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Résumé : Deux systemes de propriété intellectuelle cohabitent : le certificat d'obtention végétale et
le brevet. Ces deux systemes sont inégalement utilisés a travers le monde. Les sciences de la vie et
les biotechnologies étant un enjeu majeur pour le siécle actuel, il convient d'étre vigilant et de
réfléchir aux répercussions de cette différence de traitement entre I'Europe et les autres pays
développés. Il ne faut pas sous-estimer les différences de comportement des responsables politiques
et des opinions publiques vis-a-vis du résultat de la génomique et des biotechnologies. Cela concerne
en particulier les organismes génétiquement modifiés qui se développent partout dans le monde et
dont certains estiment les progrés et les avantages de plus en plus considérables par rapport a
I'Europe qui se pose encore la question de leur utilisation, voire de leur existence.
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ARTICLE

Depuis une décennie, on assiste a une augmentation des recherches dont le but est I'obtention
d'huiles a composition d'acides gras modifiées par génie génétique. Le développement de cette
production d'huiles a usage alimentaire ou industriel est d( a plusieurs facteurs :

* La demande des industriels pour un accroissement de la diversité des huiles

En effet, depuis des siecles, I'objectif principal des sélectionneurs a été I'amélioration du rendement
de la production. Cela peut conduire a terme a une saturation des marchés et a une surproduction.
L'élaboration d'huiles pour des usages spécifiques, soit alimentaires soit industriels, devrait
permettre d'ouvrir de nouveaux débouchés aux productions d'oléagineux.

* La biodiversité des acides gras présents dans le regne végétal

Le métabolisme des plantes a la particularité de produire une incroyable diversité de composés
comprenant plus de 20 000 terpénoides, flavonoides, alcaloides et acides gras différents. Parmi ceux-
ci, les acides gras sont déja tres largement utilisés a des fins industrielles comme lubrifiants,
plastifiants ou tensioactifs. Bien que l'acide gras majoritaire soit généralement I'acide oléique, il
existe de nombreuses plantes synthétisant des acides gras inhabituels. Les banques de données des
compositions en acides gras des graines et des feuilles représentent un immense catalogue dans
lequel, la plupart du temps, I'acide gras d'intérét est répertorié. Par conséquent, une plante, méme si
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elle n'est pas agronomiquement exploitable, est une source potentielle de génes d'intérét.
* Les avancées des technologies en biologie moléculaire

Celles-ci permettent de transférer des génes, a l'aide de vecteurs dans des conditions maitrisées,
d'une variété ou d'une espéce a une autre. L'expression des genes peut étre également contrblée
spatialement et temporellement. L'emploi de promoteurs spécifiques, comme celui de la napine,
permet I'expression du gene d'intérét dans la graine, et au moment ou la synthese des lipides est
maximale.

* La disponibilité des génes d'intérét

La plupart des enzymes du métabolisme lipidique étant membranaires, le clonage des genes,
reposant souvent sur la purification des protéines correspondantes ou sur la caractérisation de
mutants [1, 2], s'est longtemps avéré fastidieux. Pour preuve, il a fallu attendre 1992 pour connaitre
la séquence de la premiére désaturase membranaire [3]. Depuis 2000, la connaissance du génome
complet d'Arabidopsis thaliana constitue un outil et une source d'information incontournables [4, 5].
Par exemple, la séquence d'un géne d'A. thaliana peut servir d'outil pour le clonage d'un géne
homologue chez une autre plante synthétisant un acide gras inhabituel. A. thaliana constitue de plus
un matériel de choix pour les expériences de transgenese avant l'application aux plantes de grande
culture.

Les huiles végétales sont presque essentiellement constituées de triacylglycérols, et leurs propriétés
sont liées a la nature des acides gras estérifiant le glycérol. La diversité des triacylglycérols est
dépendante :

- de la nature des acides gras et de leur positionnement ;

- de leur degré d'insaturation (saturés, mono-, di- ou tri-insaturés), du positionnement et de la nature
de la double liaison (cis, trans) ;

- de la longueur de la chaine carbonée ;
- de la présence de groupements fonctionnels (OH, époxydes) ;
- de la présence de cycles (furane, cyclopentane).

