a ce brevet.

Un brevet, toujours en cours d’étude, a été déposé sur le dispositif pour modifier le gene
PSY1 de la tomate, impliqué dans la maturité des fruits des tomates. Le présent brevet,
concerne la construction d’'un systéeme CRISPR/Cas9 ciblant le géne PSY 1 de la tomate
(référence CN106636182B). Sur le méme théme, un autre brevet, repose sur la construction
du systeme CRISPR/Cas9 spécifiquement travaillé pour agir sur les génes TaAGO4a, qui joue
un réle dans la résistance aux maladies du blé (référence CN105316327B). Le géne TaAGO4a
posséde 3 copies sur les chromosomes 3A, 3B et 3D. Le systéeme CRISPR/Cas9 soumis au
brevet est spécifiquement produit pour créer des mutations sur les trois copies citées, afin de
rendre partiellement ou complétement silencieux le géne TaAGO4a.

Autre exemple de brevet, chez le soja, qui protege la méthode d’extinction des génes
GmLox1, GmLox2 et GmLox3, par la méthode CRISPR/Cas9. Cette extinction permet de
retirer le « goQt de haricot » du soja ainsi que son amertume (référence CN110684796B). Un
brevet, en cours d’instance, a été déposé sur un procédé utilisant le systéeme Adenine Base
Editor (ABE), créé pour agir dans la région promotrice du géne Bsrd1 en dehors du site
d’initiation, conférant une amélioration de la résistance du riz face a la maladie de la brunissure
du riz (Pyricularia oryzae) (référence CN109652439A).

Ces quelques exemples permettent de mettre en lumiére les protections intellectuelles
actuellement déposées en utilisant la méthode CRISPR/Cas9. Le brevet peut porter sur des
génes mutés (référence CN106164272B). La protection peut également porter sur le procédé
qui permet d’obtenir des traits (ces derniers étant alors en tant que tels non soumis au brevet,
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sauf lorsqu’il y a utilisation de la méthode détaillée dans le brevet). Dans les deux cas, cela
laisse supposer que I'obtention du géne muté et/ou du trait par une méthode alternative aux
NBTs doit étre trés largement documentée pour éviter le réglement de la licence.

On peut toutefois constater que la plupart des brevets accessibles sur les sites qui les
recensent protégent en majorité le procédé et tres peu protegent des génes édités et les
plantes qui les portent. Cela pourrait s’expliquer par la jeunesse de la technique, qui propose
une innovation dans les techniques utilisées mais pas encore une innovation de rupture
concernant les génes édités.

La ligne de partage est majeure. S’il est cohérent avec le cadre international sur les brevets
de protéger les technologies, I'extension a la protection du vivant (géne, trait, plante) est la
pierre d’achoppement principale. Dans le cadre Iégislatif actuel, elle reléve de la seule décision
de celui qui a créé le matériel nouveau, et peut étre portée par deux motivations : i) un retour
financier permettant de couvrir les investissements faits pour la création, ii) la volonté de rendre
exclusif la commercialisation du matériel portant un trait original, ce qui est aussi une fagon de
maximiser un retour financier.

3.2.2.3. Transparence sur les caractéres édités faisant 'objet d’'un brevet, en
vue de leur utilisation en sélection

Le sujet de la transparence des brevets contenus / portés par une variété mise en marché se
pose. En effet, 'exemption du sélectionneur, reconnue dés les années 60 par la Convention
UPQV, met a disposition toute variété protégée par COV comme ressource génétique
utilisable dans les programmes de sélection de la concurrence, a la seule condition que la
variété in fine obtenue par la concurrence soit nettement distincte de la variété initiale. En
revanche, dans le cadre du brevet, si un sélectionneur utilise une variété contenant un élément
breveté (exemple d’un géne / allele breveté), soit il obtient une licence sur ce brevet pour
pouvoir exploiter les services apportés par le trait édité, soit il doit s’assurer de ne pas
conserver cet élément breveté a la fin de son programme de sélection, sans quoi il pourra étre
considéeré comme contrefacteur. Ainsi, les obtenteurs doivent « épurer » de leurs programmes
de sélection tout élément breveté pour lequel ils n’auront pas obtenu de licence. Si les OGM
sont repérés facilement dans un génome du fait de séquences vectrices spécifiques, les NBT
ne peuvent pas étre tracés aisément. Ces éléments brevetés ne peuvent donc étre recherchés
gu’a l'aide d'un suivi minutieux et régulier des bases d’information brevets (dont celle de
'OEB), imposant une professionnalisation juridigue du métier de sélectionneur et un
laboratoire de biologie moléculaire performant, ce qui n'est pas a la portée de tous les
opérateurs économiques actifs dans le domaine de I'obtention. A ce jour, la vérification de la
liberté d’exploitation est a la charge des potentiels contrefacteurs, et la recherche de
linformation sur les éléments brevetés dans une variété / accession intégrée dans les
programmes de sélection est une difficulté. L'autre difficulté demeure dans le suivi des alléles
NBT avec les outils moléculaires adaptés (séquencage ou autre).

Faisant le constat de cette difficulté, des entreprises semenciéres possédant également des
portefeuilles de brevets portant sur des variétés ont mis en place des initiatives de plateformes
de licences (licensing platform). Ces initiatives européennes (International Licensing Platform
— ILP- portant sur des especes légumiéres, Agricultural Crop Licensing Platform — ACLP —
portant sur les espéces agricoles) regroupent quelques entreprises engagées pour faciliter
'octroi de licences sur leurs brevets respectifs et donner une information sur les brevets
associés aux variétés développées. Ces initiatives professionnelles reposent sur la
complétude d’une base de données, la base PINTO, mise en place par I'association des
sélectionneurs européens (Euroseeds) qui a vocation a compiler, sur la base de contributions
volontaires et déclaratives, les brevets portant sur des variétés commercialisées. Compte-tenu
de sa portée volontaire et déclarative, le contenu de la base PINTO n’est toutefois ni exhaustif
ni garanti par les pouvoirs publics.
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Comme mentionné précédemment sur les questions de coexistence, cette transparence sur
les traits édités, protégés ou non par brevet, sera indispensable au moment de la mise en
culture des variétés et de la mise en marché des produits de récolte. En effet, que ce soit en
raison de cahiers des charges ou en vue de répondre aux attentes des consommateurs, il peut
étre attendu une absence de traits édités. La transparence doit donc exister tout au long de la
chaine de valeur, depuis les sélectionneurs, jusqu’aux agriculteurs et aux metteurs en marché.

3.2.2.4. Variétés éditées et essentielle dérivation

Sans présager de l'issue des réflexions en cours au sein des instances UPOV ou de décisions
de justice statuant notamment sur les sujets relevant de l'exercice du droit, la notion
d’essentielle dérivation apparait de nouveau d’intérét dans le contexte de développement des
NBTs. En effet, ces nouvelles techniques permettent I'édition ponctuelle, par un opérateur,
d’'une variété protégée par un COV délivré a un autre titulaire. C’est le pendant du point
précedent.

L’élaboration de notes explicatives de 'TUPOV sont attendues pour apporter de la sécurité
juridique et fournir des clés d’interprétation harmonisées aux différentes juridictions des Parties
a la Convention UPQV.

Si la dépendance d'une variété essentiellement dérivée de sa variété initiale reléeve de
I'exercice d'un droit privé, ces questions peuvent également avoir des répercussions sur le
droit public. Ainsi, la reconnaissance de la filiation avec la variété d’origine est un point critique
pour le secteur viticole, pour accorder une dénomination de la variété dérivée, dénomination
qui pourrait apparaitre sur les étiquettes des bouteilles de vin, non trompeuse.

3.3. Vers une accélération des créations variétales grace a
I'édition des génomes ?

Tout au long de ce rapport, il a été question d’accélération des processus de sélection pour
répondre aux défis posés a I'agriculture et a I'alimentation, et en particulier la transition
agroécologique et 'adaptation au changement climatique.

Toutefois, au regard des éléments évoqués dans le chapitre 3, est-il réaliste d'imaginer qu’il y
aura une accélération effective du processus de sélection et donc de loffre variétale ?
Plusieurs éléments permettent d’en douter et sont autant de points d’attention au moment de
construire le cadre d'utilisation de cette innovation technologique.

Actuellement, le mode d’obtention variétale par les NBT est encore trés controversé et
grande source de suspicion pour nombre d’acteurs du secteur et pour les consommateurs.
Deux grands parameétres sont a prendre en compte : 'acceptabilité du consommateur qui sera
I'élément déterminant pour le développement de variétés NBT et les contrdles réalisés sur les
nouvelles variétés. Pour lever nombre de suspicions et pour justifier I'innocuité des variétés
éditées, ne faudra-t-il pas augmenter le nombre de contrbles pour rassurer les
consommateurs ? Dans ce cas, 'augmentation du temps d’évaluation variétale risque de
compenser cette accélération technique.

. Pour lever ce frein, il conviendra

- D’étre explicite sur les services attendus et disservices possibles au moment de
I'utilisation des nouvelles variétés dans les systemes de culture

- D’associer largement les utilisateurs tout au long de la chaine de valeur dans les
processus de conception et la définition des regles d’évaluation. Cette démarche s’inspire
des logiques participatives et des living labs. Le CTPS peut constituer le tiers de
confiance indispensable pour que ces processus vertueux existent.
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Le deuxiéme point qui peut nuancer cette notion d’accélération de I'offre variétale est la
possibilité de voir ces nouvelles variétés éditées refusées lors de I'évaluation variétale.
Comme cela a été évoqué dans ce rapport, il est possible que certaines variétés, dont
quelques traits ont été obtenus par NBTs, ne soient pas suffisamment distinctes, au niveau de
la DHS. Comment cela va-t-il étre géré ? Risquons-nous de voir une amélioration
« silencieuse » des variétés élites, permettant d’augmenter leur temps de commercialisation ?
Ceci se traduirait par un renforcement des innovations incrémentales limitées alors méme que
les objectifs de souveraineté alimentaire, de performance environnementale et d’adaptation
au changement climatique exigent des innovations de rupture. Pour lever ce frein, il faut
prendre en compte conjointement la question de la protection des obtentions et celle de
I'orientation du progrés génétique. Durant la seconde moitié du 20°™ siécle, la combinaison
des logiques d’évaluation pour linscription aux catalogues nationaux et des logiques de
protection par le COV a permis de répondre au défi de la performance productive et de la
sécurité alimentaire dans 'ensemble des pays européens en accélérant la sélection dans une
démarche d’innovation ouverte et ou la variabilité génétique était considérée comme un bien
commun.

Le troisiéme point, déja évoqué dans ce rapport, est la brevetabilité des traits édités. La
présence de ce titre de propriété intellectuelle va semble-t-il rendre le travail du sélectionneur
plus long pour s’assurer de ne pas se retrouver en position de contrefacteur. Comme cela a
été évoqué, les nombreuses initiatives des sélectionneurs ont permis la mise en place de
plateformes recensant les brevets, mais elles ne sont pas exhaustives du fait de la non-
obligation d’informer ces plateformes des brevets existants et ne rassemblent pas tous les
acteurs. Cela va également limiter le travail d’édition (et de protection des traits édités) sur
quelques espéces majeures. Pour lever ce frein, il conviendrait que I'ensemble des
opérateurs décident de ne pas poser de brevets sur les traits édités.

En conclusion, la possibilité d’accés au marché de variétés présentant des traits issus de
techniques NBT aura pour conséquence la coexistence sur le marché de variétés issues de
NBTSs, et de variétés non issues de NBTs. En outre, contrairement aux OGM, il n’y a pas de
solution facile & la détection des variétés porteuses de traits édités, dont la segmentation
reposerait sur un processus lourd et colteux (séquengage et engagement de 'ensemble des
acteurs, en l'absence de méthodes de détection spécifique). Ceci nuirait au suivi de ces
éditions dans le compartiment cultivé, a la détection de fuites dans le compartiment sauvage.
Cette difficulté s'ajoute a celles déja présentes chez les OGM, et rend la coexistence des
filieres trés difficile. Pour assurer une coexistence entre variétés editées et non éditées, la
notion de tracgabilité est cruciale. Dans I'hypothése d’une mise en place de filiere « NBT-free »
(absence de NBT), le support du colt de la certification de ces filiéres sera une question a
traiter en priorité. Le risque existe de cristalliser certaines positions opposées (AB, CRISPR-
free, conventionnel, édition intensive), avec un risque de disparition de certains types de
variétés. L’acceptabilité sociétale d'une offre alimentaire issue pour partie de produits de filiere
NBT doit étre clairement prise en compte. Il est important dans les discussions et réflexions
de souligner la différence entre variétés editées et variétes OGM, de fagon factuelle et non
émotionnelle.

La mise en marché de variétés issues des NBT peut également avoir des impacts sur les
ressources phytogénétiques. Les méthodes NBT donnent accés a une infinité d'alléles, et
pourraient conduire a relacher la gestion des ressources phytogénétiques, ou a abandonner
leur conservation. Il faudra étre vigilant sur ce point, car l'utilisation en sélection classique de
ces ressources a contribué jusqu'a présent a la résilience de I'agriculture. Dans ce contexte, il
est indispensable de mieux les caractériser, pour une meilleure utilisation mais aussi pour
avoir une comparaison avec les traits édités revendiqués, et de les préserver.
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La Propriété Intellectuelle des variétés issues de NBT peut relever des COV sur les variétés,
des brevets sur les méthodes utilisées pour obtenir les variétés et des brevets sur les traits
édités. Le déploiement des techniques d’édition des génomes, procédés faisant tres
majoritairement 'objet de brevets et de licences, pose des questions d’acces a la technique.
Le colt d’entrée est important, conduisant a des difficultés d’accés pour certaines especes,
filieres et opérateurs économiques. Ceci pourrait se traduire par une concentration des efforts
de recherche sur certaines espéces, et certains types variétaux/traits, en opposition avec la
diversification nécessaire pour I'agroécologie. Comme pour chaque évolution méthodologique,
mais peut-étre plus encore ici, des secteurs et des acteurs risquent de se voir pénalisés par
larrivée des NBTs, au détriment de I'agriculture et de sa durabilité. De nouveaux acteurs
apparaitront, sans doute du c6té de l'offre technologique, mais sans apporter de fonds
génétiques. Par ailleurs, indépendamment des nouvelles techniques d’édition du génome, il
est utile de rappeler que la délivrance de brevet sur des alléles natifs découverts dans des
accessions de ressources génétiques est une réalité, méme si le nombre est limité. Toutefois,
dans ce paysage de titres de propriété intellectuelle, le développement des NBT et de brevets
sur les traits édités conduira a un renforcement des questions liées a la propriété intellectuelle,
car aboutissant potentiellement a une recrudescence des éléments brevetés dans les variétés
commercialisées. Pour faciliter le travail des sélectionneurs et, en cohérence avec les besoins
de tracabilité sus-cités, I'acceés a linformation sur la propriété intellectuelle attachée aux
variétés commercialisées, et notamment concernant les traits édités, est un enjeu
d’'importance. Mais une plus grande occurrence d’éléments brevetés dans les variétés pourrait
conduire a de plus nombreux obstacles a linclusion des variétés concernées dans les
programmes de sélection, avec des royalties a verser ou la nécessité d’éliminer les alléles
brevetés des variétés dérivées. Ceci pourrait constituer une seconde entrave a I'exemption
du sélectionneur portée dans le droit francgais. Pour tirer réellement profit des apports de ces
technologies et favoriser le progrés génétique sur des traits nouveaux répondant aux enjeux
de la transition agroécologique et de I'adaptation au changement climatique, il conviendrait
que I'ensemble des opérateurs décident de ne pas poser de brevets sur les traits édités. Ceci
permettrait de maintenir le fonctionnement en innovation ouverte qui caractérise le COV.
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Conclusion

L’analyse des travaux scientifiques et techniques dans le champ de I'édition des génomes
montrent que depuis 2016, date du précédent rapport de saisine du Comité Scientifique du
CTPS sur ce sujet, il y a eu des avancées technologiques majeures, surtout centrées sur la
technologie CRISPR/Cas, conduisant a un abandon des autres technologies d’édition du
génome. Ces avancées permettent d’avoir des interventions fines, et sur une plus grande
diversité de cibles moléculaires, et donc de traits. Ceci s’est traduit par une explosion de la
littérature scientifique et du nombre de brevets déposés. La présence de la France et de
I'Europe dans ces activités de publications et de dépbts de brevets est réelle mais loin derriére
les acteurs majeurs que sont la Chine et les Etats-Unis. Il convient d’assurer la poursuite et le
renforcement de I'effort de recherche publique et de l'investissement par les entreprises du
secteur. Le développement du potentiel technologique est essentiel pour améliorer I'efficacité
de la méthode et la possibilité de l'utiliser sur une gamme élargie d’especes, y compris celles
qui sont aujourd’hui considérées comme récalcitrantes. Il conviendra de s’interroger sur la
possibilité et la pertinence que cet effort puisse conduire au développement de technologies
libres de droit de licence.

