Les marqueurs de résistance aux
antibiotiqgues dans les plantes
génetiguement modifiées
e Quels sont-ils et dans quel but sont-ils utilisés ?

e Cadrejuridique en vigueur pour |'évaluation de la sécurité des
cultures génétiquement modifiées

e Evaluation desrisques entrainés par des génes de résistance aux
antibiotiques dans les cultures génétiquement modifiées

L'utilisation de génes marqueurs de larésistance a
certains antibiotiques, au cours du dével oppement
de cultures génétiquement modifiées, a suscité de
vives inquiétudes auprés du public. Ce document
examine la nature de ces génes marqueurs et leurs
différents usages, la réglementation de la sécurité
des cultures génétiquement modifiées et les
alternatives possibles a I'utilisation de ces
marqueurs.

L'objectif principal de ce document est de
fournir des informations mesurées et de faire
avancer le débat public. Des scientifiques, des
industriels, des organisations gouverne-
mentales et d'intérét public européens ont
travaillé ensemble a I'élaboration de ce
document. Celui-ci a un but informatif et ne se
veut donc pas |'écho des opinions ou de la
politique de la Fédération Européenne de
Biotechnologie ou de tout autre organisme.

Introduction

L'association de génes de résistance aux
antibiotiques a des antibiotiques constitue un outil
important pour le génie génétique en général, et
pour la biotechnologie végétale, en particulier.
Une tache-clé du génie génétiqgue est
I'identification et la sélection de cellules dans
lesquelles un nouveau géne a été introduit. Les
genes de résistance aux antibiotiques peuvent
inactiver, de fagon sélective, certains
antibiotiques et protéger ainsi les cellules contre
ces antibiotiques. Un géne de résistance aux
antibiotiques peut ainsi étre utilisé afin de
marquer un gene présentant un trait ou un
caractére dintérét. En pratique, le gene de
résistance a l'antibiotique est lié a un géne
présentant le caractére d'intérét avant son
introduction dans les cellules destinataires, qui
peuvent provenir d'une bactérie, d'unelevure, d'un
végétal et d'un animal. Ces cellules sont ensuite
incubées en présence de I'antibiotique. Les seules
cellules qui se multiplient dans ces conditions
sont celles qui ont incorporé le géne de résistance
a l'antibiotique en méme temps que le caractére
dintérét.

L'identification de cellules «transgéniques» serait
extrémement difficile, voire impossible, si ce
processus de sélection n'était pas mis en cauvre
puisqu'une toute petite fraction seulement de la
population cellulaire incorpore les génes
introduits (une cellule parmi plusieurs milliers).
Un processus de sélection est une nécessité dans
le domaine du génie génétique ; et c'est la raison
pour laquelle les génes de résistance aux
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De récentes autorisations délivrées pour la
commercialisation de cultures génétiquement
modifiées contenant des marqueurs de résistance
aux antibiotiques ont suscité des inquiétudes en
Europe ; ces inquiétudes portent sur le risque de
propagation de génes de résistance aux
antibiotiques a des micro-organismes qui n'étaient
pas susceptibles jusqu'alors et qui deviendraient,
de cefait, résistants aux antibiotiques utilisés. Ces
craintes gagnent du terrain dans I'opinion et sont
réguliérement mises en avant dans les médias. Par
conséquent, les gouvernements de I'Union
européenne ont recommandé le retrait progressif
des cultures génétiquement modifiées contenant
des marqueurs de résistance aux antibiotiques.
Cette décision allait al'encontre des avis émis par
plusieurs comités scientifiques nationaux et
européens.

Quels sont-ils et pourquoi sont-ils utilisés ?

