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CRISPR : Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats 
 
 
 
 
 

Bactéries 
Archées 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

(séquences de bactériophages) 
 
 

Marraffini (2015) Nature 526: 55-61 
 
 
 
 
 
 
 
 

CRISPR est le « carnet de 
vaccination » des bactéries … 
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Nature (2015) 526:55-61 
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CRISPR/Cas9 : un fabuleux outil pour l’ingénierie ciblée des génomes 
 
 
 
 

Science, vol 337 (17 August 2012): 816-821 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Article cité 1214 fois (interrogation du 10 mai 2016) 
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CRISPR : outil de « genome editing » (GE) modification (ingénierie) ciblée du génome 



Réparation (induisant KO ou KI) 9 
 

« Designer nucleases » (ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9) : principes généraux 
 
 
 
 

DNA-binding domain Cleavage domain 
 
 

 

+ 
 
 
 
 

Combinaison de protéines : ZF, TALE 

RNA (sg, single guide sgRNA) : CRISPR Fok I, Cas9 (Streptococcus pyogenes), Cpf1 … 
 
 
 
 
 

Coupure (simple ou double brins) de 
l’ADN à un endroit très précis de la 
séquence (cellules somatiques, ES, iPS, 
embryonnaires / zygote, gamètes …) 

 

Dispositif de guidage 
(reconnaissance d’une 
séquence génomique 

« cible ») 

 

Enzyme (nucléase) 



Indel  KO (mutations « frameshift ») KI 10 
 

 
 

Deux façons de réparer la cassure double-brins (DSB) 
 
 
 

NHEJ HDR 
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« Designer nucleases » : qu’est-ce que ça change ? 
 
 
 

On sait faire des modifications ciblées depuis longtemps chez la souris 
(recombinaison homologue dans les cellules embryonnaires souches = ESC) 

 
 
 

 

 
 
 
 
 

http://www.mousephenotype.org 

http://www.mousephenotype.org/
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Pour les espèces sans « ESC technology », les « designer nucleases » permejent 
de s’affranchir des principales limites des techniques plus anciennes 

 
- Rétrovirus (vecteurs lentiviraux …) 
- Micro-injection pronucléaire – zygote 1 cellule (1980 ) 
- Recombinaison homologue conventionnelle dans des cellules somatiques en culture + SCNT (2000 ) 
- … 

 
• Très faible efficacité (rendement de transformation) ; transformation mono-allélique 

• Nécessité d’une sélection  Laisse des « traces » (gènes de résistance aux antibiotiques …) 

• Coût élevé (250.000 $ pour développer une lignée de bovins GE : Ward et al, 1997, cité par 
Murray et Maga, 2016, Transgenic Res DOI 10.1007/s11248-016-9927-7) 

• Intégration aléatoire des transgènes (localisation, nombre de copies) 

- Faible expression des transgènes 
- Faible reproductibilité 
- Effets pléiotropiques (disruption de gènes aux sites d’intégration des transgènes) 

• SCNT (clonage) nécessaire 

• Risques pour la santé (utilisation de vecteurs viraux) 
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« Tout étudiant en biologie de niveau master qui 
dispose des équipements standards d’un laboratoire 

est à même de manipuler le système Crispr-Cas9 
pour éliminer un gène » (Emmanuelle Charpentier) 

 
 
 

En savoir plus sur http://www.lesechos.fr/week-end/business-story/enquetes/021837069995-crispr-la-decouverte-qui-met-la- 
genetique-en-ebullition-1214210.php?FAbTKJdavXoZBKJF.99# 

http://www.lesechos.fr/week-


 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Analysis postpartum : 

 

Modification ? 
Mosaicism ? 