Si un grand nombre de traits ont fait I'objet de travaux d’édition publiés, il s’agit surtout a ce
stade de preuves de concept, sur un nombre limité d’espéces agricoles, avec peu de
retombées pratiques et en particulier il n’y a guére de production sur des traits permettant des
ruptures fortes susceptibles de contribuer a la transition agroécologique, a la demande de
souveraineté alimentaire ou a I'adaptation au changement climatique. Il est fait I'nypothése
que ceci est le fait d’'un décalage temporel lié a des technologies vraiment récentes, et qu'il y
a une réelle perspective d’accélération, si les considérants économiques et sociaux ne
entravent pas. Afin que les traits édités répondent aux besoins prioritaires des acteurs
économiques (production, qualité technologique, nutritionnelle et organoleptique) et de la
société (valeur environnementale, adaptation au changement climatique), il convient de
favoriser les approches systémiques, dans la définition des éditions, mais surtout dans le choix
des traits cibles, de leurs modifications, et de leurs usages.

Pour que I'édition du génome puisse étre mise en ceuvre avec efficacité, il est impératif de
disposer d'une connaissance renforcée des mécanismes sous-jacents aux traits dont
'amélioration génétique est souhaitée. Ceci impose de disposer d’'un acquis biomoléculaire
trés important. Ceci constitue le colt d’entrée dans la technologie, plus élevé pour les especes
les moins développées ou pour les fonctions/traits les moins explorés sur un plan académique.
Mais cette approche, reposant sur du séquencage profond et de l'analyse biostatistique,
permet aussi de disposer d’outils indispensables pour une caractérisation des ressources
phytogénétiques et ainsi savoir si les traits édités sont originaux ou reproduisent une variation
existant naturellement et préservée dans les collections. Ceci permet aussi de disposer des
outils pour assurer la tragabilité des éditions.

La caractérisation phénotypique du matériel génétique nouveau créé par édition du génome
est indispensable. Pour les traits édités correspondant a des caractéres naturellement
variables et ayant déja fait I'objet d’étude au moment de linscription, il n’apparait pas
nécessaire de modifier les processus. En revanche, pour des innovations disruptives créant
de nouveaux traits, il conviendrait de procéder a une évaluation qui cherchera a caractériser
a la fois les services et les disservices, a une échelle de temps et d’espace adaptée au trait
dont I'amélioration est revendiquée, a son usage, et a sa compatibilité avec les autres
méthodes de sélection. Ainsi, les NBT ne conduisent pas a une remise en cause des principes
majeurs de |'évaluation des variétés en vue de leur inscription sur les catalogues nationaux, ni
la capacité du CTPS a piloter ce travail d’évaluation.
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Parmi les potentiels disservices a considérer, le Comité Scientifique du CTPS a considéré qu'’il
faut porter attention a différentes composantes :

- limpact sur le pool génétique cultivé, et en premier lieu le risque de concentration des efforts
de recherche sur certaines espéces avec un risque d’homogénéisation en espéce et en
variétés, voire en génes ; mais aussi aux problémes éventuels de compatibilité génétique entre
les variétés éditées de fagon disruptive et le germplasm de I'espéce.

- 'impact non désiré sur les communautés spontanées associées aux cultures (microbiote,
insectes non-cibles impactés par des résistances aux ravageurs, ...). Le r6le du microbiote
pour la protection des plantes contre les bioagresseurs est maintenant établi, de méme que
I'effet du génotype végétal sur la taille et la composition spécifique des micro-organismes
hébergés, a la fois au niveau de la racine, des feuilles ou de 'endosphére. De méme que des
variations non expliquées ont été observées entre microbiotes hébergés par des génotypes
différents d’'une méme espéce, il conviendra de vérifier I'innocuité des variétés éditées sur la
taille et la composition des communautés microbiennes.

- la fuite dans I'écosystéme naturel (espéce apparentée...) et le déséquilibre induit sur
certaines communautés, ainsi que la perturbation de leur fonctionnement

- le disservice économique, avec perturbation voire disparition de pans de filieres, ayant des
vertus agroécologiques sur le long terme (greffe par exemple)

- la toxicité, dans le cas de production de nouveaux composés secondaires.

La question de 'acceptabilité sociale des plantes éditées doit clairement étre posée pour y
trouver une réponse. Ceci doit conduire a réfléchir aux traits dont I'édition permettrait un
bénéfice largement partagé par les différents acteurs. L’acceptabilité concerne tout a la fois la
technologie, I'espece, le trait édité, et son usage.

Les différences quant a I'acceptabilité de la technologie conduisent d’abord a s’interroger sur
le champ de la technologie. Sur la base des réflexions de la Commission européenne, il
convient de ne pas considérer a ce stade les éditions de type SDN3, puisque technologie de
modification génétique. La cisgenese mérite une attention particuliére, en s’interrogeant sur
son apport comparatif vis-a-vis de technologies d’amélioration classique renforcées de I'usage
de la sélection génomique et de la sélection assistée par marqueurs. La réflexion sur
'acceptabilité des technologies impose aussi d’envisager la mise en place des conditions
permettant la coexistence NBT/NBTfree et de se préoccuper des conséquences de cette
coexistence. La principale condition de coexistence est I'existence de technologies permettant
d’assurer la tragabilité. La principale conséquence ou incidence d’'une nécessaire coexistence
est qu’il est impératif que le flot de variétés a haut potentiel mais non-éditées soit maintenu.

L’identification des traits a éditer ne peut pas se faire sur la seule base de la maximisation des
performances productives. Il est essentiel que les traits, de qualité et de valeur alimentaire, de
résistance biotique et abiotique, de résilience face au changement climatique, concilient des
réponses aux attentes légitimes des consommateurs et citoyens et aux attentes des
opérateurs économiques. Il convient donc de s’interroger sur les éventuelles limites a
l'utilisation des NBT qu'’il serait utile de poser, et de savoir si I'édition de tous les génes est
recevable. Ne faut-il pas, par exemple, interdire I'édition de genes codant pour ou régulant des
fonctions physiologiques fondamentales, en les sanctuarisant, au titre de leur réle dans le
fonctionnement de I'espéce, de I'ordre ou du régne ? Il est donc essentiel que les traits édités
concernent tout a la fois des biens privés et des biens communs. Le suivi des traits édités
pourrait s’inscrire dans la fonction d'un comité chargé d’encadrer I'utilisation de I'édition du
génome.

Un autre gage de 'acceptabilité peut étre I'assurance que les espéces mineures, susceptibles
de contribuer a la diversification, ne patissent pas de ces développements, et bénéficient
d’efforts de recherche plus soutenus, en sélection génétique/génomique ainsi qu’avec ces
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technologies. Le ticket d'entrée a l'usage de ces technologies est important, avec des
difficultés pour les espeéces et filieres dites “mineures”. C’est a la fois un ticket économique et
un ticket technique. Cette situation crée un risque d'accroissement de I'écart entre les espéces
majeures et mineures, situation préjudiciable pour la diversité des acteurs économiques et la
diversité biologique cultivée (inter- et intra-spécifique). |l convient donc de s’interroger sur les
décisions a prendre et dispositifs a mettre en place pour que ceci ne se produise pas.

La question de la propriété intellectuelle est trés prégnante dans la réflexion sur les NBTs. Aux
instruments connus qui permettent d’octroyer une propriété intellectuelle a du matériel
génétique sur la base de sa caractérisation phénotypique (COV sur variété), et a une
technologie d’invention industrielle (brevet sur CRISPR/Cas), s’ajoute ici la possibilité de poser
des brevets sur des génes édités, qui est déja utilisée. Le brevet sur le vivant est une des
causes de la non-acceptabilité sociétale de certaines technologies d’amélioration des plantes
(Bensaude-Vincent B, 2022). Au sein du Comité Scientifique du CTPS, différents points de
vue ont été exprimés sur ce sujet, sans qu’un consensus ne puisse étre établi. Ces différentes
positions sont :

» Le Comité Scientifique du CTPS recommande que l'utilisation des brevets pour protéger
des éditions du génome devra se faire dans le respect du cadre réglementaire et
jurisprudentiel européen en vigueur actuellement, qui garantit I'articulation avec le COV et
permet 'exemption du sélectionneur et le privilege de I'agriculteur

» Le Comité Scientifique du CTPS recommande un engagement collectif des obtenteurs de
ne pas prendre de brevets sur les traits édités et de mobiliser le COV comme levier pour
garantir la propriété intellectuelle et pour assurer un progres génétique rapide au service
de la transition agroécologique.

Enfin, l'utilisation des NBT dessine un nouveau contexte, qui sera marqué par des colts. Ceux-
ci peuvent étre afférents a la création et la protection industrielle, a I'évaluation des services
et disservices au moment de l'inscription ou encore a 'organisation des éléments nécessaires
a la coexistence de filieres NBT et NBT-free. |l conviendra de s’interroger sur les acteurs et
composantes du systéme sociotechnique qui devront porter ces colts. Ces codts vont
profondément modifier les modéles économiques des entreprises, pouvant conduire a la
disparition de certaines entreprises de sélection, qui sont pourtant détentrices de fonds
génétiques améliorés, mais aussi a 'émergence d’'un certain nombre de sociétés de services
apportant leur maitrise des technologies. Ceci conduit de fait a s’interroger sur les valeurs
économiques mais aussi agroécologiques et sociétales respectives d’'une part de la diversité
génétique existant a la fois dans les collections de ressources phytogénétiques et dans le
matériel amélioré chez les obtenteurs et d’autre part d’un alléle nouveau (ou d'une
combinaison d’alléles).
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Annexe 1 : Lettre de cadrage de la saisine

Saisine Comité Scientifique CTPS 2021
NBT

Contexte

En 2016, le Comité Scientifique du CTPS a mené une premiere étude sur les nouvelles
techniques de sélection des plantes (NBTs), notamment les techniques d’édition du génome,
afin de répondre aux questions suivantes :

* Quels sont les impacts potentiels de ces nouvelles techniques de sélection des plantes sur
I’ offre variétale ?

* Quels pourraient étre les impacts de ces nouvelles techniques de sélection des plantes sur les
activités du CTPS ?!

Depuis, un arrét de la Cour de Justice de I’Union européenne (CJUE) du 25 juillet 2018 sur la
mutagénese a clarifié le statut juridique des produits issus de NBT au regard de la
réglementation OGM. Ceux-ci sont soumis aux obligations de la réglementation OGM :
évaluation des risques, autorisation, tracabilité, étiquetage, surveillance.

A la demande du Conseil, la Commission a publié le 29 avril 2021 une étude sur le statut des
NBT dans le droit de I’'UE 2. L’étude conclut que la réglementation actuelle n’est pas adaptée
pour certaines NBT et leurs produits, et qu’il est donc nécessaire de 1’adapter aux progres
scientifiques et technologiques.

La Commission a annoncé une action politique sur les plantes issues de mutagénese ciblée et
de cisgénese °. Il s’agirait d’adapter les procédures d’autorisation et d’évaluation des risques
ainsi que les exigences de tracabilité et d’étiquetage, tout en maintenant un haut niveau de
protection de la santé et de I’environnement. Cette initiative fera 1’objet d’une étude d’impact
qui pourra déboucher sur une modification du cadre réglementaire européen. Les différentes
options réglementaires ne sont pas encore définies et seront explorées lors de 1’étude d’impact.
Dans ce contexte, un éclairage du Comité Scientifique du CTPS est sollicité sur les NBTs, au
titre de I’action 25 du plan SPAD-2 sur la mobilisation des acquis scientifiques disponibles pour
I’élaboration ou 1’évolution des cadres réglementaires.

Le besoin d’éclairage concerne en particulier 1’évaluation des finalités des variétés issues de
NBT au regard des objectifs de la transition agro-écologique.

En effet, I’étude de la Commission européenne souleve la question de I’évaluation des bénéfices
des produits issus de NBT pour la durabilité afin de contribuer aux objectifs du pacte vert pour
I’Europe et des stratégies « De la ferme a la table » et de biodiversité. Lors du Conseil
Agriculture des 26-27 mai 2021, le Ministre chargé de 1’agriculture a également mis en avant
I’importance de la finalité des variétés issues de NBTs. Il a précisé que cette finalité doit étre
cohérente avec les priorités de transition écologique de 1’agriculture et de souveraineté
alimentaire, par exemple des plantes qui résistent mieux a la sécheresse pour réduire la
consommation d’eau, ou qui résistent a des ravageurs pour réduire le recours aux pesticides. Il
considere a I'inverse que développer de nouvelles variétés tolérantes aux herbicides ne serait
pas souhaitable.

1 Rapport du CTPS de 2016, publié en février 2018 : https://www.geves.fr/wp-

content/uploads/CTPS CS Etude NBT difCP-CS Fev18.pdf

2 Rapport de la Commission https://ec.europa.eu/food/system/files/2021-04/gmo_mod-bio ngt eu-study.pdf
3 Lettre de la Commission a la Présidence portugaise https://ec.europa.eu/food/system/files/2021-
04/gmo_mod-bio_ngt_letter.pdf
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Objectifs et questions posées

L’expertise scientifique qui sera conduite par le Comité Scientifique devra porter sur les trois
volets suivants :

- Une actualisation du rapport de novembre 2016 au regard des développements techniques

intervenus depuis.

Dans le cadre de 1’étude publiée par la Commission européenne le 29 avril 2021, le Centre
commun de recherche (JRC) a réalisé un état des lieux des avancées technologiques et des
applications actuelles et futures *.
Cet état des lieux fait ressortir que les NBT principalement utilisées sont celles faisant intervenir
la technologie CRISPR/Cas, que ces techniques évoluent rapidement et qu’il faut s’attendre a
ce que de nouvelles techniques soient développées dans les années a venir. D’apres 1’étude de
la Commission, deux plantes issues de NBT sont commercialisées, un soja a teneur élevée en
acide oléique aux Etats-Unis, et une tomate enrichie en GABA au Japon. 15 autres plantes sont
au stade pré-commercial, 117 sont a un stade avancé de recherche et développement et 292 a
un stade plus précoce.
Le Comité Scientifique examinera si ces développements techniques sont susceptibles de
modifier son analyse de 2016 sur les conséquences possibles des NBT sur I’offre variétale, et
actualisera le Cas échéant cette analyse.

- Un approfondissement de la réflexion sur I’évaluation des variétés issues de NBT
Le rapport du CTPS de 2016 abordait la question de 1’évaluation des services et disservices des
traits nouveaux.
Le Comité Scientifique du CTPS poursuivra la réflexion sur ce sujet en proposant des criteres
permettant de déterminer si le trait développé par une NBT présente des avantages ou des
inconvénients (services ou disservices) au regard des objectifs de la transition agro-écologique
en prenant en compte les pratiques associées au trait développé et la compatibilité de la variété
avec les systemes agro-écologiques. La réflexion concernera en particulier les traits susceptibles
d’étre développés par les techniques de mutagénese ciblée et de cisgenese.
Le Comité Scientifique du CTPS identifiera les études et méthodologies nécessaires pour
évaluer les variétés selon ces criteres et examinera leur faisabilité dans le cadre de I’inscription
au catalogue en termes de cofit et de durée. La réflexion pourra s’appuyer sur des exemples.
Compte tenu de I'importance de criteres et méthodes d’évaluation des variétés communs au
niveau européen, cette réflexion sur 1’évaluation des services et disservices des variétés issues
de NBT sera conduite dans la perspective d’une application au niveau européen.