Antibiotiques et résistance aux antibiotiques
dansla nature

Les bactéries sont des microbes omniprésents
dans I'environnement, dans la flore et la faune.
Nous sommes exposés en permanence a ces
bactéries, en ingérant des aliments par exemple.
Les microbes qui occupent le méme habitat se
disputent la nourriture ; pour leur propre survie,
certains ont, au cours de leur évolution, produit
naturellement des antibiotiques afin d'éiminer
leurs concurrents. Les antibiotiques inhibent la
croissance d'une cellule en bloquant certains de
ses processus essentiels a son métabolisme. Les
souches bactériennes qui produisent un
antibiotique donné doivent donc porter une
résistance qui permet dinactiver I'antibiotique
correspondant tout en empéchant que cette
propriété entraine leur propre destruction. Dans la
course a I'évolution entre les microbes, la
production de nouveaux antibiotiques est, en
général, contrée par le développement de
mécanismes de résistance alafois par I'organisme
producteur et par l'organisme cible. Dans la
nature, il existe une grande variété d'antibiotiques
et de genes correspondant a ces antibiotiques.
Cependant, plutdt que de développer leur propre
résistance, les bactéries visées acquerront en
général des genes de résistance aux antibiotiques
qui sont déja présents dans e pool de bactéries qui
les entourent. Ce phénomeéne est facilité par lefait
gue les bactéries échangent sans probleme du
matériel génétique entre elles. La présence d'un
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antibiotique confére un avantage a une bactérie
résistante et, dans ces conditions, le
développement et la propagation de la résistance
vont saccélérant.

La découverte de I'action des antibiotiques contre
des agents provoquant des maladies au début du
20" siecle a eu une influence profonde sur la
médecine. Cependant, leur utilisation n'a pas été
suffisamment  limitée.  L'utilisation  des
antibiotiques par I'hnomme a entrainé une
consommation telle a travers le monde qu'elle a
favorisé la propagation de microbes résistants.
L'utilisation accrue dantibiotiques par la
médecine clinique et animale est la cause
principale de la résistance grandissante des
bactéries a ceux-ci. De plus, |'usage extensif des
antibiotiques comme additifs dans I'alimentation
animale a provoqué une sélection de bactéries
résistantes chez les animaux sains. Les
antibiotiques sont également largement pul vérisés
sur les plants de cultures, dans les vergers, les
vignes etc. afin de lutter contre des agents
pathogenes.

De nos jours, larésistance aux antibiotiques est si
courante que certains des antibiotiques de
premiére génération ne sont plus efficaces. La
résistance a de nombreux antibiotiques des
souches pathogenes de Staphylococcus et
Mycobacterium tuberculosis, en particulier dans
les hopitaux, suscite de vives inquiétudes au sein
de la communauté médicale. Des craintes portant
sur |'utilisation des marqueurs de résistance aux
antibiotiques dans le cadre de la gestion des
antibiotiques en général ont été exprimées,
comme par exemple dans cette citation provenant
du site Internet belge sur la biosécurité : «Un tel
scénario déforme la vision générale des
utilisations & mauvais escient en attirant
|'attention sur un trés petit aspect de I'ensemble
de la problématigue de la gestion des
antibiotiques. De plus, ce type de scénario a la
mode constitue, a terme, un danger pour la prise
en charge de la Santé Publique, car il met en
avant |'arbre cachant la forét, au sein deI'opinion
tout au moins. D'un autre coté, il est plutdt plus
facile politiquement et techniquement d'interdire
|'utilisation de ces marqueurs de résistance aux
antibiotiques dans les plantes transgéniques en
Ssappuyant sur le principe de précaution que de
réglementer le marché alimentaire et de contrdler
ses pratiques agricoles en  amont».
(http://biosafety.ihe.be/ ARGMO/GMO_
Plants.html)

Les marqueurs de résistance aux antibiotiques
comme outils dans la biotechnologie végétale
Depuis le milieu des années 80, les méthodes de
la biotechnologie moderne ont été développées
afin daméliorer les cultures agricoles grace a
I'introduction de matériel génétique qui apporte
d'intéressantes caractéristiques.