Approches expérimentales : 1) chez les mammifères 
 
 
 
 

Modification(s) ciblée(s) : B  

A. de cellules somatiques en culture, suivie(s) de SCNT 
B. de zygotes (œuf fécondé, 1 cellule) 

 
 
 
 
 
 

  A  

(Schnieke, 2015: ILAR Roundtable) 14 



 

Approches expérimentales : 2) dans les espèces aviaires 
 

 

Modifications ciblées des PGC = Primordial Germ Cells 
 
 

 

Les PGC (précurseurs des gamètes) migrent, via la circulation sanguine, du croissant 
germinal jusqu’aux crêtes génitales et colonisent les gonades en formation (relatively 
high germline transmission efficiency when introduced into the bloodstream of recipient embryos). 

 

Tyack et al (2013) Transgenic Res 22: 1257-1264
 15 

Doran et al (2016) Transgenic Res DOI 10.1007/s11248-016-9926-8 



 

Dans les espèces aviaires (poulet) : modifications ciblées par transfection directe in vivo 
des PGC (primordial germ cells) 

 

 

Tyack et al (2013) Transgenic Res 22: 1257-1264 
Doran et al (2016) Transgenic Res DOI 10.1007/s11248-016-9926-8  16 
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Création de modèles animaux de pathologies humaines 
 

Productions d’animaux modifiés pour produire des « services bio-
 médicaux » (organes pour xénogreffes, production de 
protéines recombinantes dans la glande mammaire) 

 

• … 
18 

Les champs d’application sont très nombreux 
 

 

• Recherche fondamentale 

 
 

• Applications biomédicales : thérapies humaines (maladies génétiques et 
infectieuses, lutte contre les agents pathogènes en modifiant leur 
génome) ; possibilité de modifier la lignée germinale humaine … 

 
• Ingénierie écologique (e.g. gene drive / mutagenic chain reaction) 

 
 
 
 
 

 

 

 

• Applications « agronomiques » (produire plus, mieux, avec moins …) 
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Applications « agronomiques » : objectifs généraux 
 
 

1. Améliorer l’efficience des élevages, tout en protégeant (préservant, 
respectant) l’environnement (produire plus et mieux, avec moins) 

 
 

2. Améliorer la santé et le bien être des animaux 
 
 

3. Améliorer la nutrition et la santé de l’Homme, la sécurité alimentaire 
 
 
 
 
 

Cas publiés : ZFN et TALEN principalement, pour l’instant … 
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Applications « agronomiques » : objectifs généraux 
 
 

1. Améliorer l’efficience des élevages, tout en protégeant (préservant, 
respectant) l’environnement (produire plus et mieux, avec moins) 
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Taureaux de race BBB (type « viandeux ») - Thèse Arnaud Sartelet, Liège, 2013 
 
 
 
 

Des mutations naturelles du gène MSTN sont connues chez les bovins depuis ≈ 20 ans 
 

 

Une stratégie «gène candidat positionnel» a permis de déterminer que le caractère culard 
est dû à une mutation dans le gène de la myostatine (GDF-8), membre de la superfamille des TGF 
(ce gène est un facteur de régulation de la multiplication cellulaire dans les premiers stades 
de développement de l ’embryon). BTA2 

Grobet et al., 1997, Nat. Genet. 17, 71-4 
 
 

Identification de 5 mutations induisant des pertes de fonction dans 8 races européennes 
Les animaux culards sont homozygotes pour une mutation ou hétérozygotes composites 

Grobet et al., 1998, Mamm. Genome 9, 210-3 
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KO du gène MSTN chez le mouton 

 
• CRISPR/Cas9 

• Microinjection de sgRNA (ciblant l’exon 1 du gène) et Cas9 mRNA dans le cytoplasme de 216 
zygotes 

• 20 embryons séquencés (Sanger)  10 mutants hétérozygotes et mosaïques 

• 53 embryons transplantés dans 29 receveuses, 19 gestantes, 22 agneaux nés 

• 10 agneaux avec des mutations indel, dont 5 homozygotes out-of-frame, hypermusclés 

• 1 seul site muté « off-target » chez les deux animaux séquencés 
 
 

 