- Une étude sur lI'incidence de la mise en marché de variétés issues de NBTs, en termes de
coexistence de deux types de variétés, et de Propriété Intellectuelle

La mise en marché de variétés issues de NBT aura pour conséquence la coexistence sur le
marché de variétés issues de NBTs, et de variétés non issues de NBTs.
Sur la base de réflexions antérieures sur la coexistence de variétés OGM et non OGM, le Comité
Scientifique du CTPS identifiera I’impact potentiel de la coexistence de variétés issues de NBT
et non issues de NBT sur les filieres de production et de transformation, et sur I’exploitation
des variétés.
La Propriété Intellectuelle des variétés issues de NBT pourrait relever de COV sur les variétés
et de brevets sur les méthodes utilisées pour obtenir les variétés.
Le Comité Scientifique étudiera I’incidence de ces modalités de PI sur le marché des semences,
et sur I’Essentiel Dérivation des Variétés.

4 Rapports du JRC : https://op.europa.eu/en/publication-detail/-/publication/5a66 1{2b-a180-11eb-b85c-
0Olaa75ed71al/language-en ; https://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/handle/JRC123830
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Programme envisagé : structuration et calendrier

Structuration

L’expertise scientifique sera structurée en 5 Workpackages :

Le WP1 s’attachera a examiner si les développements techniques récents sont susceptibles de
modifier I'analyse de 2016 sur les conséquences possibles des NBT sur I'offre variétale, et actualisera
le Cas échéant I'analyse de 2016.

Le WP2 traitera de I’évaluation des services et disservices des variétés issues de NBTs, en
proposant des criteres permettant de déterminer si le trait développé par NBT, en particulier
mutagénese ciblée et cisgenese, présente des avantages ou des inconvénients (services ou
disservices) au regard des objectifs de la transition agro-écologique en prenant en compte les
pratiques associées au trait développé et la compatibilité de la variété avec les systemes agro-
écologiques.

Le WP3 identifiera le type d’études qu’il faudrait mettre en place pour évaluer les variétés
selon ces criteres et examinera leur faisabilité dans le cadre de I’inscription au catalogue en
termes de cofits et de durée, dans la perspective d’une application au niveau européen.

Le WP4 portera sur la coexistence de variétés issues de NBT et de variétés non issues de NBTs,
et de I'incidence de cette coexistence sur les filieres et les exploitations, en se basant sur
I’exemple de la coexistence OGM/non-OGM.

Le WPS5 sera axé sur la question de la Propriété Intellectuelle des variétés issues de NBTs, et
de I’incidence des différents types de PI sur le marché et sur I’Essentiel Dérivation des Variétés.

Calendrier

Cette étude démarrera en décembre 2021.

Le travail commencera par le WP1. Les autres WPs seront réalisés apres le WP1.

Une journée de réflexion du Comité Scientifique consacrée a 1’évaluation des services et
disservices des variétés sera organisée au 1° semestre 2022. Un ou des experts d’autres pays de
I’UE seront associés a la réflexion.

Sur la base de ces échanges, les réflexions concernant 1’évaluation des services et disservices
des variétés seront menées jusqu’en octobre 2022.

Les conclusions générales de cette saisine seront rédigées et présentées au Comité plénier du
CTPS a I’automne 2022.

M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9 | MIO | MIl | MI2
Déc- | Janv- | Fév- | Mars- | Avr- | Mai- | Juin- | Juil- | Aoflit- | Sept- | Oct-
2021 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022 | 2022

WP1 : actualisation

WP2 : critéres
d’évaluation
WP3 : méthodes
d’évaluation

WP4 : coexistence

WPS : propriété
intellectuelle
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Annexe 2 : Evolutions détaillées des NBT et des techniques
d’édition du génome depuis 2016

2.1. L’évolution des NBT et des techniques d’édition du génome
depuis 2016

2.1.1.  Augmentation du nombre de cibles potentielles :

«» Grace a la découverte de différents PAMs

Le Protospacer adjacent motif (PAM) est une courte séquence de nucléotides,
composée de 3 a 6 paires de bases, présente sur ’ADN cible et reconnue par la nucléase
Cas. La coupure précise réalisée par la protéine dépend de la combinaison de deux
évenements consécutifs, la détection du motif PAM dans la séquence cible et la
reconnaissance analogique de la séquence de 'ARN guide qui lui est associée (Colias et
Beisel, 2021). Jusqu’alors, la faible diversité des séquences PAMs, associées a la Cas9, était
un élément limitant dans I'édition du génome, par I'absence de motifs compatibles proches de
la séquence ciblée.

Pour élargir I'éventail d’utilisation du systeme CRISPR/Cas, des recherches ont été
menées pour trouver des protéines homologues et orthologues a la Cas9, avec des profils
PAM différents. La construction sgRNA/Cas est naturellement présente dans la défense
immunitaire des bactéries et des archées et consiste en un systeme protéique d’une grande
diversité (Camerlengo et al., 2022).

Cette multiplicité, additionnée a la modification du domaine d’interaction PAM (PID :
PAM Interacting Domain) (Chen et al., 2019), a amené une diversité de motifs PAMs reconnus
et donc utilisables, levant un peu plus les contraintes liées a cette spécificité. Ces découvertes
permettent de rendre accessibles des parties du génome jusqu’alors inaccessibles pour
réaliser des actions ciblées sur '’ADN.

«» Grace a la création d'une Cas9 PAMless.

Les efforts réalisés pour élargir la gamme des motifs PAMs reconnus par le systeme
CRISPR/Cas ont permis de lever des contraintes dans le spectre des séquences accessibles
aux modifications ciblées. Cependant, une partie du génome demeure encore inaccessible, et
ce en raison de leur position trop éloignée des motifs PAMs répertoriés. La question qui se
pose alors est de savoir s’il est possible de se passer d’un motif PAM pour mener des actions
ciblées sur 'ADN.

Des études ont abouti a la conception de différents variants de la SpyCas9 (Staphylococcus
pyogenes Cas9) :

- Le variant SpG, modifie la séquence de reconnaissance d’origine, de type NGG PAM en
motif NGN PAM et permet ainsi d’étre compatible a un plus grand nombre de séquences
nucléotidiques

- Le variant SpRY permet de s’affranchir d’avantage d’'une dépendance a un motif donné,
puisqu’il permet d’obtenir une reconnaissance de sites de type NRN PAMs (ou R =A, G)
et NYN PAMs (ou Y = C, T) (Walton et al., 2020).

- D’autres variants sont apparus avec I'utilisation d’'un orthologue Cas9, issu de Francisella
novicida (FnCas9), modifiant le NGG PAM en YG (Y = C, T) (Colias et Beisel, 2021).

En bonne voie vers une utilisation du systeme CRISPR/Cas indépendant d’'une séquence
PAM restrictive, les efforts pour créer des sites de reconnaissance dits PAMless (moins
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spécifiques), sont en passe de rendre accessibles toutes les séquences du génome aux
techniques d’édition. La spécificité passe alors par la séquence d’ARN guide associée au
complexe CRISPR/Cas. Pour ce faire, des études doivent étre menées pour affiner cette
méthode (Tang, 2020), pour gagner en spécificité et ainsi, éviter les mutations hors cibles
(off-target).

2.1.2. Base editing systems (éditeur de bases)

Des nouvelles méthodes d’édition du génome permettent aujourd’hui la modification
ciblée d’'une base de '’ADN grace aux systémes nommés « Cytosine Base Editor » (CBE) et
« Adenine Base Editor » (ABE). Leurs mécanismes généraux sont basés sur I'association
d’une nucléase nCas9 avec une désaminase, de type cytosine (CBE) ou adénine (ABE). Cette
association va induire une coupure ciblée d’un brin de 'ADN puis une modification d’'une base
deCenT(C:G>T:A)oudeAenG (A:T>G :C) (Chen etal., 2019).

R/

«» Utilisation d’'une nCas9 Cas plus spécifiqgue que la Cas9 :

Les nouvelles techniques d’édition du génome, qui seront détaillées ci-dessous,
utilisent une protéine Cas9 modifiée dite « nickase » (nCas9). Contrairement a la Cas9
d’origine, d’activité « DSB » (Double-Strand Break), capable de cliver le double brin d’ADN, sa
version mutée permet une découpe monobrin. Pour rappel, la structure originelle de la
nucléase Cas9 est composée d’une architecture bilobée, incluant un large lobe de
reconnaissance (REC) et d’'un lobe plus petit constitué d’'une nucléase (NUC). Le site NUC est
composé d’'un PAM Interacting Domain (PID) et de deux domaines de clivage, le RuvC et le
HNH, dont chacun coupe un brin de 'ADN ciblé, trois nucléotides en amont de la séquence
PAM. Le lobe REC contribue, quant a lui, a activer la protéine Cas quand elle est associée
avec 'ARN guide. La nCas9 peut étre obtenue de deux fagons, en désactivant le domaine
RuvC, dont le mutant est nommé nCas9 D10A, ou par inactivation du domaine HNH, appelé
nCas9 H840A (Camerlengo et al., 2022).
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Figure 3 Schémas représentant la protéine cas9 avec son ARN guide, représentant sa capacité nucléasique (d’apres [40%]. A)
représentation d'une Cas9 active, avec ces deux sites de clivages actifs. B) Représentation d’'une nCas9 D10A, dont le domaine
RuvC est muté le rendant inactif. La nucléase mutée peu réaliser une coupe simple brin uniqguement. C) Représentation d’une
nCas9 H840A, dont le site de clivage HNH est inactivé. La coupe de I'ADN se fera que sur 1 brin. CrRNA et TracrRNA forment
I’ARN guide. Le site PAM a pour séquence NGG (N=A, T, G ou C).
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«» Cytosine Base Editor (CBE)

La méthode CBE « Cytosine Base Editor », permet la modification précise d’'une
cytosine en thymine, par l'action d’'une nCas9 D10A, de la cytidine désaminase et deux
enzymes, I'Uridine Glycosylase Inhibitor (UGI) et I'uracile ADN glycosylase (UDG = Uracil DNA
Glycosylase). L’ARN guide, associé a la nCas9, va se fixer sur un seul brin de 'ADN cible (
comme la forme active de la Cas9), induisant la formation d’une boucle dite « R-loop » (Das
et al., 2022). Le brin non fixé par le complexe ARNguide-nCas9, va subir une modification de
la cytosine en uracile, par 'enzyme cytidine désaminase. Dans un méme temps, I'action de
l'uridine glycosylase inhibitor (UGI) va inhiber I'activité de 'UDG, maintenant I'uracile dans la
structure (Chen et al., 2019). Parallelement, la nucléase nCas9 va cliver I'autre brin de 'ADN.
Lors de la réparation de 'ADN, le segment modifié par la cytidine désaminase, va étre pris
comme modele pour «restaurer » la séquence coupée, créant une Adénine, par
complémentarité. L'uracile sera converti en thymine pendant le processus de réplication. Ainsi
la CBE aura permis la modification ciblée d’'une cytosine en thymine (C: G>T : A). Cette
modification ciblée de 'ADN a montré une grande efficacité. Additionnée a la découverte de
Cas9 aux motifs PAMs plus diversifiés, cela permet I'induction de mutations ciblées et
prédictibles avec une flexibilité d’action accrue (Das et al., 2022).

«» Adenine Base Editor (ABE)

Sur le méme principe que le CBE, le systéeme ABE (Adénine Base Editor) permet la
modification d’'une base adénine en guanine (A : T>G :C). Pour ce faire, elle nécessite I'action
combinée d’'une nCas9 D10A et d'une adénosine désaminase, utilisée comme effecteur (Chen
et al., 2019). Contrairement a la CBE, la désamination d’'une adénine sur 'ADN simple brin
n’existant pas naturellement, une version modifiée de 'enzyme TadA provenant d’ Escherichia
coli a été utilisée et nommée ecTadA (das et al., 2022). Le mécanisme en jeu est sensiblement
proche du systéme CBE. Il débute par la reconnaissance et la fixation du complexe sgRNA-
nCas9 sur un brin de 'ADN, créant la formation d’'une boucle. La modification de I'adénine en
inosine va se faire sur le brin libre complémentaire par 'enzyme ecTadA. Lors de la réparation
et de la réplication de I'ADN, l'inosine va étre corrigée en guanine (Zhu et al, 2020). Le CBE
est reconnu tres efficace dans la modification induite, alors que le ABE semble montrer une
efficacité moindre. Une huitieme version améliorée du systéme ABE est en cours de
développement (Das et al., 2022).

Cytosine Base Editing
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Figure 4 Mécanisme de I'édition de bases (CBE et ABE) (d’aprés Das et al., 2022). La « cytosine Base Editing » (panneau supérieur)
. La protéine nCas9 spécifique a I’ADN Simple brin est attachée a une cytidine désaminase qui convertit la cytosine en uracile.
Une boucle R-loop sur I’ADN est formée lorsque Cas se lie a un ARN guide, et la cytidine désaminase liée convertit les cytosines
accessibles en uracile. Le clivage du brin enclenche la réparation de '’ADN du brin non édité, tandis que I'inhibiteur de la
glycosylase d’uracile (UGI) obstrue la réparation de I’excision de la base de I"uracile, facilitant les modifications Cen T. « Adenine
Base Editing » (panneau inférieur) : un monomere TadA est attaché a une protéine nCas9. Un ARN guide personnalisé se lie a
la Cas, formant une boucle (R-loop) sur ’ADN dans laquelle le monomere TadA lié convertit les adénosines accessibles en
inosine. Il y a formation d’'un Aen G.
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« STEME (Saturated targeted endogenous mutagenesis editor)

L’'union des méthodes ABE et CBE a permis le développement d’une troisieme méthode
nommée STEME pour « Saturated targeted endogenous mutagenesis editor ». Elle est
capable de modifier simultanément une cytosine en thymine (C: G > T: A) et une adénine en
guanine (A: T > G: C). Elle se caractérise par la fusion d’'une cytidine désaminase
(APOBEC3A), d’'une Adénosine désaminase(ecTadA—ecTadA*(*variant)) et de [l'uridine
glycosylase inhibitor (UGI) avec une nCas9 (D10A), le tout se faisant avec un unique sgRNA.
Le STEME effectue la désamination de la cytidine et de 'adénine en uridine et en inosine. Ces
changements sont copiés lors de la réparation et la réplication de 'ADN. Ces actions
synchronisées permettent ainsi la substitution et la fixation ciblée des deux bases en thymine
et guanine (Azameti et al., 2021 ; Zhu et al., 2020)

+ Induction d’'une délétion ciblée (AFID : APOBEC — Cas9 fusion induced deletion system)

Cette méthode a été développée en s’inspirant du systéme CBE pour réaliser de courtes
délétions ciblées du génome (Wang S. (A) et al., 2020). Pour ce faire, une Cas9 dite « active »,
c’est-a-dire capable de couper le double brin de 'ADN (DSB = Double-Strand Break), est
utilisée a laquelle ont été fusionnées une cytidine désaminase et une UDG. Comme évoqué
précédemment dans le CBE, 'UDG est inhibée par la UGI, permettant la conservation de
l'uridine dans la structure. Ici, le choix se porte sur la surexpression de 'UDG qui va permettre
le retrait de I'uridine, laissant une place vacante nommée « site AP » (apurinique/apyrimidique)
(Azameti et al., 2021). Des enzymes APlyases vont venir couper ce site abasique sur un seul
brin de 'ADN. La Cas9 va, quant a elle, couper le double brin de 'ADN, induisant la délétion
précise de la séquence simple brin, entre le site de la cytidine délétée et la cassure induite par
la Cas9 (3 pb avant le PAM). L’'autre brin est simplement coupé par la Cas9. Il y a alors
résection des extrémités 5' de 'ADN incompatibles puis réparation (Zhu et al, 2020).