Deux types de genes marqueurs de résistance aux
antibiotiques sont utilisés dans les plantes
transgéniques :

1 les génes véhiculés par des promoteurs
bactériens. Ces génes ont été utilisés au cours
des premiéeres étapes de I'assemblage des
fragments d'/ADN destinés a étre transférés
dans les cellules végétales. L'utilisation de ces
genes servait a trier, avant amplification, les
fragments dADN chimére dans les bactéries
destinataires. Le géne conférant une résistance
al'ampicilline appartient a cette catégorie. Les
plantes génétiquement modifiées contenant
ces genes appartiennent a la toute premiére
génération technologique ; les technologies

actuelles ne permettent que le retrait de ces
génes avant d'entamer le processus de
transformation de la plante.

2 les génes permettant la sélection de cellules
végétales qui ont intégré le fragment d'ADN
présentant le trait ou la caractéristique
d'intérét. L'insertion d'un géne dans une
cellule végétae par transformation est un
processus trés peu efficace puisque seules
quelques milliers de cellules parmi plusieurs
millions intégrent le géne souhaité. Le
transfert a la fois d'un gene marqueur de
résistance aux antibiotiques et du gene
présentant le caractere d'intérét permet a ce
trés petit nombre de cellules d'étre
sélectionnées puisque seules les cellules qui
ont intégré les deux genes survivront et se
multiplieront en présence de I'antibiotique mis
dans le milieu de croissance. Une plante
génétiquement modifiée se développe a partir
de ces cellules modifiées et le marqueur n'est
alors plus nécessaire.

En général, il faut plus de dix ans pour dével opper
une plante génétiquement modifiée présentant un
nouveau trait. Les divers aspects de la sécurité
sont examinés a chaque étape du développement
de la plante. Cela commence par la sélection de
protéines et de genes appropriés ainsérer dans les
plantes. Viennent ensuite des expériences
destinées a évaluer les impacts possibles sur la
santé humaine suite & la consommation d'une
culture génétiqguement modifiée, et enfin des
essais de culture dans les champs de la plante
génétiquement modifiée sur plusieurs années afin
d'évaluer les impacts potentiels sur la sécurité de
|'environnement.

Les marqueurs de résistance aux antibiotiques
utilisés pour le développement de cultures
génétiquement modifiées ont été sélectionnés par
des scientifiques qui ont pris en compte différents
critéres de sécurité. Entre autres, ces marqueurs
doivent donc étre présents de fagon fréquente
dans les populations microbiennes naturelles (la
plupart dentre eux ont été isolés & partir de
bactéries courantes dans I'intestin de I'nomme) et
ils doivent conférer une résistance a un nombre
restreint d'antibiotiques spécifiques dont les
applications en médecine humaine et animale sont
limitées.

Le marqueur de résistance aux antibiotiques le
plus largement utilisé pour la sélection de cellules
végétales transformées est le géne nptll, encore
appelé aph(3')-11. Ce gene confére une résistance
aux antibiotiques suivants : la néomycine et la
kanamycine. Il est présent dans 10 des 14 cultures
génétiquement modifiées contenant des genes
marqueurs de résistance aux antibiotiques et
soumises a la mise sur le marché dans I'Union
européenne. |l a été, par exemple, utilisé pour
développer une tomate a maturation retardée, du
mai's insecticide résistant aux herbicides ainsi que
des variétés de coton. Le choix d'utiliser ce géne
marqueur de résistance aux antibiotiques a été
favorisé par le fait que, d'une part, la néomycine
et la kanamycine sont deux antibiotiques sans
grande importance dans le traitement médical et
que, dautre part, en moyenne 20 a 40% des
bactéries présentes naturellement dans le tractus
digestif de I'nomme et de I'animal sont déja
résistantes a la kanamycine. Les bactéries
résistant a la néomycine et a la kanamycine sont
omniprésentes dans la nature ; leur prévalence
dépend de la source de bactériesisolées, le taux le
plus élevé se trouvant dans l'engrais pour
cochons.