Crispo et al (2015) PLoS One 0136690 (Uruguay + France) 
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Applications « agronomiques » : objectifs généraux 
 
 

1. Améliorer l’efficience des élevages, tout en protégeant (préservant, 
respectant) l’environnement (produire plus et mieux, avec moins) 

 
 

2. Améliorer la santé et le bien être des animaux (1) 
 
 

3. Améliorer la nutrition et la santé de l’Homme, la sécurité alimentaire 
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Les mammites constituent la pathologie n°1 
des élevages laitiers en France. Elles touchent 
plus de 40 % des vaches en production et 
coûtent de l'ordre de 30 € par 1000 litres de 
lait (230 € / vache / an). La luje contre ces 
infections constitue donc un enjeu technico- 
économique majeur pour les éleveurs. 
http://idele.fr/rss/publication/idelesolr/recommends/mammites-cliniques-en-elevage-bovin-lait-deux- 
eleveurs-temoignent.html 

http://idele.fr/rss/publication/idelesolr/recommends/mammites-


 

          Intégration (KI) d’un transgène codant une protéine humaine ayant des 
propriétés antimicrobiennes (lysozyme et/ou lactoferrine) 

 

• Transfection de fibroblastes fœtaux (ZFN) (targeting vector pCSN2-hLYZ-Neo-GFP + ZFN-encoding plasmid) 

• Intégration du transgène au locus de la -caséine (CSN2 - intron 2) 

• KI pour 1% des fibroblastes  SCNT 

• 5 veaux transgéniques (femelles) 

• Pas de différence de production laitière par rapport aux témoins 

• Le lait des vaches transgéniques inhibe S. aureus; E. coli … 

• Pas d’infection mammaire suite à une infection expérimentale 
 

 

Liu et al (2014) Proc Biol Sci 281(1780):rspb.2013.3368 (Chine) 25
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« … The transgene product would be consumed in the milk, but 
because hLZ is naturally present in saliva, it is thus eaten daily 
by everyone. Lysozyme from hen egg whites is extensively used 
in the food industry to prevent spoilage and has a « generally 
recognized as safe » (GRAS) status … » 

 
Murray & Maga (2016) PNAS 113(13):3410-3413 

 

(University of California, Davis) 
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Travaux antérieurs sur le même thème (dès 2002) 
 
 
 
 

Effets positifs de la consommation de lait produit par les animaux transgéniques 
(h-lysozyme ou h-lactoferrine) dans des modèles expérimentaux (rats, porcs …) : 

 
• Réduction de l’inflammation intestinale (augmentation de la sécrétion de cytokine anti- 

inflammatoires) 

• effets favorables sur la flore intestinale et promotion de la croissance 

• Réduction de l’abondance de bactéries associées à des pathologies intestinales (Salmonella ssp., E. 
coli, streptocoques, campylobacter) 

• Augmentation de bactéries associées à la santé de l’intestin (bifidobactéries, lactobacilles), 

• Récupération plus rapide suite à une diarrhée EC entérotoxigénique … (revue par Cooper et al, 2015) 
 
 
 

Cooper et al (2015) Transgenic Res (2015) 24:605–614 
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Applications « agronomiques » : objectifs généraux 
 
 

1. Améliorer l’efficience des élevages, tout en protégeant (préservant, 
respectant) l’environnement (produire plus et mieux, avec moins) 

 
 

2. Améliorer la santé et le bien être des animaux (2) 
 
 

3. Améliorer la nutrition et la santé de l’Homme, la sécurité alimentaire 



 

Ecornage des bovins : 

• Pratiqué pour protéger les animaux et les éleveurs (accessoirement les 
vétérinaires …) 

• On écorne chaque année des millions de veaux (>10 millions rien qu’aux USA) 

• Pratique dénoncée par les associations de protection animale et très mal 
considérée par les citoyens 

 
 
 

 
 
 

 