Cette diversité est la conséquence d'enzymes spécifiques intervenant dans la synthese des
triacylglycérols de la graine. Les voies de biosynthése des triacyl-glycérols (figure 1) font intervenir
trois compartiments cellulaires différents. La synthése des acides gras s'effectue dans le chloroplaste
a partir d'acétyl-CoA et de malonyl-ACP. L'oléoyl-ACP majoritairement synthétisé est hydrolysé par
I'acyl-ACP thioestérase puis estérifié a du coenzyme A, avant d'étre transféré du chloroplaste via le
cytoplasme dans le réticulum endoplasmique ou il va étre un composant du pool d'acyl-CoAs. Ce
dernier constitue la source de substrats des différentes transacylases qui vont estérifier les
différentes positions du squelette glycérol. La composition de ce pool est dépendante de plusieurs
enzymes. La spécificité de I'acyl-ACP thioestérase chloroplastique va déterminer la longueur de la
chaine de l'acide gras provenant du chloroplaste. Les différentes désaturases chloroplastique et
membranaires vont déterminer la nature, le nombre et la position des désaturations des différents
acyl-CoAs. La présence d'hydroxylase, de péroxydase et d'élongase va modifier la longueur et la
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nature de la chaine des acyl-CoAs. Enfin, les différentes transacylases vont estérifier, spécifiquement
sur une des positions du glycérol, un acide gras donné, augmentant ainsi la diversité des
triacylglycérols. Il ressort de cette étude rapide de la voie de la biosynthéese des triacylglycérols qu'un
certain nombre d'enzymes apparaissent comme des cibles de choix pour les différentes
manipulations génétiques visant a modifier la composition en acides gras des triacylglycérols. Les
changements affectant la longueur de chaine concernent les acyl-ACP thioestérases ou les élongases
et I'augmentation du degré d'insaturation des désaturases.

Ces différentes enzymes ont été les cibles des diverses manipulations génétiques effectuées chez les
différentes plantes oléagineuses.

Diminution de la longueur de la chaine carbonée des acides gras : colza a haute teneur en acide
laurique

L'acide laurique est largement utilisé dans l'industrie des détergents. La source principale est I'huile
de palme. La diversification de I'approvisionnement est I'une des préoccupations des industriels ;
aussi 'obtention d'une plante cultivable dans un climat tempéré et produisant une huile a haute
teneur en acide laurique a-t-elle été I'un des premiers objectifs de la manipulation de la composition
en acides gras par génie génétique.

L'enzyme responsable de la longueur de la chaine carbonée des acides gras est l'acyl-ACP
thioestérase. Généralement, cette enzyme est spécifique pour I'oléoyl-ACP et par conséquent, chez
la grande majorité des plantes, I'acide généralement libéré par cette enzyme est I'acide oléique, que
|'on retrouve majoritairement dans I'huile.

Il existe cependant des graines dont |'acide gras majoritaire posséde une chaine carbonée plus courte
: c'est notamment le cas des variétés de Cuphea (Cg a Cy6) [6] et de la baie de Californie (Umbelluria
californica), donc l'acide gras majoritaire est l'acide laurique (Cy; .0) [7].

L'acyl-ACP thioestérase de la baie de Californie a été purifiée et le géne codant pour cette protéine
cloné. Ce gene a été introduit chez Arabidopsis thaliana par Agrobacterium de facon a ce qu'il
s'exprime uniquement dans la graine. Les transformants présentent une huile dont l'acide gras
majoritaire n'est plus I'acide oléique mais I'acide laurique [8].

Des colzas transgéniques ont été obtenus par le méme protocole, I'acide laurique représentant 50 %
des acides gras totaux des triacylglycérols de la graine [9]. Ce taux a été amélioré par croisement de
cette variété modifiée avec une deuxiéme variété génétiquement modifiée pour la lysophosphatique
acide acyltransférase (LPAAT). Chez le colza, cette enzyme estérifie sélectivement la position sn-2 du
glycérol par de I'acide oléique. Le géne de la LPAAT de cocotier, spécifique de I'acide laurique, a été
introduit dans la variété modifiée. Parmi la descendance de ces croisements, des colzas présentant
des taux d'acide laurique supérieur a 90 % ont été obtenus [10].

Modification du degré d'insaturation de la chaine des acides gras

Les objectifs ont été soit de diminuer le degré d'insaturation, soit de lI'augmenter, soit de modifier la
configuration de la double liaison.



Colza a haute teneur en acide stéarique [11]

La démarche entreprise par les chercheurs de la société Calgene Monsanto a été d'empécher
I'expression du géne de la stéaroyl-ACP désaturase responsable de la synthése de I'acide oléique.
Pour ce faire, le géne de la E9-désaturase chloroplastique de colza a été cloné, puis inséré en position
anti-sens dans le génome de colzas.

Les colzas transformés ont été sélectionnés et caractérisés biochimiquement. L'activité de la
stéaroyl-CoA désaturase comprise entre 125 et 160 nmoles/mg/h chez le témoin devient
indétectable chez les transformants.

Parallelement, I'acide stéarique présent entre 1,2 et 1,6 % chez le témoin voit son pourcentage
atteindre 24 % des acides gras totaux chez les transformants.

Par une démarche analogue, l'introduction du géne de la B12-désaturase en position anti-sens
conduit a la diminution d'acide linoléique, de 20 a 5,0 % chez le colza et a une augmentation de
|'acide oléique de 63 a 83 %. Des sojas transgéniques a teneur réduite respectivement en linolénate
et linoléate ont été développés par la Société Dupont [12] par une stratégie analogue.