Lecadrejuridique et les décisions
réglementaires aux Etats-Unis et dans
['Union européenne

Avant de commercialiser une culture
génétiquement modifiée sur le marché de I'Union
européenne, plusieurs autorisations doivent étre
obtenues aux niveaux national et européen. Les
deux lois les plus importantes concernant la
commercialisation de ces cultures sont la
directive 90/220/CEE sur la dissémination et la
mise sur le marché des OGM et le reéglement
258/97 sur les Nouveaux Aliments et Ingrédients
Alimentaires. Les principal es étapes avant la prise
de décision dans ces deux types de lois sont tres
similaires. Le schéma 1 vise a expliquer le
processus de décision pour les cultures
génétiquement modifiées avant I'adoption de la
directive 90/220/CEE.

Le débat sur la sécurité des marqueurs de
résistance aux antibiotiques en Europe a
commencé en 1996, lorsque le mais CG176 de la
firme Novartis contenant un géne de résistance a
I'ampicilline était en cours d'autorisation. Le
Comité Consultatif Britannique sur les Nouveaux
Aliments et les Nouveaux Procédés (UK Advisory
Committee on Novel Foods and Processes ou
ACNFP) a joué un rdle magjeur en soutenant des
arguments allant a I'encontre de l'autorisation de
ce produit. En effet, le géne, lorsqu'il est exprimé
dans la bactérie, confére une résistance a
I'ampicilline, antibiotique important sur le plan
clinique. Etant donné les inquiétudes exprimées
au Royaume-Uni, la proposition de la
Commission visant & commercialiser ce produit
n'‘a obtenu de majorité qualifiée ni au niveau des
Etats membres ni au niveau du Conseil des
ministres de I'Environnement. Comme les Etats
membres n'ont pas réussi a prendre de décision, la
Commission aautorisélamise sur le marché de ce
produit aprés des examens supplémentaires
effectués par trois comités scientifiques de la
Commission. Les trois comités ont, chacun,
conclu que la mise sur le marché de ce produit
n'‘entrainait aucun probléme majeur sur les plans
de Il'alimentation, de la nourriture ou de
I'environnement. Le gouvernement francais a
autorisé la culture de ce produit, a condition que
|'augmentation de sa résistance aux insectes et le
transfert potentiel du géne de résistance a
|'ampicilline aux micro-organismes soient
surveillés. Les tentatives de surveillance ont
échoué jusqu'a présent puisque jusgu'a plus de
10% des bactéries présentes dans I'environnement
sont résistantes a l'ampicilline et il est impossible
de faire la différence entre un géne qui pourrait
étre transféré du mais génétiqguement modifié a
une bactérie environnementale et le gene qui est
déja largement présent dans la population
bactérienne. Comme les cultures génétiquement
modifiées sont peu acceptées sur le marché, 500
hectares de mai's génétiquement modifié, tout au
plus, ont été cultivés en France.