« Transversion base editors

Les méthodes CBE, ABE et STEME permettent le remplacement d’une base purine avec
une autre purine (adénine et guanine) et d’une pyrimidine avec une autre pyrimidine (thymine
et cytosine), cela est appelé une transition. La transversion est le remplacement d’une purine
par une pyrimidine ou d’une pyrimidine par une purine. Plusieurs méthodes ont été
développées pour permettre une transversion d’une cytidine en guanine. La premiere détaillée
ici se nomme « C-to-G Base Editors » (CGBE) et consiste en la fusion d’'une nCas9(D10A)
avec une cytidine désaminase et I'uracile ADN glycosylase (UDG). Sur le méme principe que
le CBE et la méthode de délétion susmentionnée, la cytidine désaminase va permettre la
transformation de la cytosine en uridine. Cette dernieére sera retirée sous I'action de 'UDG,
laissant une place vacante en ce site. La nCas9 va, quant a elle, sectionner I'autre brin de
'ADN, suscitant la mise en ceuvre de la réparation de 'ADN et de ses mécanismes de
réplication. Cela va permettre l'introduction d’'une guanine (Azameti et al., 2021).

Plus récemment, deux autres méthodes dérivées ont vu le jour, la CGBE1 et miniCGBET1,
qui permettent la transversion d’'une guanine en cytosine avec une efficacité de l'ordre de
71.5%. La premiere, CGBE1 permet la transversion de C en G, avec une réduction du niveau
de C-en-W (W = A ou T) et des mutations indels (insertion /délétion) non désirées. Elle consiste
en la fusion d’'une nCas9 avec une UDG dérivée d’'E. coli (eUDQG) et un variant de la cytidine
désaminase du rat (APOBEC1 variant R33A). Elle a montré une réduction des off-targets (Kurt
etal, 2021). Le mini CGBE1, est constitué des mémes éléments que le CGBE1 sans le eUDG.
Par ce fait, il a été constaté une réduction des indels avec une légere baisse d’efficacité dans
I'édition recherchée (Azameti et al., 2021).

Une autre étude a permis la transversion d'un C en A, chez E. coli. Cette stratégie,
nommée Glycosylase Base Editors (GBEs), utilise la méme méthode que celles développées
préecédemment. Il y a fusion d’'une nCas9 avec une activation-induced cytidine deaminase
(AID) et d’'une UDG. L’'UDG va exciser la base U créée par la désaminase, formant un site AP,
ce qui va initier les processus de réparation de I’'ADN. Il y a changement d’'un C en A (Zhao D.
et al, 2021).
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2.1.3. Prime editing

La méthode de prime editing permet d’'induire des insertions, des délétions et des
transversions des 4 bases de '’ADN sans nécessiter de coupure double brin de I'ADN (Das et
al., 2022). Développée en 2019, elle a permis, sur cellule humaine, la substitution de 12 bases,
l'insertion de 44 paires de bases et la délétion de 80 paires de bases (Zhu et al, 2020). Son
action combine I'utilisation d’'une nCas9 H840A (cf: figure 3), d’'une réverse transcriptase et
d'un prime editing guide RNA (pegRNA). Le pegRNA est composé d’'une séquence dite
« PBS » pour «primer-Binding Site », d’une séquence « modele » pour la réverse
transcriptase (le RT template), composée des modifications souhaitées sur 'ADN ciblé, et
d’une région « spacer », », similaire a un sgRNA, contenant la séquence complémentaire de
'ADN (Das et al., 2022). Le principe général de cette méthode est la coupure ciblée d’un seul
brin de 'ADN par la nCas9, le pegRNA va se fixer sur la zone coupée, s’hybrider en partie
avec le brin d’/ADN complémentaire et servir de substrat pour la Reverse transcriptase. Cette
derniére va ainsi commencer a synthétiser et réparer la molécule d’ADN coupée en copiant
linformation ajoutée a la molécule pegRNA et ainsi permettre, par de multiples étapes de
ligature et de réparation, de modifier, d’insérer, de modifier ou de déléter des bases sur ’ADN
double brin (Zhu et al, 2020). Pour augmenter la taille de la délétion, une stratégie nommée
« PRIME-Del » consiste a utilisée des paires de pegRNA qui ciblent des brins d’ADN opposés.
Chaque pegRNA code les sites a entailler a chaque extrémité de la délétion prévue avec une
partie 3’, complémentaire a I'autre pegRNA. Cela permet de créer des délétions plus longues
(100 pb) et augmenter I'efficacité (Choi J. et al., 2022). Une variante relativement nouvelle de
PE a été signalée, nommeée TwinPE, qui utilise deux pegARN, chacun ciblant un brin d'’ADN
différent. L'avantage de cette technique est la possibilité d'insérer des séquences exogénes
beaucoup plus grandes, par rapport a l'insertion réalisable avec le PE conventionnel (Anzalone
et al., 2022).
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Figure 5 Mécanisme de la méthode de "Prime Editing" (D’aprés Das et al., 2022). Dans le mécanisme général, il y a la combinaison
d’une nCas9 et d’une Reverse Transcriptase (RT) et d’un prime editing guide RNA (pegRNA), constituent I'outil d’édition
principal (pegRNA). A 'extrémité 3' du modéle de transcription inverse, le pegRNA porte les modifications requises. Le site de
liaison de I"'amorce (PBS) se fixe au brin d’ADN entaillé, ce qui permet au modele d’étre transcrit inversement dans la séquence
d’ADN appropriée. Les nucléotides modifiés sont ensuite placés avec précision dans I’'emplacement cible.
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2.1.4. Reégulation de [I'expression des genes par
CRISPR/Cas

Dans cette application du systeme CRISPR/Cas9, I'utilisation d’'une deadCas9 (dCas9) est
privilégiée. Il s’agit d’une Cas 9 dite « inactive » dont les deux domaines de clivage sont mutés
pour inhiber leur action (Cf : figure 3). L'utilisation de cette dCas9 permet ainsi de ne plus
couper mais de guider vers une séquence précise. Pour rappel, la WTCas9 (wild type =
sauvage (originel)) est composée de deux domaines de clivage, capables de couper le double
brin d’ADN ciblé, a proximité de la séquence PAM (Adli, 2018).

La dCas9, telle une plateforme de recrutement peut, par sa fixation ciblée, étre a la base
d’interférence ou de nombreuses actions menées sur 'ADN grace a la fusion avec différentes
enzymes impliquées dans la modification de '’ADN et de la chromatine.

Inhibition de I'expression d’'un géne : CRISPR interference

Par sa seule présence, la dCas9 peut induire une interférence dans les processus
transcriptionnels de '’ADN empéchant I'expression du gene ciblé. Par sa simple fixation sur le
double brin, elle géne l'accés des protéines fixatrices de 'ADN comme les facteurs de
transcription (Larson et al., 2013). Si elle est fusionnée a un répresseur tel que le Kruppel-
associated Box (KRAB), cela amplifie la répression du géne ciblé. Cette action d’interférence
a l'expression d’'un géne par le complexe CRISPR/dCas9 est aussi appelée CRISPRI
(CRISPR interference) (Adli, 2018).

Activation / amplification de I'expression d’'un gene : CRISPR activator

Alinverse, le CRISPRa (CRISPR activator) consiste dans le recrutement d’activateurs
transcriptionnels par la dCas9, afin de booster I'expression du géne ciblé. L’augmentation de
'expression d’un géne peut étre également réalisée par la fusion tripartite d’effecteurs tels que
des activateurs transcriptionnels. L’accumulation des effecteurs peut se faire soit par une
fusion a la dCas9, comme vu précédemment, ou soit a la sgRNA par un jeu de construction
composé de modules d’ARN de type MS2, aptaméres (oligonucléotides) en épingle a cheveux
qui se lient spécifiguement a une protéine MCP (Bactériophage MS2-coat protein). Cette
protéine MCP va étre fusionnée a I'effecteur (Adli, 2018).

Une autre approche appelée SAM (Synergistic Activation Mediator), consiste a
combiner les deux stratégies développées précédemment. Dans ce cas, la dCas9 est
fusionnée a un effecteur1 et '’ARN guide porte la construction MS2 qui permet la fixation du
complexe MCP-effecteur2 (adli, 2018).

La derniére approche d’activation de I'expression d’un géne consiste en I'approche
SunTag. Elle consiste en I'échafaudage d'un réseau de peptides répétitifs, fusionnés a la
dCas9, qui vont étre utilisés pour recruter plusieurs copies d’un anticorps. Ces derniers vont
étre reconnus et fixés par un effecteur choisi (Adli, 2018).

Les trois stratégies qui cumulent plusieurs activateurs transcriptionnels, ont montré une
efficacité supérieure dans I'expression du géne ciblé par rapport a celle qui n’en utilisait qu’'un
(Adli, 2018).

Modification de I'épigénome

Des stratégies utilisant le systéme CRISPR/Cas 9 permettent également d’agir sur les
marques épigénétiques. Les marques épigénétiques sont des modifications chimiques des
bases de 'ADN ou des histones qui n’altérent pas le code génétique mais qui agissent sur
l'expression des genes. Elles se caractérisent par une méthylation de 'ADN ou une
acétylation/ méthylation des histones par exemple.
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Modification de la méthylation

La méthylation de 'ADN est une des plus anciennes modifications identifiees comme
mécanisme épigénétique (Adli, 2018). Il a été établi, chez les plantes, que la méthylation se
faisait sur trois types de séquences : CG, CHG ou CHH (H = A, T ou C). Les DNMT3A et
DNMT3B sont deux enzymes ADN méthyltransférase (DNA Methyltransferase enzyme) qui
catalysent la méthylation de novo de 'ADN. Les protéines TET1, TET2 et TET3 (ten-eleven
translocation proteins (TNT)), sont quant a elles, impliquées dans les mécanismes de
déméthylation de 'ADN.

La déméthylation de 'ADN d’une région utilisée en tant que plateforme recruteuse et
fusionnée au domaine catalytique des TET1 a pu étre réalisée grace a I'action d’'une dCas9. lI
a alors été observé une augmentation de I'expression de TARNm (ARN messager) a cette
localisation (Adli, 2018 ; Chen et al., 2019)

La fusion d’'une dCas9 avec le domaine catalytique DNMT3A a également été testée,
ce qui a permis d’observer la formation de méthylations dans la séquence ciblée, ainsi qu’une
altération de I'expression des génes (Adli, 2018). Malheureusement, de nombreux effets hors
cibles ont été constatés.

Modification des histones

Une autre voie d’étude de I'épigénome sont les histones. Pour rappel, dans le noyau
des cellules, le génome est sous forme de chromosomes, composés d’'une forme compactée
et organisée de 'ADN, que I'on nomme chromatine. La chromatine peut se trouver a la fois
sous forme condensée ou sous forme décondensée. La chromatine condensée se nomme
« hétérochromatine » et son état décondensé se nomme « euchromatine » (Liu et al., 2020).
Lorsque I'on déroule cette chromatine, une structure en forme de collier de perles se dessine,
dont chaque « perle », nommée nucléosome, se compose d'un octamere d’histones : H2A,
H2B, H3 et H4, sur lequel s’enroule ’ADN.

La condensation et la décondensation de la chromatine sont principalement contrélées
par I'acétylation et la désacétylation des histones, régulées par deux principales enzymes,
I'histone acétyltransférase (HAT) et I'histone désacétylase (HDAC). L’acétylation des histones
va modifier la charge électrique de la protéine et donc de I'octamére, la rendant moins positive,
ce qui va provoquer une diminution de I'attraction de I'’ADN qui lui est chargé négativement
(Somi et Bong-Kiun, 2017). Cette modification se caractérise par un relachement de
'enroulement de 'ADN autour des histones. Ainsi, plus les histones sont acétylés, plus la
chromatine se décondense et inversement. L’euchromatine, par sa forme décondensée,
permet l'accession de 'ADN aux processus transcriptionnels (Liu B. et al., 2020). La
méthylation des histones, réalisée par les histones méthyltransférases (HMT), permet donc la
répression ou I'activation de la transcription des génes.

Diverses  stratégies jouant sur la méthylation/déméthylation ou  sur
I'acétylation/désacétylation ont été développées. Parmi elles, 1) la fusion de 'enzyme Histones
Déméthylase (LSD) a la dCas9, a permis d’éliminer la marque H3K4eme, c’est-a-dire la
méthylation d’une lysine sur I'histone 3, provoquant la réduction locale de I'expression des
génes ciblés (Kearns et al., 2015). 2) la fusion d’'une dCas9 avec une méthyltransférase (HMT),
qui permet la méthylation précise d’'une marque localisée sur la lysine 4 de 'histone 3, a permis
la ré-expression d’un géne silencieux (Cano-Rodriguez et al., 2016). 3) Le recrutement et la
fusion de I'histone acétyltransférase (HAT), avec une dCas9, a permis une augmentation
locale des acétylations des histones (Hilton et al., 2015). Enfin, 4) la fusion d’'une HDAC avec
une dCas9 a permis la réduction de I'expression d’'un géne (Kwon et al., 2017).

L’'un des défis futurs est de relier chaque marque épigénétique avec les régulations
associées. Le complexe dCas9 associé a des modificateurs épigénétiques permet aujourd’hui
d’étre un outil dans la compréhension des phénoménes épigénétiques et donc de la régulation
du génome.
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2.1.5. Modifications Multiplexes

Le principe de I'édition multiplexée consiste a produire et exprimer simultanément
différents ARNs guides, dans les cellules de la plante héte, avec la protéine Cas9 (pour plus
de détails se référer a la saisine de 2016).

L’édition multiplexe du génome peut étre utilisée dans la régulation des génes,
accumulation des traits et le contrdle des voies de régulation, ce qui peut potentiellement
faciliter lamélioration, la sélection et la domestication des cultures agricoles (Zhu et al.,2020).
Plusieurs approches techniques différentes de multiplexage ont été développées, elles sont
actuellement utilisées ou sont en cours de développement pour la production simultanée et
efficace de plusieurs ARN guides (Montecillo et al, 2020).

«+» Plusieurs ARNs guides avec leur propre cassette d’expression

Cette méthode d’expression multiplexe, par les ARN guides, se compose d'une
construction de plusieurs ARN guides possédant chacun leur propre Cassette d’expression.
lls peuvent étre placés dans un ou plusieurs plasmides. Dans les deux cas, chaque ARN guide
possede ses propres promoteur et terminateur (Hsieh-feng et Yang, 2019 ; McCarty et al. ;
2020).

Cette méthode pose de nombreux problémes, par exemple, I'utilisation de multiples
promoteurs Pol Il a pour effet de créer une « interférence » avec le promoteur endogéne,
créant une réduction dans lactivité transcriptionnelle du géne. L'utilisation de plusieurs
plasmides s’avére peu efficace et cytotoxique (Hsieh-Feng et Yang, 2019).

«» ARNSs guides synthétiques traités par le processus natif du CRISPR de type |l

La nucléase Cpf1, aussi connue sous le nom de Cas12a, est une protéine analogue
de la Cas 9, qui ne nécessite pas la présence de tracrRNA, elle est de plus petite taille et est
capable de traiter les crRNA sans addition de nucléases. Cpf1 reconnait et coupe les sites
riches en motifs AT (Hsieh-Feng et Yang, 2019). Le principe consiste a introduire un grand
nombre de crRNA séparés par des séquences répétées riches en AT, qui vont former des
petites épingles a cheveux. La nucléase Cpf1 va ainsi couper ces sites, lors de la transcription,
et libérer des crRNA matures dans la cellule ((Hsieh-Feng et Yang, 2019 ; McCarty et al.,
2020).