• The wild ancestors of modern cajle used their horns for defense, but on a 21st 

century farm, fewcajle ever see a predator (Caroll et al, 2016)  29 
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Des mutations naturelles « sans corne » sont connues de longue date, et ont été 
récemment localisées et caractérisées (BTA1) 

Medugorac et (2012) PLoS One 7(6): e39477 
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La sélection « classique » est une option pour augmenter la fréquence des animaux 
naissant sans corne 

 

 

 
Mais : 

-  Le niveau génétique des individus porteurs reste bien plus faible en moyenne  répercussions 
économiques 

- Ca peut prendre beaucoup de temps : >20 ans pour avoir 50% d’animaux sans corne en Holstein 
http://www.progressivedairy.com/topics/a-i-breeding/half-of-holstein-heifer-calves-could-be-polled-by-2034 

http://www.progressivedairy.com/topics/a-
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Solution beaucoup plus efficace : la modification ciblée des génomes ! 
 

Carlson et al (2016) Nature Biotechnol 34(5): 479-481 (mai 2016) 
 
 
 
 
 

          Introgression « non-méiotique » d’allèles intéressants 

• Introduction de l’allèle « sans corne » d’origine celtique (Pc, origine Angus : duplication de 212 
pb qui remplace une délétion de 10 pb) dans des fibroblastes d’un animal cornu 

• TALEN (HDR-mediated), plasmide HDR-template (1594 bp fragment incluant Pc) ou mRNA 
(mRNA préférable car évite l’intégration des plasmides d’expression) 

• TALEN configuré pour cliver l’allèle « horned » (cornu) mais pas l’allèle Pc 

• 5 colonies cellulaires / 226 avec l’introgression (soit 2%), dont 3/5 homozygotes (confirmation 
par séquençage) 

• Ces travaux (présentés avec de nombreux autres dans la publication) n’ont pas été au delà du 
stade cellulaire 

 

 

Tan et al (2013) PNAS 110:16526-31 (USA - Minnesota) 
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Résultats complémentaires dans Carlsson et al (2016) Nature Biotechnol 34(5): 479-481 (mai 2016) 
 
 

• 5 veaux vivants nés (suite à SCNT) 

• 2 veaux homozygotes ont actuellement 10 mois (Spotigy & Bury, cf photo) 

• Vérification de l’absence d’introgression off-target par séquençage 
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Applications « agronomiques » : objectifs généraux 
 
 

1. Améliorer l’efficience des élevages, tout en protégeant (préservant, 
respectant) l’environnement (produire plus et mieux, avec moins) 

 
 

2. Améliorer la santé et le bien être des animaux (3) 
 
 

3. Améliorer la nutrition et la santé de l’Homme, la sécurité alimentaire 
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Sélection du sexe avant éclosion pour la production de poules pondeuses (projet) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(équipe de Tim Doran, Australie) 36 
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Applications « agronomiques » : objectifs généraux 
 
 

1. Améliorer l’efficience des élevages, tout en protégeant (préservant, 
respectant) l’environnement (produire plus et mieux, avec moins) 

 
 

2. Améliorer la santé et le bien être des animaux 
 
 

3. Améliorer la nutrition et la santé de l’Homme, la sécurité alimentaire 
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Allergies d’origine alimentaire : problème de santé publique majeur 
 
 

 

Allergènes retrouvés chez l’enfant (Loscheider et Martens, 2010) : 

- Blanc d’oeuf : 34% 
- Lait de vache : 8% (1ère position avant 1 an) 
- … 

 
 
 
 

 



 

Modification de la composition protéique de l’œuf par ingénierie ciblée du génome 
 
 

 

1ère application (« designer nuclease ») : publication en 2014 
 

• Modification de PGC en culture 

• Technologie TALEN 

• KO du gène OV (ovalbumine : 54% des protéines du blanc d’œuf ; allergénique) : séquence cible 
exon 2 du gène 