Des décisions réglementaires reposant sur la
directive 90/220/CEE amenée a étre remplacée
par ladirective 2001/18/CEE en octobre 2002 ont
autorisé lamise sur le marché de cultures de mai's
génétiqguement modifié qui contiennent le
marqueur de résistance aux antibiotiques ntpll.
Quatre autres propositions récentes contenant
auss le gene ntpll n'ont pas obtenu le soutien
nécessaire de la majorité qualifiée et depuis lors
trois demandes ont été suspendues. Les Etats
membres et la Commission doivent veiller a
ceci : les OGM contenant des géenes exprimant
une résistance aux antibiotiques utilisés dans le
traitement médical et vétérinaire doivent fare
|'objet d'une attention particuliére au cours des
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Figure 1 : le demandeur constitue un dossier technique contenant toutes les informations nécessaires|
al'évauation de la sécurité de la culture génétiquement modifiée. Le dossier technique est soumis
pour évaluation a I"™ autorité compétente " - une agence gouvernementale avec expertise dans|
I'évaluation des risques - d'un Etat membre, qui est, par définition, le " rapporteur ". Le rapporteur
soumet une proposition afin de commercialiser ou non le produit. Sa proposition repose sur un
examen détaillé du dossier technique. La proposition du rapporteur est, par la suite, envoyée a lal
Commission européenne, qui I'envoie atousles Etats membres. Si un Etat membre émet une objection
alaproposition de commercialisation, la Commission doit écrire une nouvelle proposition prenant en
compte la proposition du rapporteur, la ou les objection(s) et un examen de la sécurité effectué par le|
Comité scientifique des plantes, comité consultatif de la Commission européenne. La proposition de|
la Commission fait ensuite I'objet d'un vote par les Etats membres. Si une "majorité qualifiée" d'Etats|
membres soutient la proposition de la Commission, le produit sera autorisé. Si ce n'est pas le cas, |al
décision revient au Conseil des ministres de I'Environnement. Le Conseil peut rejeter unanimement
la proposition de la Commission ou |'approuver par une majorité qualifiée. Si un Etat membre au
moins soutient la proposition de la Commission mais aucune magjorité qualifiée n'est obtenue, la
décision revient de nouveau ala Commission européenne.
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évaluations de risgue, dansle but d'identifier et de
retirer progressivement les marqueurs de
résistance aux antibiotiques dans les OGM qui
peuvent avoir des effets néfastes sur la santé
humaine et sur l'environnement. Les genes
marqueurs revétant une importance sur le plan
clinique seront retirés progressivement avant
2005, date-butoir.

Evaluation de la sécurité de la résistance
aux antibiotiques dansles cultures
génétiquement modifiées

L'évaluation de la sécurité des cultures contenant
des marqueurs de résistance aux antibiotiques a
été examinée de maniére approfondie par des
experts appartenant a des organismes
scientifiques reconnus au niveau international et a
des comités scientifiques européens ainsi que par
des experts gouvernementaux canadiens,
japonais, suisses, et américains entre autres. Les
experts ont évalué la sécurité des cultures
contenant le gene marqueur nptll qui confére ala
kanamycine et la néomycine, le géne aad qui
confére une résistance a la streptomycine et a la
spectinomycine et le géne bla qui conféere une
résistance a I'ampicilline. Ces experts ont conclu
gue le risque de transfert de géenes de cultures
transgéni ques contenant ces génes ala population
microbienne était négligeable, et que si c'était le
cas, il n'y aurait aucun impact sur la forte
prévalence actuelle de la résistance aux
antibiotiques dans les populations microbiennes.
Le Comité scientifigue des plantes de la
Commission européenne a émis une opinion sur
la sécurité d'un mai's Bt insecticide qui contient le
gene nptll.

Ses conclusions reposent sur les observations
suivantes :

1 Lesmarqueurs de résistance aux antibiotiques
utilisés dans la biotechnologie végétale
proviennent de  bactéries  présentes
naturellement. Le gene ntpll en particulier a
été isolé a partir de bactéries présentes dans
I'intestin de I'hnomme. Les marqueurs sont déja
largement présents dans des produits autorisés
parce que des mécanismes efficaces de
transfert naturel existent ; ils permettent de
propulser directement les genes entre les
cellules bactériennes. Ce processus confere
des avantages aux bactéries. Certaines
populations microbiennes peuvent, par
conséquent, servir de réservoirs pour certains
genes de résistance aux antibiotiques qui se
répandent alors rapidement suite a des
pressions de sélection.

2 Lakanamycine et la néomycine, antibiotiques

inactivés par le géne nptll, sont rarement
utilisées dans la thérapie humaine puisqu'elles
ont été remplacées par des antibiotiques de
toxicité moindre et d'efficacité plus grande.