«+» Plusieurs ARNs guides dans un transcrit polycistronique primaire

Choix du promoteur et de la structure de la Cassette d’expression

Les différentes stratégies du multiplexage développées ci-dessous, peuvent utiliser
une Cassette transcriptionnelle ou deux. La premiere, le TCTU (Two-component
transcriptional unit) « deux unités transcriptionnelles différentes » consiste a utiliser une
cassette d’expression pour la protéine Cas 9 et une cassette d’expression pour le sgRNA
polycistronique. Le STU (= single transcriptional unit), « une seule unité transcriptionnelle »,
utilise quant a elle, une méme cassette d’expression pour la Cas9 et les sgRNA. Cette
stratégie permet de réduire la taille de la construction. Enfin, des promoteurs bidirectionnels
(Bidirectional promoters ou BiP) ont récemment été utilisés pour conduire I'expression de la
Cas9 et de 'ARNg dans des directions différentes chez la levure et le riz. Elle est pourvue d’un
promoteur bidirectionnel et de deux terminateurs distincts. Des études ont montré une
meilleure performance du systeme STU pour le multiplexage que le systéeme TCTU (Hsieh-
Feng et Yang, 2019 ; Montecillo et al, 2020).
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1/ L’endoribonucléase Csy4

L’endoribonucléase Csy4 a été caractérisée chez la bactérie Pseudomonas
aeruginosa, (Montecillo et al, 2020). Le systéme CRISPR de type | est composé d’'un opéron
de Cas et de CRISPR RNA (crRNA) en série, séparés par des séquences de reconnaissance
de I'endoribonucléase, Csy4. Cette derniere est responsable de la génération du crRNA
(CRISPR RNA) mature par la découpe en 3’ de la boucle finale du pre-crRNA. L’activité de
clivage de la Csy4 est dictée par la présence d’'un fragment d’ARN de 16 nucléotides minimum
présent dans les 28 nucléotides des séquences répétées codées par le locus CRISPR
(Montecillo et al, 2020). La présence de cette séquence de reconnaissance de la Csy4 est
suffisante pour son activité clivante. Sur ce principe, une construction artificielle d’ARN guides
incluant la séquence de reconnaissance de I'endoribonucléase, de part et d’autre, additionnée
a une co-expression de la protéine Csy4 avec la protéine Cas va ainsi permettre de libérer les
ARN guides et réaliser des actions ciblées concomitantes. Le principal désavantage de ce
systeme est qu'il requiert la transformation et I'expression d’une Csy4 exogéne (Hsieh-Feng
et Yang, 2019). Cette méthode a été, pour la premiére fois, utilisée avec succés dans des
cellules humaines, et a ensuite été utilisée chez Arabidopsis, la tomate, le blé et I'orge
notamment (Montecillo et al, 2020).

2/ Stratéqie basée sur le ribozyme

Les ribozymes sont des molécules d’ARN avec une activité enzymatique. La plupart
d’entre elles ont une activité nucléasique ce qui va permettre la découpe précise de 'ARN.
Comme développé précédemment, une construction artificielle d’ARN guides est produite
avec, de part et d’autre, l'insertion de sites de reconnaissance et de clivage des ribozymes,
cette construction est dite « RGR » pour Ribozyme-gRNA-Ribozyme. Ces ribozymes ont la
capacité de s’autocliver. Généralement, deux ribozymes différents sont utilisés, la ribozyme
« hammerhead » (HH), qui coupe en 5’ 'ARN guide, et le ribozyme du virus de I'hépatite delta
(HDV), qui clive en 3’ (Montecillo et al, 2020). Cette méthode a été pour la premiére fois utilisée
sur des levures pour un seul ARN guide (Hsieh-Feng et Yang, 2019).

3/ Stratégie basée sur le processus endogene des ARNt

Cette approche nommée PTG (Polycistronic tRNA-gRNA) consiste a exploiter le
processus endogene des ARNt (ARN de transfert) existant dans la cellule héte. Pour rappel,
les ARNt sont des molécules en forme de tréfle qui permettent la synthése des protéines dans
les ribosomes. Le processus naturel recrute les RNAse P et Z pour la maturation des pré-ARNt
en ARNt par la découpe respective de ses extrémités 5’ et 3. Ainsi, la création d’'un transcrit
artificiel tRNA-gRNA permet le recrutement des deux RNAses endogénes, qui vont couper les
extrémités de ’ARNt, permettant ainsi de libérer les ARN guides dans la cellule. Ces derniers
seront ensuite couplés a la protéine Cas pour réaliser les modifications ciblées de I’ADN
(Hsieh-Feng et Yang, 2019 ; Montecillo et al, 2020 ; McCarty et al., 2020 ; Das et al., 2022).

«+ Clivage des ARNs guides par les nucléases endogénes

Cette méthode consiste en une construction polycistronique composée d’un assemblage
d’ARN guides, séparés entre eux par une séquence de 6-12 paires de bases, et connectés en
3’ au géne de la Cas9. Cette structure est sous contréle d’'un promoteur unique, reconnu par
la Polymérase Il. Les RNAses endogénes (RNAse Il et RNAse T1), permettent ainsi la
formation d’ARN guides fonctionnels provenant du transcrit primaire Cas9-gRNA (Hsieh-Feng
et Yang, 2019 ; Montecillo et al, 2020).

«» Introduction des ARNs guides dans les introns ou les ORF

Cette méthode consiste a introduire, dans un intron, un assemblage polycistronique
d’ARNt-ARNg (PTG). L'intron va étre placé en 5’ du gene Cas9. Ces différents éléments vont
étre sous le contr6le du méme promoteur. La construction des ARN guides dans lintron,
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reprend la stratégie évoquée précédemment, basée sur l'utilisation des ARNt. Ainsi, lors du
processus d’épissage, les introns éliminés vont former des structures en lasso, qui vont étre
coupés en 5’ et 3’ par les RNAses P et Z. Les ARN guides vont étre libérés et s’associer a la
protéine Cas9. Sur le méme principe, une autre étude montre qu’il est possible également
d’introduire le montage « intron-ARN guides » dans 'ORF du géne Cas9 (Ding et al., 2018 ;
Zhong, et al., 2020 ; Montecillo et al, 2020).

2.1.6. Le réarrangement chromosomique

Avec l'apparition de méthodes d’édition plus précises et robustes, des approches plus
ambitieuses ont vu le jour avec le souhait de manipuler la recombinaison méiotique ou la
réorganisation a grande échelle des chromosomes (Das et al., 2022). La réorganisation des
chromosomes a pu étre induite grace a l'utilisation du systéeme CRISPR/Cas. En effet, quand
deux coupures DSB sont réalisées sur le méme chromosome, au méme moment, cela
provoque une délétion ou une inversion. Si le DSB se fait sur deux chromosomes distincts,
cela peut causer potentiellement une translocation (Das et al., 2022). Une translocation est un
transfert d’'une partie d’'un chromosome a un autre chromosome. translocation s’effectue lors
de la méiose entre deux chromosomes homologues (et/ou homéologues) par le processus de
Crossing Over (CO). La variabilité de I'information génétique dans chaque organisme peut étre
dues aux mutations naturelles conduisant a l'altération d’'une ou plusieurs bases de 'ADN,
mais elle peut étre également issue des modifications de la structure des chromosomes,
comme cela a pu étre observé a plusieurs reprises au cours de I'évolution de différentes
espéces. Il a été démontré, pour les plantes, que des loci de caracteres quantitatifs (QTL)
peuvent étre situés dans des régions inversées, ce qui peut rendre difficile le transfert des
génes par croisement. Surtout s'il est observé une absence de CO dans la région
chromosomique inversée, comme cela a été observé chez Arabidopsis (Schmidt et al.,2020).

Inversion de génes sur un chromosome

Récemment, linversion du géne hk4S a été réalisée chez [I'écotype Col-0
d’Arabidopsis. Cet écotype présente naturellement une inversion datant de 5000 ans sur le
chromosome 4, caractérisée par la présence d’une partie du centromére au milieu du bras
court. En utilisant de fagon synchronisée deux systemes CRISPR/SauCas9 (Staphylococcus
aureus Cas9 : PAM= NNGRRT (R= A ou G) (Collias et Beisel, 2021)) dont les séquences
cibles se trouvent dans des régions intergéniques entourant l'inversion, I'équipe de Schmidt et
al. (2020) a réussi a ré-inverser cette séquence centromérique, afin qu’elle se retrouve a sa
position historique. lls ont observé une transmission de l'inversion aux générations T1 et T2
avec une efficacité encore trés relative. Le retour a I'état « sauvage » de cette région
chromosomique chez Col-0 a permis le rétablissement des crossing-overs dans cette région,
qui étaient alors éteints par 'inversion historique (Schmidt et al., 2020 ; Das et al., 2022).

Translocation d’'une zone chromosomique

Une recherche menée en 2020, par Beying et al., a permis la translocation réciproque
et «sur mesure » d'une partie du chromosome 1 avec le chromosome 2, ainsi que du
chromosome 1 avec le chromosome 5 chez Arabidopsis (Das et al., 2022). Sur le méme
principe, le systéeme CRISPR/SaCas9 est utilisé pour réaliser des cassures localisées sur deux
chromosomes hétérologues. La restructuration controlée des génomes végétaux doit encore
étre testée sur des plantes d’intérét commercial, mais au vu des résultats obtenus, ces
restructurations chromosomiques peuvent restaurer la recombinaison de portions du génome
(Beying et al., 2020 ; Schmidt et al.,2020), mais également la bloquer et posent des questions
sur la compatibilité de ces méthodes avec la sélection conventionnelle.
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2.1.7.  Obtention de plantes éditées sans phase intermédiaire
de transgénése

CRISPR est un trées bon outil d’'analyse fonctionnelle ou de création variétale mais son
utilisation est contrainte par la capacité a transformer génétiquement, avec le module
CRISPR/Cas, la plante dont on veut modifier un gene. L’innovation ici est de s’affranchir de
I'étape de transformation génétique par le module CRISPR pour pouvoir faire de I'édition chez
des plantes récalcitrantes a la transformation. Du fait de sa facilité d'utilisation et de sa
robustesse, le systéme a été adapté pour permettre une édition rapide du génome. Cette
révolution a initié la mobilisation d’outils de délivrance du systeme sans insertion d’ADN
exogene dans le génome de la plante éditée (Zhu et al., 2020).

«» Ulilisation des ribonucléoprotéines (RNP)

Du fait de législations contraignantes vis-a-vis de l'insertion d’ADN exogenes dans les
génomes des plantes, les scientifiques cherchent aujourd’hui a développer des méthodes
permettant de s’en passer. lls ont ainsi pu s’en abstraire, par l'utilisation du systéme
CRISPR/Cas9 sous forme de Ribonucléoprotéine (RNP). L’association de la nucléase Cas9
(Protéine) avec le tracrBRNA hybridé a la crRNA (ARNg) forme un complexe
ribonucleoprotéique (Zhang S. et al., 2021). Cette construction, aussi efficace qu'un systéeme
utilisant un plasmide, présente une réelle diminution des effets hors cibles dans les cellules,
du fait de sa dégradation rapide. Les Cas9-ARN-guide-RNPs peuvent cliver 'ADN cible
directement aprés son insertion en s’affranchissant de la machinerie transcriptionnelle et
traductionnelle dans la cellule (Laforest et al., 2022). Sa dégradation rapide permet une action
éphémere évitant ainsi les effets hors cibles redoutés. Plusieurs méthodes de délivrance des
RPN (permettant une édition dite ADN-free) ont été développées. (Chen et al., 2019 ; Adli,
2018).

1/ Méthode de transfection des protoplastes

Cette méthode de délivrance du systéme CRISPR/Cas sous forme de RNP
(Ribonucléoprotéine), permet son introduction dans une cellule protoplastique (cellule dénuée
de paroi cellulaire). Dans un premier temps, la préparation et I'isolement des protoplastes se
font a 'aide de morceaux d’'organes végétaux (généralement des feuilles) dépossédés de leur
épiderme. lls vont étre mis en présence d’enzymes qui vont digérer les parois cellulaires. Une
fois les protoplastes isolés, la délivrance du systéme CRISPR/Cas-RNP se fait soit a I'aide
d’une transfection via PEG-Ca?* -transfection (Polyéthyléne-glycol — calcium) ou par électro-
transfection. Les protoplastes transfectés sont ensuite mis en culture pour régénération,
développant ainsi des cals puis des plantules. L’avantage de cette technique est qu’en passant
directement par la transformation d’un protoplaste, toutes les cellules régénérées posséderont
le génome modifié (Yue et al., 2021 ; Chen et al., 2019 ; Laforest et Nadakuduti, 2022).
L’inconvénient principal de cette méthode est la difficulté de régénérer des plantes fertiles a
partir de protoplastes, événement qui demeure trés inefficace et/ou limité a des génotypes
spécifiques. Actuellement, la régénération des plantes a partir de protoplastes a été démontrée
sur plusieurs especes, principalement des dicotylédones, dont Arabidopsis, le tabac, le pétunia
et la vigne. Ces restrictions actuelles rendent peu pratique le déploiement d’'un systeme de
protoplastes en tant qu’approche générale pour I'édition du génome (Svitashev et al., 2016).

2/ Méthode de bombardement

Le bombardement biolistique consiste en la délivrance du matériel génétique par une
action mécanique. Cette méthode peut s’appliquer sur plusieurs types de tissus, tels que des
embryons immatures, des disques de feuilles/tiges ou des cals. Le principe s’appuie sur un
bombardement a haute vitesse, par des particules d’or ou de tungsténe enduites de
biomolécules (Laforest et Nadakuduti, 2022). Elle permet de délivrer plusieurs types de cargos
tels que des plasmides, de ’ADN simple brin, de 'ARN et des ribonucléoprotéines (RNPs). De
nombreuses especes, telles que le riz, le mais, le blé et des Brassica, ont été éditées par le
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bombardement de particules d’or de 0.6um enduites du complexe CRISPR/Cas-RNP.
L’obtention de plantes mutées est générée, en amont, par le bombardement de cals
embryogenes (Zheng G. et al., 2021).

3/ Utilisation de zygotes

L'utilisation de zygotes permet d’éviter I'utilisation des protoplastes et la phase difficile de
régénération qui lui est associée. De plus, un zygote récemment constitué de la fusion d’un
gaméte femelle avec un gaméte male par électro-fusion présente une paroi immature qui peut
étre plus facilement pénétrée par le systeme CRISPR/Cas9-RNP, par transfection médiée par
le PEG (Polyéthyléne-glycol). La mise en culture du zygote permet I'obtention de plantes
régénérées portant la mutation induite, avec une relative efficacité (14-64% chez le riz) (Toda
etal, 2019 ; Zheng G. et al., 2021). Mis a part le riz, cette méthode a été trés peu réalisée sur
d’autres espeéces.

2.1.8. Méthodes de délivrance du systéme CRISPR/Cas
dans les plantes sans culture in vitro

La culture de tissus in vitro est un élément majeur dans le processus de la transgénése et de
I'édition du génome. Cette étape est chronophage et est difficilement applicable a toutes les
varietés ou especes. L'utilisation de réactifs moléculaires comme les régulateurs de
développement (DR), qui permettent linduction d’un programme de développement
spécifique, est une voie prometteuse pour s’affranchir de la méthode de culture cellulaire
(Maher et al., 2020).

«»+ Induction de novo du méristéme
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Figure 6 Méthode d’induction de novo du méristéme (D’aprés Maher et al,, 2020). Pour créer des pousses qui transmettent des modifications
génétiques a la génération suivante, les plantes sont cultivées jusqu’a ce que les méristémes apical et axillaire soient clairement différenciés
(1). Les méristémes sont enlevés (2), et les régulateurs morphogéniques et les réactifs d’édition de genes sont délivrés par A. tumefaciens
(3). Au fil du temps, des pousses modifiées par des genes de novo se forment (4) et les événements d’édition sont transmis a la génération
suivante (5,6).