• Délétions de 6-29 nucléotides (33,3% des PGC mutées) 
• Transplantation des PGC mutées dans des embryons receveurs pour générer des individus G0 

avec des lignées germinales chimériques (N=2) 
• Production de descendants G1 mutés (8%) à partir de ces individus G0 chimériques (accouplés 

avec des individus normaux  mutation mono-allélique chez les descendants G1) 
• Aucune anomalie constatée chez les descendants mutés 
• Aucune mutation off-target détectée (séquençage) 

 

Park et al (2014) PNAS vol 111, n°35 (September 2): 12716-12721 (Corée du Sud) 
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≈ idem en 2016 
 

• Technologie CRISPR/Cas9 (1ère fois dans une espèce aviaire) 
• 2 gènes mutés (OVA = ovalbumin & OVM = ovomucoid  protéines allergéniques) 
• Efficacité de transformation supérieure (>90% ; combinaison avec une sélection antibiotique) 
• Proportion supérieure de descendants G1 mutés (50%) 
• Production de mutants OVM homozygotes (G2 = G1 x G1)) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DOI:10.1038/srep23980 
 
 

(Japon) 
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Autres applications (« pets ») 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
http://www.nature.com/news/china-s-bold-push-into-genetically-customized-animals-1.18826 

 

Mutations MSTN chez le chien (Beagle) 
 

 
Control GE 

 

 

Zou et al (2015) Journal of Molecular Cell Biology (2015), 7(6), 580–583 

$ 1.600 (!) 

http://www.nature.com/news/china-
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Limites techniques 
Jo et al. (2015) Biochimica et Biophysica Acta 

 
 
 

• Spécificité (réduction des « off-target ») 

• Efficacité catalytique 

• Stabilité et longévité du complexe ARN-Cas9 

• Efficacité des méthodes permettant de délivrer Cas9 et sgRNA dans les 
cellules ou embryons (delivery) 

Transfection avec des plasmides, mRNA, transduction virale (AAV, LTV), systèmes 
physiques (nanoparticules) … 

• Cytotoxicité, dommage aux cellules 

• Inocuité globale (safety) 
 
 
 

 

« The recent flurry of progress and excitement around genome 
editing marks only the beginning » 

Edito « Genome editing: the end of the beginning » 
Doudna & Gersbach, 2015, Genome Biol 16 
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> 400 chercheurs ! 



 

 
 

Nature, vol 529, 28 January 2016, 490-496 
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Risques de la « biologie de garage » 
 
 
 
 
 

Nature, vol 524, 27 August 2015, p398 
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Questions d’ordre éthique (au sens large) 
 

 

• Edition de la lignée germinale chez l’Homme 

 
• Responsabilité vis à vis de l’environnement / de la biodiversité 

(modification d’espèces invasives, d’insectes vecteurs de maladies) ; 
question moins sensible pour les animaux que pour les végétaux (?) 

 
• Modifications de génomes animaux (végétaux, microbiens) : a-t-on le droit 

de se substituer à la nature pour créer de « nouveaux » organismes 
vivants ? 
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Questions d’ordre réglementaire / légal 

 
• Propriété intellectuelle (guerre des brevets …) 

 
 

Aspect réglementaires 

• KO (NHEJ) : Absence de trace détectables 

- GE mime la variation naturelle 
- donc GE ≠ transgenèse 

• Les règles appliquées aux OGM ne s’appliquent plus ? 
 

• Point de vue exprimé par certains scientifiques : 
 

- GE avec délétion (KO, NHEJ) = pas de régulation 
- GE avec insertion/remplacement (KI, HDR) = cas par cas 

 
 

 Discussions en cours dans les différentes Académies … 
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Un certain lobbying est en cours … 
 
 
 

 
 

(27 janvier 2016) 
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Caroll et al (2016) Nature Biotechnol 34(5): 477-479  leKer to the Editor 
 

 
• On sélectionne les populations d’élevage depuis des siècles 

• Cela a produit des résultats spectaculaires et utiles, mais la sélection classique 
n’en présente pas moins de nombreux défauts (processus lent, co-sélection de 
gènes indésirables …) 

 

 les techniques de modification ciblée (GE) n’ont pas tous ces défauts. 
 