3 Il n'existe aucun mécanisme connu pour le

transfert de génes de cellules végétales vers
des bactéries. Le transfert de genes a des
micro-organismes vivant dans le sol pourrait,
en théorie, se produire dans des champs ou
sont cultivés les produits agricoles
génétiquement modifiés. Cependant, ce type
de transfert n'a encore été observé nulle part.
L'ADN alafoisbactérien et végéta reste dans
le sol, cela a été démontré, pendant des
semaines ou des mois en se liant aux surfaces
des particules présentes dans le sol. 11 est donc
plus probable que la présence permanente
d'/ADN végétal, facteur important dans la
détermination des chances de transfert de
genes, soit plus grande dans le sol que dans
I'intestin. Cependant, alors que certaines

bactéries ont la capacité dintégrer
spontanément de I'ADN nu, de nombreuses
barriéres devraient étre franchies avant que les
génes intacts d'une plante ne puissent étre
intégrés apartir d'un environnement naturel, et
ne soient fonctionnels et maintenus dans les
bactéries. Un tel phénomene n'a jamais été
démontré dans des conditions normales.
Mémesi un tel transfert se produisait de facon
exceptionnelle, le nombre de bactéries
résistant aux antibiotiques qui existent déja
dans la nature n'augmenterait pas de
beaucoup.

4 Dans la nature, le taux de transfert dADN
entre bactéries dans des conditions optimaes
varie entre 102 et 10° La fréquence
d'intégration du géne marqueur nptll de
plantes transgéniques a des bactéries est
estimée & 10V et est donc considérée comme
négligeable. Le gene nptll représente
seulement 0,00004% du génome du mai's et
serait en compétition avec le reste de I'ADN
pour étre intégré par la bactérie. La
disponibilité dADN libre provenant de plantes
génétiquement modifiées dans le rumen ou
dans le tractus gastro-intestinal est de plus
limitée du fait de sa digestion rapide par les
liquides pancréatiques et la salive acide. La
participation du géne nptll provenant de
plantes transgéniques al'ensemble du pool des
bactéries résistant a la kanamycine est encore
plus négligeable quand on la compare au
grand pool des génes de résistance a la
kanamycine déja présents dans | es bactéries et
au taux élevé de transfert de genes seffectuant
constamment dans les  populations
bactériennes. C'est pourquoi une bactérie a
beaucoup plus de chances d'acquérir un géne
de résistance d'une autre bactérie que de
I'ADN d'une culture génétiquement modifiée.

5 Lesmarqueurs de résistance aux antibiotiques
ne conférent une résistance qu'a des
antibiotiques spécifiques. Ils ne produisent
donc pas d'antibiotiques. C'est pourquoi aucun
antibiotique présent dans la nourriture ne
provient de plantes développées gréce a la
biotechnologie.

Existe-t-il des alternatives aux marqueurs
derésistance aux antibiotiques et ces
mar queurs peuvent-ils étreretirés ?

Alternatives aux marqueurs de résistance aux
antibiotiques

Il existe deux catégories de marqueurs de
substitution pour les plantes susceptibles d'étre
sélectionnés. Certains marqueurs conférent une
résistance & des produits chimiques autres que les
antibiotiques. Ces produits chimiques, tels les
herbicides et les concentrations |étales de lysine et
de thréonine (acides aminés) tuent les cellules
végétales. L'enzyme qui confére une résistance &
de grandes concentrations de lysine et de
thréonine, peut entraver la biosynthése des acides
aminés et, si elle est exprimée en grande quantité,
provoquer un développement anorma de la
plante. De tels genes ne conviennent donc pas
comme systemes de marqueurs. La présence de
marqueurs de tolérance ou de résistance aux
herbicides peut ne pas étre souhaitable. Le
glyphosate est I'herbicide le plus efficace pour
protéger les semis de pommes de terre des années
précédentes dans | es régions tempérées aux hivers
doux ; c'est pourquoi les pommes de terre
résistant au glyphosate ne seraient pas adaptées a
ces régions. De plus, les plantes contenant des
génes marqueurs de résistance aux herbicides qui
ne sont pas enregistrées comme tels pourraient
encourager |'usage abusif de ceux-ci.
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D'autres systémes de marqueurs de substitution
reposent sur la croissance de cellules végétales en
présence de nutriments inhabituels, y compris la
cytokinine, les glucuronides, le xylose ou le
mannose, nutriments qui ne permettront pas la
croissance de cellules végétal es non transformées.
Par exemple, les cellules végétales n'utilisent pas,
en général, le mannose comme source de sucre.
Le transfert d'un gene permettant au mannose
d'étre métabolisé dans les cellules végétales et la
culture, par lasuite, de ces cellules dans un milieu
contenant du mannose comme seule source de
sucre permettraient aux seules cellules qui ont
intégré le géne de croitre.