Le principe de cette technique est I'utilisation d’'une plante génétiquement modifiée, lui
conférant la capacité d’exprimer une Cas9. En parallele, des cultures d’Agrobacterium
tumefaciens portant des génes de régulateurs morphogénétiques et une cassette exprimant
'ARN guides sont préparées et injectées sur la zone de la tige de la plante support que 'on
aura coupé (Zhu et al. 2020). Les régulateurs morphogénétiques vont ainsi stimuler
'embryogénese et permettre la formation de méristemes néoformés qui seront également
mutés sur le géne cible. Ces méristéemes peuvent ensuite étre séparés de la plante support et
donner des plantules porteuses du génome édité aprés transfert sur un substrat. L'étude
mettant en lumiere l'intérét de cette nouvelle technique pour fixer des mutations induites, en
constatant que parmi les plantules éditées, un certain nombre ne possédaient pas de
transgéne, ce qui permet d’éviter I'étape de séparation du transgene dans les générations
suivantes. Ainsi, les plantules permettront, dans les prochaines étapes, la formation de fleurs
et de graines porteuses des modifications ciblées (Maher et al. 2020). Cette nouvelle méthode
de délivrance, développée chez le tabac, a également été testée sur des especes dites
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« d'intérét commercial », notamment la pomme de terre, la tomate et la vigne, avec la
formation de plantules modifiées, rendant ainsi cette méthode viable et adaptable pour
différentes especes. Si elle fait ses preuves (la perte du transgene pouvant témoigner
d’instabilités chromosomiques), elle promet une accélération dans la production de nouvelles
plantes éditées (Maher et al. 2020).

«» Virus-induced heritable gene editing

Sur le méme principe que la méthode d’induction de novo des méristemes, cette technique
nécessite, au préalable, la modification génétique de la plante support, surexprimant la Cas 9.
L’ARN guide, lui, est apporté par un systéme d’expression virale qui doit permettre aux ARN
guides d’atteindre les cellules méristématiques. Pour cela, des ARN guides sont fusionnés
avec des ARN mobiles et introduits dans '’'ARN2 du virus TRV du tabac (Tobacco rattle virus).
Avec l'assistance d’un Agrobacterium, I'infiltration se fait dans les tissus somatiques de la
plante. Les éléments mobiles, optimisant le transport des ARN guides jusqu’aux cellules
germinales, permettant ainsi la transmission des mutations créées a la génération suivante.
Cette méthode compte une haute efficacité de transmission de la mutation a la descendance
(Zhu et al., 2020 ; Laforest et al., 2022). |l y a ensuite production de graines porteuses du
génome édité puis mise en germination. L’utilisation d’un virus a ARN a simple brin a polarité
négative (SYNV : Sonchus Yellow Net Rhabdovirus) permet de délivrer un cargo plus grand
ce qui permet de se passer d'une plante génétiquement modifiée pour exprimer le gene Cas9
(Laforest et Nadakuduti, 2022). Cependant cette derniére stratégie nécessite une étape
supplémentaire de culture in vitro.
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Annexe 3 : Tableaux récapitulatifs des traits travaillés par la
méthode CRISPR/Cas (d’apreés le site EU.Sage)

1. Rendement

Trait sur le rendement Espéce Méthode Référence
Peuplier SDN1 - CRISPR/Cas ( Fladung et al., 2021)
Angle des feuilles Sorgho SDN1 - CRISPR/Cas | (rant et al,, 2022)
Colza SDN1 - CRISPR/Cas | ( stanic et al., 2021)
(Zheng et al., 2020)
(Fan et al., 2021)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas (Bao et al., 2019)
(Mu et al., 2022)
(zhang Z. (A) et al., 2022)
Architecture de la plante Tabac SDN1 - CRISPR/Cas | (Gao et al,, 2018)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (vang Q. (A) et al., 2020)
Orge SDN1 - CRISPR/Cas | (De Souza Moraes et al., 2022)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Butt et al., 2018)
(Cui et al., 2020)
Blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Lju H. et al., 2020)
Architecture de la plante - rendement Tomate SDN1 - CRISPR/Cas (Hu G. etal., 2022)
Orge-blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Kirschner et al., 2021)
Riz SDN1 - CRISPR/CaS (Mao et al_l 2019)
Architecture du systéme racinaire
¥ Coton SDNL-CRISPR/Cas | (wang Y. (B) et al., 2017)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas (Bai et al., 2019)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (LiJ. et al., 2018)
Assimilation azote Orge SDN1-CRISPR/Cas | (arunarathne et al., 2022)
Riz-blé SDN1 - CRISPR/Cas | (zhang J. et al., 2021)
Biomasse Millet SDN1 - CRISPR/Cas | (Liu et al., 2017)
Fraise SDN1 - CRISPR/Cas (Zhou et al., 2018)
Kiwi SDN1 - CRISPR/Cas | ( varkonyi-Gasic et al., 2022)
Croissance Tomate SDNL- CRISPR/Cas | (xing et o, 2022)
(Kwon et al., 2020)
Concombre SDN1 - CRISPR/Cas (Liu X. (B) et al., 2022)
Morphologie grain/fruit Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Zhao et al, 2018)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Han et al,, 2019)
Phénotype semi-nain Riz mais SDN1 - CRISPR/Cas (Zhang J. et G/., 2020)
Banane SDN1 - CRISPR/Cas | ( Shao et al., 2020)
Phénotype semi-nain — Riz SDN1 - CRISPR/Cas
Tolérance a de faibles niveaux de phosphore — (Hu et al., 2019)
Résistance maladies et insectes
Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (yang et al., 2017)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas

Phénotype nain

(Tomlinson et al., 2019)

(Sun et al., 2020)
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Phénotype nain - Régulation dormance des grains Orge chou SDN1 - CRISPR/Cas | ( Lawrenson et al., 2015)
Phénotype nain - Résistance fonglqye - Augmentation de Riz SDN1- CRISPR/Cas | (Ma et al,, 2018)
la teneur en acide salicylique
Quialité du grain Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Heetal., 2022)
Régulation de I'évitement de 'ombre Soja SDN1 - CRISPR/Cas | ( Lyu et al., 2020)
Domestication de novg (I|gnef sa’U\A/age avec traits Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Zsdgsn et al., 2018)
agronomiques d'intérét)
Dormance des graines Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Jungetal., 2019)
Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Jiang et al., 2018)
(Li Q. et al., 2020)
Mais SDN1 - CRISPR/Cas
(Huang C. et al., 2018)
Contrdle de la floraison Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Soyk etal., 2016)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Wang et al., 2020)
(Caietal., 2017)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas
(Li Z. et al., 2020)
Maturation des fruits Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Itoetal., 2015)

Moutarde brune

SDN1 - CRISPR/Cas

(Wang G. et al., 2021)

Mais SDN1 - CRISPR/Cas | (Guan et al., 2022)
(Shen et al., 2016)
(Qianetal., 2017)
Nombre de graines (Yuan et al., 2017)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas
(LuK. etal., 2018)
(Song et al., 2022)
(Ghoetal., 2022)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Caietal., 2021)
Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (YangV. et al., 2018)
Nombre de grains - poids des grains
Mais SDN1 - CRISPR/Cas | ( Kelliher et al., 2019)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Rodriguez-Leal et al., 2017)
Taille des fruits - architecture des plantes
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | ( Swinnen et al., 2022)
Blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Maetal., 2015)
(Usman et al., 2020)
Taille du grain
Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Wang W. et al., 2022)
(Sheng et al., 2022)
(Wu et al., 2022)
SDN1 - CRISPR/Cas | (Wuetal., 2022)
Riz
(Guo et al., 2021)
Taille du grain - poids du grain
grain-p & SDN1 - CRISPR/Cas | (Hu et al., 2018)
SDN1 - CRISPR/Cas | (ZhangV. et al., 2018)
Blé
SDN1 - CRISPR/Cas | (Guo etal., 2021)
(Xu et al., 2016)
Poids du grain - nombre de grains Riz SDN1 - CRISPR/Cas
(Li M. et al., 2016)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas (Jietal., 2022)
Rendement
Mais SDN1 - CRISPR/Cas | (Liuetal., 2021)
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(Gao H. et al., 2020)
(Wang Y. (A) et al., 2017)
(Miao et al., 2020)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas
(zhou et al., 2019)
(Miao et al., 2018)
(Huang L. et al., 2018)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Yuste-Lisbona et al., 2020)
Blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Chenetal., 2022)
Rendement - retardement floraison Laitue SDN1 - CRISPR/Cas | (ChoiS.H. et al., 2022)
Rendement - Photosynt’heEse améliorée - architecture Laitue SDN1 - CRISPR/Cas | (An et al., 2022)
végétale -
Rendement - parfum Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Usman et al., 2020)
Rendement - tolérance a I? sécheresse et au stress Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Chen L. et al,, 2020)
osmotique.
Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Wang C. et al., 2020)
Rendement en situation de stress Mais SDN1 - CRISPR/Cas | (Shietal., 2017)
Laitue SDN1 - CRISPR/Cas | (Bertier et al., 2018)
Rendement - Amélioration de la photosynthése Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (HuD.etal., 2022)
Reproduction Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Liuetal., 2017)
Le teff SDN1 - CRISPR/Cas | ( Beyene et al., 2022)
Résistance a la verse
Riz-mais SDN1 - CRISPR/Cas | (Zhang Z. et al., 2020)
Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Braatzetal.,2017)
Résistance a |'éclatement Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Sheng et al., 2020)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Zhang Z. (B) et al., 2022)
Concombre SDN1 - CRISPR/Cas | (Huetal., 2017)
(Lee et al., 2016)
Stérilité male -
Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Li Q. etal., 2016)
(Xie et al., 2017)
Transport du phloéme Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Nam et al., 2022)

2. Qualité /Nutrition

Trait Espece Méthode Référence
Amélioration : de la couche d’aleurone Riz SDN1 - CRISPR/Cas | ( Achary et al., 2021)
Augmentation : teneur en glucoraphanine(GR) Brocoli SDN1 - CRISPR/Cas | (Kim C.Y. (B) et al., 2022)
(Tang et al., 2021)
( Ashokkumar et al., 2020)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas
Amélioration : aréme ( Shao et al., 2017)
(Hui et al., 2021)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas (Qian et al., 2022)
Amélioration : Odeur aromatique Sorgho SDN1 - CRISPR/Cas (zhang D. et al., 2022)
Augmentation : acide phénolique Sauge rouge SDN1 - CRISPR/Cas | (Shietal., 2021)
Amélioration : qualité du grain Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (WangS. (B) et al., 2020)
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Augmentation : teneur en sucre

Amélioration : sucre de haute qualité Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Honma et al., 2020)
Augmentation : teneur en sucre soluble Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Wang et al., 2021)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas Kawaguchi et al., 2021)

Patate douce

SDN1 - CRISPR/Cas

Wang B. et al., 2021)

Augmentation : teneur en acide oléique

(
(
Augmentation : teneur en anthocyanes Raisin SDN1 - CRISPR/Cas | (Tuetal., 2022)
Augmentation : teneur en caroténoides Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Endo et al., 2019)
SDN3 - CRISPR/Cas | (Dong et al., 2020)
Amélioration : composition en acides gras Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Okuzaki et al., 2018)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Abe et al., 2018)
(Jiang et al., 2016)
Cameline SDN1 - CRISPR/Cas | (Morineau et al., 2016)
(Ozseyhan et al., 2018)
Coton SDN1 - CRISPR/Cas | (ChenY. et al., 2020)

Tabouret des

SDN1 - CRISPR/Cas

(Jarvis et al., 2021)

gras

champs
(Al Amin et al., 2019)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas
(Do et al., 2019)
Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Huang H. et al., 2020)
Réduction : teneur en flavonoides ; Amélioration : acides Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Xie et al., 2020)

Amélioration : qualité de I'amidon

Pomme de terre

SDN1 - CRISPR/Cas

Andersson et al., 2017)

Augmentation : teneur en amylose

Huang L. et al., 2020)

Sun et al., 2017)

Riz SDN1 - CRISPR/Cas Zeng D. et al., 2020)
Baysal et al., 2020)
Liu X. (A) et al., 2022)
Blé SDN1 - CRISPR/Cas Liet al., 2020)

Pomme de terre

SDN1 - CRISPR/Cas

Zhao X. et al., 2021)

Tuncel et al., 2019)

Manioc

SDN1 - CRISPR/Cas

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Luo et al., 2021)

Réduction : teneur en amylose

Manioc

SDN1 - CRISPR/Cas

(Bull et al., 2018)

Pomme de terre

SDN1 - CRISPR/Cas

( Toinga-Villafuerte et al., 2022)

(He et al., 2020)

Riz SDN1 - CRISPR/Cas
(zhang J. et al., 2018)
Augmentation : teneur en beta-caroténe Banane SDN1 - CRISPR/Cas | (Kaur et al., 2020)
Augmentation : teneur en fer (Fe) + en magnésium (Mn) Blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Connorton et al., 2017)
(Lee et al., 2018)
Augmentation : teneur en GABA (Acide X Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | ( Nonaka et al., 2017)
aminobutyrique)
(LiR. et al., 2018)
Augmentation : teneur en lycopénes Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Li X. et al., 2018)
Augmentation : teneur en lysophospholipides Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Khan et al., 2020)
Augmentation : teneur en saccharose Pasteque SDN1 - CRISPR/Cas | (Ren et al., 2020)
Augmentat|o’n : tene.ur en vitamine C + tolérance au Laitue SDN1- CRISPR/Cas | (Zhang H. et al., 2018)
stress d’oxydation + teneur en ascorbate.
Réduction : d’asparagine libre Blé SDN1 - CRISPR/Cas | ( Raffan etal., 2021)
Modification de la composition des grains Orge SDN1 - CRISPR/Cas | (Yang Q. (B) et al., 2020)
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Modification de la composition protéique Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (LiC. et al., 2019)
(Klap et al., 2016)
Parthénocarpie Tomate SDN1 - CRISPR/Cas
(Uetaetal., 2017)
(Ibrahim et al., 2021)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas
Réduction : acide phytique (PA) (Khan et al., 2019)
Colza SDN1 - CRISPR/Cas | ( Sashidhar et al., 2020)
(Yang C-H. et al., 2018)
(Tang L.et al., 2017)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas
( Songmei et al., 2019)
Réduction : de I'accumulation de cadmium (Cd)
(Chen et al., 2022)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Liu C.X. et al., 2022)
Tabac SDN1 - CRISPR/Cas | (Jiaetal., 2022)
Réduction : de I'accumulation d'arsenic Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Yeetal., 2017)
Réduction : de I'accumulation de césium (Cs) Riz SDN1 - CRISPR/Cas | ( Nieves-Cordones et al., 2017)
Réduction : des niveaux d’oligosaccharides de la famille .
des raffinoses (RFO) Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Le et al., 2020)
Réduction : teneur en acide érucique (EA) Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (LiuY. etal., 2022)
Réduction : teneur en ac_lde phytique, a.melloratllon : Bl SDN1 - CRISPR/Cas | (Ibrahim et al., 2021)
teneur en fer et en zinc dans les grains de blé
Arachide SDN1 - CRISPR/Cas | (Tangetal., 2022)
Réduction : teneur en acides gras saturés
Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Maetal., 2021)
Réduction : teneur en cyanogenes toxiques Manioc SDN1 - CRISPR/Cas | (Gomez et al., 2021)
Réduction : teneur en gluten Blé SDN1 - CRISPR/Cas | ( Sdnchez-Ledn,et al., 2017)
Réduction : teneur en hordéine Orge SDN1 - CRISPR/Cas | (LiY. etal., 2020)
Réduction : teneur en Kafirines Sorgho SDN1 - CRISPR/Cas | (Li A. etal., 2018)
Réduction : teneur en nicotine Tabac SDN1 - CRISPR/Cas | (Burner et al., 2022)
Blé SDN1 - CRISPR/Cas | ( Camerlengo et al., 2020)
(zheng Z. et al., 2021)
Réduction : teneur en protéines allergenes -
Pomme de terre SDN1 - CRISPR/Cas | ( Akiyama et al., 2017)
( Nakayasu et al., 2018)
Elimination : teneur en lipoxygénase Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Wang J. et al., 2020)
Elimination de I'allergéne principal : Braj | Moutarde brune SDN1 - CRISPR/Cas | ( Assou et al., 2021)