• La consommation d’ADN ne présente pas de risque. GE peut être utilisé pour 
produire des mutations analogues aux mutations qui apparaissent 
naturellement. Il n’y a donc aucune raison scientifique ou logique à obliger les 
« produits GE » à subir une évaluation longue et coûteuse. 

 

• Cette technologie a été développée essentiellement avec des fonds publics. Le 
public devrait pouvoir bénéficier des bienfaits liés à une utilisation raisonnable et 
intelligente de ces « produits GE ». 
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Avis du 13 avril 2016, USDA 

 
Un champignon modifié par CRISPR (inactivation d’un gène = polyphenol oxidase, 
pour éviter le brunissement) n’est pas concerné par la réglementation sur les OGM. 

 

Arguments sur lesquels se fonde cette décision : 
 

- KO d’un gène (délétions de 1-14 pb), mais aucune introduction d’ADN étranger 
- Les plasmides intégrés (gRNA et Cas9) ont été exprimés de façon transitoire 
- Pas de système de sélection (gène de résistance aux antibiotiques) 

 
 

https://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg_loi/15-321-01_air_response_signed.pdf 

http://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg_loi/15-
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Questions d’ordre « social » / « sociétal » 

 
Par exemple pour les applications agricoles : 

• Technologie utile (nécessaire ?) pour nourrir le monde ? 

• Acceptation par le consommateur ? 

• Afflux de variétés GM ? (explosion de l’offre …) 
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2013, 91(3): 113-117 
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It is agronomically, ecologically, nutritionally and economically risky and unsustainable to rely almost exclusively 
on a handful of major crops to provide food for the world’s population … 

 
The application of traditional plant breeding methods to minor crops oÇen offers more efficient and 
economically ajractive solutions, frequently well adapted to local agricultural conditions  … 

 

As international aid organizations have learned, « low-tech » solutions are oÇen much more effective and less 
failure-prone. However, they are also less profitable for large international corporations … 

 

 

Technology implementation alone is not sufficient to address 
such complex questions as food security 



 

 
 
 
 

« Pourquoi faire simple quand on peut faire compliqué » 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 
 

 

Merci pour votre ajention ! 
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ANNEXES 



 

Ingénierie écologique : « gene drive » 
 
 
 

Mutagenic chain reaction Gantz & Bier, 2015, Science 348 (6233):442-444 
 

 
A : on apporte à la cellule une construction (plasmide) contenant i) le gene Cas9 (exprimé dans les cellules somatiques et germinales), ii) un ARN guide, et iii) des 
séquences (HA1 et HA2) qui sont homologues aux séquences cibles de part et d’autre de la cassure 

 

B et C : Cas9 coupe l’ADN cible, et la cassette Cas9-gRNA est insérée par le mécanismes de HDR (Homology-Directed Repair) 
 

D : Cas9 et gRNA peuvent être exprimés à partir de l’allèle modifié, et Cas9 va cliver l’autre allèle 

E et F : la réparation du second allèle clivé se fait aussi par HDR
 59 



 

Hérédité « super-mendélienne » d’un transgène (gene drive) 
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Nature Biotechnology 34(1):78-83 (Janvier  2016) 
 

 

 

Malaria : 500.000 mots / an 61 
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Nature Reviews Genetics 17:146-159 (March 2016) 

 
Applications : 

 

• Eliminer les maladies à transmission vectorielle 
• Eliminer des espèces invasives 
• Résoudre des problèmes de résistance génétique (insecticides, herbicides) 
• … 
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GE chez les animaux d’élevage : améliorer la santé humaine 
 

152 | NATURE | VOL 527 | 12 NOVEMBER 2015 
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GE chez les animaux d’élevage : améliorer la santé humaine 
 
 
 
 

 

 

 

Yang et al (2015) Science 350 (6264):1101-1104 