Lorsque ces systémes, qui sont encore dans leur
phase de développement, fonctionneront de
maniére fiable & grande échelle dans de nombreux
environnements différents, des évaluations de
risque devront étre effectuées. Elles auront pour
but d'évaluer les impacts écologiques potentiels
des plantes ayant la capacité de pousser sur un
nouveau substrat, I'impact sur I'ensemble du
meétabolisme de la plante et les conséguences sur
le régime humain et animal suite al'augmentation
du taux de métabolites dans ces cultures,
métabolites qui ne sont peut-&tre pas présents
chez leurs équivalents traditionnels.

Leretrait des marqueurs

Il est impossible de retirer les génes marqueurs
aprés leur intégration dans le génome d'une
plante, a moins qu'un mécanisme particulier
d'extraction ne soit incorporé en méme temps que
le géne marqueur et le gene présentant un
caractere dintérét au moment de la
transformation. Comme cela a été précisé plus
haut, il est possible d'éviter I'introduction dans les
cellules végétales de génes marqueurs résistant
aux antibiotiques qui ne sont utilisés que pour
|'assemblage et I'amplification d'/ADN chimere
dans les bactéries, et ne sont, par conséquent, pas
nécessaires dans I'étape de transformation de la
plante.

Le retrait avant la commercialisation de genes
marqueurs qui sont véhiculés par des promoteurs
végétaux et qui sont utilisés pour la sélection de
plantes végétales est devenu le but a la fois des
consommateurs et des industriels. Des recherches
approfondies dans ce domaine sont menées par
l'industrie et les ingtitutions universitaires. Les
nouvelles technologies qui sont en cours
d'évaluation sont les suivantes :

1 L'utilisation de méganucléases (par exemple,
le systéme Cre/lox). Il sagit d'enzymes qui
reconnaissent de facon spécifique de longues
séquences d'ADN. Ces séguences de
reconnaissance sont introduites des deux cotés
du géne marqueur résistant a l'antibiotique.
Une fois que les cellules transformées ont été
sélectionnées par rapport a l'antibiotique
correspondant, la méganucléase est insérée
dans la cellule végétale et permettral'excision
du géne marqueur résistant aux antibiotiques.
Il a été prouve que cette technologie était tres
efficace pour certaines plantes, mais difficile a
appliquer pour d'autres ; ceci est peut-étre di
au fait que laméganucléase reconnait des sites
propres au génome de la plante.

2 Laprésence de séquences homologues dADN
sur les deux cOtés du gene marqueur de
résistance aux antibiotiques peut permettre la
recombinaison aéatoire et I'éimination du
gene. Ce processus de recombinaison
homologue se produit rarement ; il est peut-
étre spécifique ala plante.

3 |l est possible d'introduire le caractére d'intérét
et le marqueur résistant aux antibiotiques sur
différents ADN chimeéres. Suite a la
transformation, chaque molécule est intégrée a
un chromosome différent. Dans ce cas, il est
possible de séparer le caractere dintérét du
gene marqueur a la génération suivante. La
fréguence d'intégration dans des chromosomes
différents peut étre trés faible, si on la
compare a l'intégration au méme locus. Les
facteurs qui jouent un réle dans la régulation
de cette fréguence n'ont pas encore été
élucidés.

Les chercheurs sacharnent a développer ces
technologies. Certains produits utilisant 1'une ou
l'autre de ces stratégies sont déja en cours de
développement. Mais, actuellement, aucune de
ces approches ne peut étre mise en application de
fagcon wusuelle pour chague culture. Le
développement de ces technologies sera
probablement limité, dans un premier temps, aux
laboratoires dotés d'une infrastructure solide.
Financiérement, ces laboratoires devront pouvoir
se permettre le développement d'un nombre plus
élevé de lignées de plantes transgéniques
contenant le géne marqueur de I'antibiotique qui
sera ensuite nécessaire afin didentifier le géene
marqueur qui va étre éliminé.