3. Stress Biotique

Trait Espéce pathogene visée Espéce Méthode Référence
Pseudomonas syringae Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Ortigosa et al., 2019)
( Pompili et al., 2020)
Erwinia amylovora Pomme SDN1 - CRISPR/Cas
(Malnoy et al., 2016)
Xanthomonas campestris pv. Banane SDN1 - CRISPR/Cas | (Tripathi et al., 2021)
Résistance : bactérienne musacearum,
(Jia et al., 2020)
(Jia et al., 2016)
Xanthomonas citri Citrus sp. SDN1 - CRISPR/Cas
(Long et al., 2021)
(Peng et al., 2017)

Saisine du Comité Scientifique CTPS - NBT

108

[N°*] voir références sitographiques




Zhou et al., 2018)

Wei et al., 2021)

Li et al., 2020)

Résistance : fongique

(
(
(
Xanthomonas oryzae Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Zeng et al., 2020)
(Arulganesh et al., 2022)
(zafar et al., 2020)
(zhou et al., 2015)
(Liao et al., 2018)
Xanthomonas (Li . et al., 2019)
oryzae pv. oryzae (Xoo) + Riz SDN1 - CRISPR/Cas
Résistance : bactérienne Magnaporthe oryzae (Zhou et al., 2021)
+ fongique (Kim C.Y. (A) et al., 2022)
Pseudomonas syringae,
Phytophthora spp., Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (De Toledo Thomazella et al., 2016)
Xanthomonas spp.
(WangF. etal., 2016)
Magnaporthe oryzae Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Nawaz et al., 2020)
(Liao et al., 2022)
(Wan et al., 2020)
Erysiphe necator Raisin SDN1 - CRISPR/Cas
(Malnoy et al., 2016)
Raisin SDN1 - CRISPR/Cas | (Wang X. et al., 2018)
Botrytis cinerea
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Jeon et al., 2020)
Colletotrichum truncatum Piment SDN1 - CRISPR/Cas | (Mishra et al., 2021)
Blumeria graminis ; Fusarium Orge SDN1 - CRISPR/Cas | (Galli et al., 2022)
graminearum
Fusarium graminearum. Blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Brauer et al., 2020)
Fusarium gxysporumf.sp. Pasteque SDN1 - CRISPR/Cas | (Zhang M. et al., 2020)
niveum
Phytophthora sojae Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (Yu et al., 2021)

Phytophthora infestans

Pomme de terre

SDN1 - CRISPR/Cas

(Kieu et al., 2021)

Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Hong et al., 2021)
Phytophthora palmivora Papaye SDN1 - CRISPR/Cas | (Gumtow et al., 2018)
Phytophthora tropicalis. Cacao SDN1 - CRISPR/Cas | (Fister et al., 2018)
(zhang K. et al., 2022)
Sclerotinia sclerotiorum Colza SDN1 - CRISPR/Cas
(Sunetal., 2018)
Ustilaginoidea virens Riz SDN2 - CRISPR/Cas | (Liang et al., 2018)
Ustilago maydis Mais SDN1 - CRISPR/Cas | (Pathi et al., 2020)
Verticillium dahliae Coton SDN1 - CRISPR/Cas | (Zhang Z. et al., 2018)
Verticillium longisporum Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Probsting et al., 2020)
Blé SDN1 - CRISPR/Cas | (Zhang et al., 2017)
. .. (Santillan Martinez et al., 2020)
Oidium neolycopersici
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas
(Nekrasov et al., 2017)
Virus de I'enroulement jaune
Résistance : virale + des feuilles de la tomate Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Pramanik et al., 2021)
fongique (TYLCV) + Oidium v
neolycopersici
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(zhan et al., 2019)
Virus Y de la pomme de terre | Pomme de terre | SDN1 - CRISPR/Cas
. (Noureen et al., 2022)
(PVY : Potato virus Y)
Tabac SDN1 - CRISPR/Cas | (Ruyi et al., 2021)
Virus sphérique du riz tungro (Macovei et al., 2018)
(RTSV : Rice tungro spherical Riz SDN1 - CRISPR/Cas
virus ) (Kumam et al., 2022)
Virus de I'enroulement des Piment SDN1 - CRISPR/Cas | (Kurniawati et al., 2020)
feuilles jaunes (PepYLCV : i
Pepper yellow leaf curl virus), Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Tashkandi et al., 2018)
Virus de la marbrure du
poivre (PepMoV : Pepper Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Yoon et al., 2020)
Mottle Virus)
Virus de I'enroulement jaune
des feuilles de la tomate
(TYLCV : Tomato yellow leaf Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Faal et al., 2020)
curl Virus)
tobamovirus Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | ( Kravchik et al., 2022)
Virus de la marbrure veineuse
du poivre (PVMV : pepper Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Kuroiwa et al., 2021)
veinal mottle Virus)
Virus de la betterave a téte
bouclée (BSCTV : beet severe Tabac SDN1 - CRISPR/Cas | (Jietal., 2015)
curly top Virus)
Résistance : virale Virus de la mosaique du
concombre (CMV) ; du virus de Tabac SDN1 - CRISPR/Cas | (ZhangT. etal., 2018)
la mosaique du tabac (TMV)
Virus de la striure brune du
manioc (CBSD : Cassava brown Manioc SDN1 - CRISPR/Cas | (Gomez et al., 2019)
streak virus).
Virus nain du blé (WDV : .
Wheat dwarf virus) Orge SDN1 - CRISPR/Cas | (Kis et al., 2019)
Virus nain strié de noir du riz .
(RBSDV) Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Wang W. et al., 2021)
Virus du jaunissement des
veines du concombre ; Virus
dela mosa|queljaune dela Concombre SDN1 - CRISPR/Cas | (Chandrasekaran et al., 2016)
courgette ; virus de la
mosaique des taches de
I'anneau de la papaye
Virus de la striure de la banane . .
(BSV : Banana streak virus) Banane SDN1 - CRISPR/Cas | (Tripathi et al., 2019)
Virus de la cascade chlorotique
de la patate douce (SPCSV :
sweet potato chlorotic stunt
virus) + virus de la marbrure Patate douce SDN1 - CRISPR/Cas | (Yu et al., 2021)
plumeuse de la patate douce
(SPFMV : sweet potato
feathery mottle virus)
_ Helicoverpa Soja SDN1 - CRISPR/Cas | (zhang Y. et al., 2022)
armigera + Spodoptera litura
Résistance : insectes Nilaparvata lugens ; Chilo Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Lu H.P. et al., 2018)
suppressalis
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas | (Sun et al., 2021)
Résistance : pucerons Pasteque SDN1 - CRISPR/Cas | (Li M. et al., 2022)
Aci . (Bari et al., 2021)
ReS|stance.. plante Phelipanche aegyptiaca Tomate SDN1 - CRISPR/Cas
parasite (Bari et al., 2019)
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4. Stress Abiotique

Trait lié au stress abiotique Espéce Méthode Référence
Tolérance : carence en potassium Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Mao et al., 2016)
( Alfatih et al., 2020)
(Duan et al., 2016)
(zhang et al., 2019)
Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Lim et al., 2021)
( Kitomi et al., 2020)
Tolérance : salinité (Xiaoli et al., 2022)
(Shah Alam et al., 2022)
Soja SDN1 - CRISPR/Cas (WangT. et al., 2021)
Orge SDN1 - CRISPR/Cas (Vicko et al., 2020)
(Tranetal., 2021)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas

( Bouzroud et al., 2020)

Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Yue et al., 2020)
Tolérance : sécheresse + salinité -

Soja SDN1 - CRISPR/Cas (Curtin et al., 2018)
( Ogata et al., 2020)
(Lou et al., 2017)

Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Liao et al., 2019)
(Bang et al, 2021)
(zhang Y. et al., 2020)

Tolérance : sécheresse (llouz-Eliaz et al., 2020)
Tomate SDN1 - CRISPR/Cas

(Liu L. et al., 2021)

Blé SDN1 - CRISPR/Cas

(Kim D et al., 2018)

Tabac SDN1 - CRISPR/Cas

( Negin et al., 2021)

Pomme de terre SDN1 - CRISPR/Cas

(Gonzales et al., 2020)

Mais SDN1 - CRISPR/Cas (Njuguna et al., 2018)
Tolérance : chaleur Tomate SDN1 - CRISPR/Cas (Yuetal, 2019)
Tolérance : froid Riz SDN1 - CRISPR/Cas (Zeng Y. etal., 2020)
5. Couleur
Trait lié a la couleur Espece Méthode Référence
Couleur : blanc creme Colza SDN1 - CRISPR/Cas | (Li H. et al., 2022)
Couleur : jaune et orange Tomate SDN2 - CRISPR/Cas | (Dahan-Meir et al., 2018)
Couleur : orange Tomate SDN2 - CRISPR/Cas | (Ben Shlush et al., 2021)
Carotte SDN1 - CRISPR/Cas | (Xu et al., 2019)
Couleur : pourpre
Tomate SDN2 - CRISPR/Cas | ( Cermak et al., 2015)
(Deng et al., 2018)
Couleur : rose Tomate SDN1 - CRISPR/Cas
(Yang et al., 2019)
Couleur : rose violacée Pétunia SDN1 - CRISPR/Cas | (Yuetal., 2021)
Couleur : rouge Riz SDN1 - CRISPR/Cas | (Zhu et al., 2019)
Couleur : jaune Ipomoea nil SDN1 - CRISPR/Cas | (Watanabe et al., 2018)
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Carotte SDN1 - CRISPR/Cas | ( Klimek-Chodacka et al., 2018)
Modification de la couleur Poinsettia SDN1 - CRISPR/Cas | ( Nitarska et al., 2021)

Torenia SDN1 - CRISPR/Cas | ( Nishihara et al., 2018)

Pasteque SDN1 - CRISPR/Cas | (Tian et al., 2016)

Phénotype : Albinos

Pomme - poire

SDN1 - CRISPR/Cas

(Charrier et al., 2019)

Pomme de terre

SDN1 - CRISPR/Cas

( Banfalvi et al., 2020)

(Naim et al., 2018)

Banane SDN1 - CRISPR/Cas
(Kaur et al., 2017)
Coton SDN1 - CRISPR/Cas | (WangP. et al., 2017)
. (Gao Q. et al., 2020)
Fraise SDN1 - CRISPR/Cas -
(Wilson et al., 2019)
Igname SDN1 - CRISPR/Cas | ( Syombua et al., 2021)
Kiwi SDN1 - CRISPR/Cas | (WangZ. etal., 2018)
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Annexe 4 : Etudes de cas des services et disservices

Pour commencer ce travail de réflexion sur les nouvelles techniques d’amélioration des
plantes, par la méthode CRISPR/Cas, et dans le but d’identifier les difficultés que pourraient
représenter les variétés issues des NBT sur I'évaluation variétale actuellement en place, les
membres du Comité Scientifique ont été invités a 1) identifier des traits qui pourraient répondre
aux enjeux de la transition agroécologique et du pacte vert européen, 2) identifier des
caractéres nouveaux et les disservices associés qui pourraient-étre spécifiques aux
techniques d’édition du génome. Le tour de table, et les discussions associées, ont donné
lieux a I'établissement de trois études de cas, qui ont permis d’identifier les services et les
disservices lieés aux traits choisis. NBT Trois études de cas ont été retenues sur les neufs
proposées. Il s’est avéré que le systéme racinaire, les composés organiques volatils
biogéniques (COVB) et le cas particulier des porte-greffes constituait de bons exemples des
problématiques que pourraient représenter les NBTs.

1. Systéme racinaire :

Dans la saisine « Quelles variétés pour I'agroécologie ? » réalisée par le Comité
Scientifique du CTPS, en 2021, deux grands principes avaient été développés pour améliorer
la nutrition des plantes par le compartiment racinaire, 1) par un travail sur l'architecture
racinaire, 2) par le recrutement de macro et micro-organismes favorables. Avec le
développement des techniques de mutagénese dirigée, il serait hypothétiquement possible
d’améliorer la captation et la restitution des éléments minéraux parfois peu accessibles (P, N,
K, ...), ainsi que de I'eau disponible. Les attentes, en termes d’agroécologie étant la réduction
des intrants, 'amélioration de la captation et de I'assimilation des éléments par la plante, il est
intéressant de s'interroger sur les services et disservices que ces traits pourraient apporter
lors de leur déploiement en champ, surtout s’ils nécessitent le recrutement de macro et micro-
organismes.

Les interactions avec les micro et macro-organismes sont centrales dans la nutrition
des plantes, le contrdle et la protection contre les bioagresseurs mais aussi dans le maintien
de la biodiversité aérienne et sous-terraine (Saisine du Comité Scientifique CTPS — Quelles
variétés pour I'agroécologie ? 2021). Toutefois, toute la difficulté repose sur I'identification des
traits qui permettent a la plante de valoriser ces interactions, additionné a la multiplicité des
composantes qui agissent sur ces interactions. Au-dela de ces difficultés, dans 'hypothése
d’'une meilleure connaissance des « acteurs génétiques » et d’'une capacité d’action par
mutagénese dirigée, il faut s’interroger sur les risques que tels traits pourraient engendrer sur
'écosystéme. En outre, le développement de la biomasse racinaire, par son architecture, peut
rendre plus efficiente sa captation de I'eau, afin d’apporter une meilleure tolérance a un stress
hydrique (ex : sécheresse, ...).

Ainsi, I'étude réalisée ici, se fait dans I'’hypothése d’'une modification de ’ADN par mutagénése
dirigée, dont le but est le développement de traits optimisant I'absorption racinaire afin de
répondre aux enjeux agroécologiques, par 1) un travail sur I'architecture racinaire, 2) par le
recrutement de macro et micro-organismes favorables

Deux traits sont traités dans cette étude du compartiment racinaire :

1/ Booster la sécrétion racinaire pour permetire le recrutement de microorganismes
symbiotiques du sol afin d’optimiser la nutrition végétale (phosphore, nitrates, etc...).

2/ Augmentation de la biomasse racinaire prospectrice afin d’apporter une résistance a un
stress hydrique.
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1.1. Services attendus :

- Une sécrétion racinaire attractive dans le sol : Réduction des intrants par une
optimisation des captations des éléments nutritifs du sol, par le recrutement des
organismes favorables. Le but est d’'améliorer la nutrition végétale par ce recrutement,
afin de gagner en rendement.

- Développement de l'architecture racinaire : meilleure absorption de I'eau disponible
dans le sol, permettant une meilleure résistance au stress hydrique, par le
développement de caractéres liés a l'architecture sur systéeme racinaire et de son
déploiement dans I'espace.

1.2. Les points de disservices possibles sont :

Pour la sécrétion racinaire (Booster la sécrétion racinaire pour recruter les microbiotes du
sol, afin d’augmenter la symbiose)

o Disservice Ecologique/écosystémique

- Risque de déséquilibre des écosystemes : Le recrutement de macro et micro-
organismes du sol, peut-il créer un déséquilibre qui aurait une incidence sur les cultures
suivantes ? La modification de la microflore du sol pourrait-elle étre potentiellement
non adaptée aux autres cultures de la rotation ?

- Recrutement non ciblé : Ce nouveau trait, au-dela de créer un déséquilibre, peut
également favoriser le « recrutement » de macro-et micro-organismes non ciblés par
la sécrétion. Cette attraction peut attirer des organismes pathogenes / pénalisants.

- Impacts secondaires : L’accumulation des microorganismes recrutés peut-elle
impacter la faune et la flore alentour, de fagon indirecte ?

- Appauvrissement du sol : L’'optimisation de la captation des éléments du sol, par la
symbiose ne risque-t-elle pas dappauvrir les sols ? Comment gérer cet
appauvrissement pour les cultures suivantes ? Le service a l'instant T peut-il créer un
disservice a l'instant T+1, par la nécessité de fertiliser le sol appauvri ?

o Durabilité

- Pas d'apport durable au sol : La sécrétion racinaire une fois retirée ne permet pas la
conservation/monopolisation des microorganismes dans le sol et ne perdure qu’en
présence de la culture sécrétrice. Il y aurait donc un service rendu pour le compartiment
cultivé, a l'instant T, sans que cela apporte un service pour la culture suivante.

- Compromis (entre le trait apporté et une Iégére perte de rendement) : Dans le but d’'un
recrutement d’organismes favorables, il peut étre imaginé que la sécrétion se fasse par
la fourniture de nutriments (par ex : Sucre) pouvant modifier l'allocation des
photosynthétats et potentiellement engendrer une baisse de rendement au sein de la
plante. Dans ce cas, peut-il y avoir, par 'augmentation de symbiose, une baisse de
rendement, rendant le rapport apport/retrait aussi important, donc nul ? Dans
'hypothése d’une variété éditée porteuse de ce trait, il faut supposer que si elle a été
sélectionnée c’est qu'il y a un rendement suffisant. Une plante trop peu performante,
ne sera simplement pas sélectionnée.

Pour le développement de I’architecture racinaire (racines plus longues pour une
captation plus en profondeur de I'eau- prospection racinaire)

Le développement racinaire peut-il impacter / monopoliser toute I'énergie nécessaire au
développement des parties aériennes et donc le rendement en grains /parties foliaires ? Est-il
possible d’avoir une résistance a tous les types de stress hydriques ?
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1.3. Faisabilité de I'évaluation lors de l'inscription variétale

o Evaluation du trait :

Service difficile a évaluer. Seule une mise en conditions réelles incluant une diversité de types
de sols, de microorganismes présents, de composition organique, de climat, etc... Pourrait
donner une relative notion des améliorations qu’apporterait ce trait.

o Equilibre codts/bénéfices

Surveillance : Dans le cas ou un organisme vivant est recruté, faut-il créer une surveillance ?
dans ce cas, comment gérer I'équilibre colts/bénéfices ? si 'obtenteur doit faire des contrbles
longs et couteux pour l'inscription variétale, est ce que cela ne risque pas de freiner 'innovation
? Cela ne risque-t-il pas de créer une discrimination négative pour les variétés éditées ?

2. Accumulation de composés secondaires / Les composés organiques
volatils biogéniques (C.0O.V.B.)

Dans I'hypothése d’'une modification des voies métaboliques permise par les techniques
de mutagénése dirigée, il est possible d’'imaginer le développement de traits permettant
'accumulation de composés secondaires (métabolites secondaires), tels que les composés
organiques volatils biogéniques. Avant d’expliquer pourquoi il serait intéressant d’y parvenir, il
faut comprendre ce que sont les métabolites secondaires. Il s’agit de composés
phytochimiques impliqués indirectement dans les processus vitaux de bases de la plante,
contrairement aux métabolites primaires. lls se composent d’alcaloides, de terpénes et de
composés phénoliques. lls ont des fonctions spécifiques en réponse a une adaptation a un
environnement, tels que la protection des plantes contre les ravageurs ou les pathogénes,
dans [lallélopathie (compétition plante / plante), dans les processus de symbiose
plantes/microorganismes (systéme racinaire) ainsi que dans la couleur, 'odeur et le golt des
plantes [567].

Ici, 'exemple choisi est le développement d’'une variété permettant I'émission de
composés organiques volatils biogéniques attractifs (pour les auxiliaires) ou répulsifs pour les
insectes ravageurs. Cet exemple, a été évoqué dans la saisine du CS CTPS (2021) sur
'agroécologie, dans le chapitre relatif a la régulation des bioagresseurs. Il y est évoqué leur
capacité a repousser les insectes, a les controler ou a les attirer. (Saisine du Comité
Scientifigue CTPS — Quelles variétés pour I'agroécologie ? 2021). L’attrait d’un tel caractere,
sur une plante de grande culture, représente un atout évident dans la démarche de réduction
des intrants. Toutefois, il faut aussi s’interroger sur les conséquences du déploiement d’une
telle variété.

2.1.Les services attendus :

- Résistance induite : (ex : mécanismes de stimulation des défenses des plantes),
diminution de Il'utilisation des produits phytosanitaires.

- Activité répulsive : sur les insectes ravageurs.

- Activité attractive : sur les auxiliaires, pour une régulation des ravageurs. L’attraction
d’'insectes auxiliaires est utilisée dans la lutte biologique, comme alternative a
l'utilisation d'intrants. Elle consiste en « ['utilisation d'organismes vivants pour prévenir
ou réduire les dégéts causés par des ravageurs »[57%].
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2.2.Les points de disservices possibles sont :
o Disservice Ecologique/écosystémique :

» Attraction des auxiliaires

- Attraction non ciblée : Cette attraction, au-dela de créer un déséquilibre
écosystémique, peut également favoriser le « recrutement » de ravageurs.

- Déplacement de population : Attraction des populations au niveau parcellaire va-t-il
provoquer une réduction de ce méme organisme autour de la parcelle ? Les parcelles
alentours, dites « conventionnelles » ou « bio », vont-elles subir cet « abandon » de
poste ? Les prédateurs naturels de ces organismes seront-ils a méme de « contréler »
et/ou « gérer » l'afflux de cette population ? peut-il provoquer une augmentation
anormale de ces organismes ?

» Répulsion

- Déplacement de population : Les insectes ravageurs repoussés par ces COmposes
pourraient se « déplacer » et aller vers les parcelles alentours. Risquent-elles de subir
une surpopulation de ravageurs ?

- Répulsion des auxiliaires : Les composés organiques libérés par les plantes ne
risquent-ils pas de repousser certains auxiliaires ?

- Impact indirect : Quel serait 'impact sur les chaines alimentaires s'’il y a une diminution
des « ravageurs ». Cela risque-t-il de provoquer un déséquilibre des écosystémes ?

o Disservice qualitatif :

- -Toxicité : Les composés secondaires peuvent-ils étre toxiques ? dans le Cas des
C.0.V,, les émanations peuvent-elles étre dangereuses pour 'homme et pour les
animaux ? Peut-il y avoir un impact sur les co-produits (raffineries, etc...), induits par
le fractionnement ou la transformation chimique ?

3. Se passer de porte-greffes

Dans I'hypothése d’'une utilisation des techniques de mutagénése dirigée dans la création
variétale, le troisieme choix d’étude se porte sur la création de plantes pérennes modifiées par
la mutation ciblée (ex : vignes, arbres fruitiers, etc...) capables de s'implanter dans les milieux
divers, sans le concours d’un porte-greffe (résistance aux maladies tellurigue notamment). La
technique actuelle se caractérise par le greffage, qui est une technique se basant sur I'union
d’un porte greffe (plante support) avec un greffon (variété d’intérét). Le porte-greffe est la partie
basse d’'un pied de plante pérenne dotée d’'une résistance a un agent pathogéne (ex :
phylloxéra pour la vigne) et adaptée au sol destinataire. Son choix, dicté par la qualité et la
composition du sol, et de la résistance souhaitée, est d'importance aux vues des diverses
caractéristiques qu'’il procure : la vigueur (qui définira la hauteur de la plante adulte) ; sa
rapidité de mise en fruits ; sa tolérance au type de sols (acide, calcaire, sec, humide...) ; la
rusticité ; sa longévité. Le greffon est, quant a lui, choisi pour la qualité variétale. Ainsi,
l'utilisation des NBT pour s’affranchir des portes greffes est une des options pour créer de
nouvelles variétés sans passer par la technique de greffage.

3.1.Les services attendus :

- Eviter les incompatibilités : dans le schéma de sélection actuel, il y a deux choix : le
choix du porte greffe et le choix du greffon qui peuvent étre sujets a de potentiels rejets.
La création de variétés pouvant s’affranchir de porte greffe serait un moyen d’éviter les
incompatibilités.
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- Retour a des techniques de culture traditionnelles sans portes greffes.

- Facilitation du travail du producteur par une économie du travail de greffage
- Limitation des transferts de plants donc baisse du risque phytosanitaire.

- Meilleure compatibilité avec la réglementation de I'agriculture bio ?

3.2. Disservices

o -Disservice économique :

L’assemblage porte greffe/greffon se fait par les pépiniéristes. La création de variétés par les
méthodes NBT pourrait créer une préférence en termes de choix, de la part des agriculteurs,
vis-a-vis de cette nouvelle méthode. Cela pourrait provoquer un délaissement de la méthode
de greffage avec une disparition de ce secteur économique.

La perte du secteur économique lié au greffage induirait inévitablement une perte de
compétence sur cette méthode. Additionné a une modification génétique, serait-il possible de
revenir en arriere ? en terme génétique et méthodologique ?

o -Disservice diversité génétique :

Actuellement, de nombreuses voix se levent contre 'lhomogénéisation génétique a laquelle
font face les producteurs de fruits, due a l'utilisation d’'un petit nombre de porte-greffes
/greffons. L'utilisation d'une méthode NBT pourrait potentiellement accentuer cette
homogénéisation génétique.

3.3. - Faisabilité/colt de I'évaluation de la nouvelle variété :

Actuellement, les variétés des greffons sont évaluées sur des porte-greffes dits « testeurs ».
L’évaluation des nouvelles variétés issues des NBT dépendra du type de sol et des conditions
de culture, engageant des colts supplémentaires par rapport aux méthodes actuelles.

Surveillance du compartiment sauvage

Lors de I'étude de cas de traits développés par les NBTs, il est apparu que la surveillance du
compartiment sauvage était 'une des principales préoccupations en termes de disservices
attendus. En effet, que ce soit I'émission de composés organiques volatils biogéniques
(C.0.V.B), la substitution du greffage par une sélection « NBT » ou le développement de
métabolites secondaires sécrétés, toutes ont la vocation d’apporter une résistance a la plante,
par une activité répulsive ou destructive. Cette activité, pour le compartiment sauvage, peut
potentiellement causer un déséquilibre des écosystémes, par un déplacement des ravageurs
ou par sa disparition. Cela pourrait causer, pour 'un, une probable accumulation des ravageurs
sur les parcelles alentours ou, pour l'autre, un déséquilibre dans la chaine alimentaire.

Méme constat pour le développement d’un trait « attractif », tel que, 'émission de composés
organiques volatils (C.O.V), la sécrétion racinaire ou le développement de métabolites
secondaires, peuvent également favoriser le déséquilibre écosystémique par un possible
déplacement des auxiliaires et/ou symbiotes des milieux alentours en faveur du milieu attractif.
Le développement de composés émis pourrait également causer un brouillage olfactif
potentiellement désorientant pour les espéces volantes, impactant indirectement tous les
écosystémes proches.

La fuite du trait, autre élément de préoccupation, chez les espéces sexuellement compatibles,
qui risquent d’acquérir une résistance/attraction qui peut leur étre favorable ou défavorable,
accentuant davantage le déséquilibre des écosystémes et le potentiel adaptatif des ravageurs
ciblés. Méme interrogation sur un transfert horizontal possible.
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Surveillance du compartiment cultivé

Parmi les surveillances nécessaires, celui du compartiment cultivé est d'importance.
Comme évoqué précédemment, sur les quatre cas d’études proposés, trois avaient pour
vocation une résistance/défense contre leurs bioagresseurs. L'une des principales
préoccupations est 'obsolescence du trait par le contournement des espéces ciblées. Cette
crainte est amplifiée par la potentielle utilisation d’'une méme modification dans de nombreuses
espéces cultivées soumises a un méme bioagresseur. L’hnomogénéisation génétique étant
reconnue unanimement comme un facteur favorisant, voir accélérateur, de I'adaptation des
ravageurs. En effet, il a été observé, chez les plantes génétiquement modifiées produisant des
protéines insecticides de la bactérie Bacillus thuringiensis (Bt), des résistances se développer
au bout de 2 ans, dans les régions ou les zones refuges étaient trop peu nombreuses.
(Abashnik et al, 2013 ; OGM : les insectes deviennent inévitablement résistants (notre-
planete.info). Que faire face a un contournement rapide des espéces ravageuses 7?
L’accélération des cycles de création variétale ne va-t-elle pas favoriser une plasticité
génétique des ravageurs ? faut-il limiter le nombre de variétés possédant ce géne ?

Pour les traits développés dans le but d’attirer les auxiliaires, comme I'émission de composés
organiques volatils (C.O.V), la sécrétion racinaire ou le développement de métabolites
secondaires, I'un des risques est le recrutement de macro- et micro-organismes non ciblés,
comme des ravageurs ou les agents pathogenes. Cela pourrait créer une nouvelle forme de
problématique sanitaire, qui n’était pas, ou peu présente alors. Enfin, 'émission de C.O.V.B.
peut-elle conduire a des émanations toxiques pour ’homme et/ou des animaux ?

Une surveillance peut également étre nécessaire pour la durabilité du trait. En lien avec les
exemples cités ci-dessus, l'adaptation des agents pathogénes et des ravageurs aux
résistances développées peuvent créer une obsolescence rapide du trait. Pour revenir a
I'étude de 2013 de Abashnik et al sur le danger que représentait une homogénéité génétique
sur 'adaptation des ravageurs, elle permet également de mettre en lumiére que la durabilité
efficace de défense des plantes contre les ravageurs peut étre, en partie, obtenue par une
gestion réfléchie des paysages agricoles. En effet, I'étude fait état du développement des
résistances, dans les zones de cultures de mais et coton Bt, sur « des Iépidoptéres et des
coléopteres ciblés par six toxines Bt ». lls ont observé, « comme la théorie de I'évolution le
prévoit, I'apparition d'insectes résistants » a des vitesses bien différentes suivant les «
paysages » aux abords des cultures. En effet, les pays, tels que I'Australie, faisant une
application stricte d’'un quota de zones refuges aux pourtours des champs génétiquement
modifiés par ce gene, n‘observent que 1% de résistance a la protéine tandis qu’aux Etats Unis,
ou les zones refuges sont trop peu nombreuses, la résistance s’éléve a 50% (Abashnik B.E.,
et al, 2013) [197]. En effet, dans le cas d’un géne récessif, ce n’est pas tant la capacité des
insectes a développer des résistances qui serait le probléme, mais I'accentuation de la
probabilité de trouver des congéneres ayant développé cette méme résistance et donc de
produire des descendants résistants.

Cette problématique de durabilité s’entend également pour le cas de la sécrétion racinaire. En
effet, le risque de lessivage des produits sécrétés pourrait rendre caducs les effets favorables
espérés pour la plante cultivée ?

Enfin, la performance de la plante cultivée ne risque-t-elle pas d’étre impactée par la
monopolisation de son énergie a la libération de C.O.V ou de métabolites secondaires ? N’y
aura-t-il des compromis entre efficacité et service agroécologique ?

Surveillance alimentaire

Au-dela d'un simple trait apporté a une variété, sa mise sur le marché nécessite de
s’interroger sur I'utilisation qui en sera fait, lors de sa commercialisation. Leur utilisation pose
la question de leur dislocation/réutilisation en des produits secondaires. Dans le cadre d’'une
économie alternative plus responsable, de plus en plus de produits sont transformés puis
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réutilisés. Quels sont les risques vis-a-vis de ces traits ? Un fractionnement ou une
transformation chimique peut-elle créer des produits secondaires toxiques ? comment assurer
une sécurité alimentaire ? comment gérer des produits réutilisés et sortis de leur fonction «
primaire » ? La production de C.O.V ou de métabolites secondaires peut-elle, a long terme
étre mauvaise pour ’homme, ou les animaux ? Il faut savoir que les aliments issus de NBT qui
présenteraient une composition significativement modifiée du point de vue de la valeur
nutritionnelle, du métabolisme ou de la teneur en substances indésirables, releveront du
reglement sur les nouveaux aliments et de ses exigences spécifiques en matiere d’étiquetage
REGLEMENT (UE) 2015/2283.
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