Modifications des éléments juridiques des génes
marqueurs

Les craintes concernant les génes marqueurs de
résistance aux antibiotiques portent
principalement sur leur transfert et leur
expression dans les cellules bactériennes ; une
technologie qui empécherait une telle expression
devrait étre envisagée. Les genes utilisés pour la
sélection végétale sont déja contrélés par des
séquences de promoteurs végétaux qui rendent
peu probable leur expression dans les bactéries.
L'introduction d'une séquence d'introns dans le
gene marqueur limiterait son expression aux
cellules végétales et empécherait toute expression
dans les bactéries. Les introns sont des séguences
d'ADN qui interrompent naturellement e codage
dans les cellules animales et végétales. Celles-ci
sont armées de mécanismes permettant leur retrait
au cours de la phase de transcription
contrairement aux bactéries qui ne pourraient
donc pas lire un gene contenant des introns.

Les genes marqueurs de résistance aux
antibiotiques, tels le gene nptll, qui fournit une
résistance a la kanamycine font I'objet de
recherches approfondies sur les aspects suivants :
fonctionnement, propriétés chimiques et
prévalence dans |la communauté bactérienne. Leur
sécurité a été bien examinée et évaluée. Dans ces

conditions, il est probable que cela soit encore
long et difficile avant que ne soit établie une
confiance égale a celle pour le gene nptll pour un
autre systéme de sélection. Les inquiétudes qui
subsisteraient au sujet de tels génes pourraient
étre levées par I'gjout d'un intron.

Conclusions

Les experts scientifiques saccordent a dire que la
cause principale de propagation de la résistance
aux antibiotiques est I'usage abusif de cesderniers
en médecine humaine et animale. Les inquiétudes
du public au sujet de I'utilisation des cultures
génétiquement modifiées avec des marqueurs de
résistance aux antibiotiques sont grandes, d'autant
plus que ces problémes ont été soulevés, a
plusieurs reprises, par les médias. Plusieurs
gouvernements de [|'Union européenne ont
recommandé le retrait progressif des cultures
génétiquement  modifiées contenant des
marqueurs de résistance aux antibiotiques.
Cependant, le risque de compromettre I'efficacité
des antibiotiques est considéré comme
extrémement faible. La plupart des aternatives
sont encore en phase de développement, ne sont
pas facilement disponibles, et seront plus
difficiles a mettre en cauvre dans un pays en voie
de dével oppement.

Méme sil n'est pas démontré que les marqueurs
de résistance aux antibiotiques ou autres
marqueurs sont néfastes, comme c'est le cas en
général, il serait préférable, along terme, que les
cultures transgéniques ne portent que les genes
nécessaires aleur rendement et non les marqueurs
sélectifs.

Les marqueurs de substitution et les systémes de
retrait de marqueurs font actuellement I'objet
d'études suite aux inquiétudes du public. Ces
études visent également a augmenter le nombre
d'outils disponibles en biologie moléculaire
végétale. Puisque le temps nécessaire au
développement de nouvelles méthodes de
substitution varie en fonction des différents
produits agricoles, il seranécessaire de donner du
temps pour assurer une transition progressive vers
de telles technologies. L'évaluation de la sécurité
de nouveaux systémes savéere également cruciale,
avant que ces systémes ne soient utilisés dans des
produits destinés a la commercialisation. Le
remplacement de la technologie qui utilise des
génes marqueurs de résistance aux antibiotiques
comme le géne ntpll sera souhaitable lorsque les
nouvelles technologies bénéficieront, au moins,
du méme degré de connaissances scientifiques et
de confiance quant a leur utilisation, comme c'est
le cas pour le géne ntpll et les produits le
contenant.
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