Il existe maintenant de nombreuses plantes de grande culture dont la composition en acides gras des
triacylglycérols a été modifiée par transgenése en utilisant des génes de désaturases (tableau 1).

Les huiles obtenues sont saturées et présentent une tres bonne résistance a I'oxydation. Les huiles a
teneur haute en oléate et faible en linolénate ont comme finalité I'utilisation alimentaire dans les
salades et les fritures. Les autres a plus forte teneur en palmitate et stéarate seront plutot utilisées
pour la confection des margarines, évitant une hydrogénation co(teuse.

Production d'acide pétrosélinique par des colzas et des sojas transgéniques

Le coriandre possede un acide gras particulier, I'acide pétrosélinique (Cis.1, @6). Celui-ci résulte de la
désaturation du stéaroyl-ACP par une désaturase particuliere [13] qui introduit une double liaison en
@6.

Cet isomére de I'acide oléique n'est que tres peu assimilable par I'homme, car celui-ci ne posséde pas
les enzymes de dégradation spécifiques des doubles liaisons carbone-carbone en position E6. Une
huile riche en acide pétrosélinique présente un intérét indéniable pour la fabrication de margarines
diététiques.

La démarche utilisée a été d'introduire simultanément le géne de la stéaroyl-ACP désaturase en
position anti-sens et le géne de la @14 désaturase du coriandre. Les plantes transgéniques obtenues
sont capables de produire des triacylglycérols contenant de I'acide pétrosélinique mais en faible
qguantité [14]. Ce taux a pu étre augmenté par l'introduction des génes de I'acyl-ACP thioestérase et
de la 3-cétoacyl-ACP synthétase du coriandre [15].

Production d'acides gras poly-insaturés particuliers

Des banques d'ADNc ont été préparées a partir de graines en cours de maturation de Momordica
charantia et d'Impatiens balsamina. Ces plantes produisent des acides gras insaturés conjugués
comme l'acide alpha-éleostéarique (18:3 DELTA9 cis, 11 trans, 13 trans) et alpha-parinarique (18:4



DELTA9 cis, 11 trans, 13 trans, 15 cis). Des ADNc, correspondant a des formes divergentes de la
DELTA12-désaturase, ont été isolés. Des embryons de soja transformés par ces ADNc accumulent 17
% de ces acides dans leurs triacylglycérols [16]. Ces résultats laissent présager que, dans un proche
avenir, des plantes transgéniques produisant une huile riche en ces deux acides, seront utilisées a
des fins industrielles [17].

Production d'acides gras hydroxylés et époxydés

Les acides gras hydroxylés présentent un intérét pour l'industrie chimique (acide ricinoléique 12-OH,
18:1 DELTA9 ; densipoléique 12-OH, 18:2 DELTA9,15 ; lesquérolique 14-OH, 20:1 et aricoléique 14-
OH, 20:2 DELTA11, 17).

L'expression du géne de la DELTA12 hydroxylase de ricin a été effectuée chez A. thaliana [18]. La
présence de 17 % d'acides gras hydroxylés (ricinoléique, densipoléique et lesquéroléique) dans les
triacylglycérols de la graine a été observée. L'accumulation d'acides gras hydroxylés, chez A. thaliana
et B. napus, a également été obtenue lors de I'expression de la DELTA12 hydroxylase de Lesquerella
fendleri [19]. Une troisieme DELTA12 hydroxylase a été exprimée chez A. thaliana. Lorsque cette
protéine de Crepis palestina est produite chez A. thaliana, les taux des acides linoléique et
linolénique des triacylglycérols diminuent et I'on observe la présence d'acides gras hydroxylés a un
taux de 6,2 % [20].

La transformation simultanée d'A. thaliana par les génes de la linolénate DELTA12 acétylénase de
Crepis alpina, de la linolénate DELTA12 époxygénase de Crepis palestina et de I'oléate DELTA12
hydroxylase de Lesquerella fendleri a été effectuée [21]. L'analyse des acides gras des graines montre
la présence de 1,5 % d'acides acétyléniques, de 15 % d'acides hydroxylés et de 5 % d'acides
époxydés, respectivement.

La mise en évidence récente d'une 3-cétoacyl-CoA synthétase spécifique pour I'élongation des acides
gras hydroxylés [22] et d'une enzyme a cytochrome P450 de graine produisant des acides époxydés
[23] est un élément qui pourrait permettre une augmentation rapide de I'efficacité de la production
d'acides gras hydroxylés et époxylés par transgenése.

Production d'acides gras a trés longue chaine

L'acyl-CoA élongase est I'enzyme cible pour augmenter la longueur de la chaine carbonée des acides
gras. Cette enzyme membranaire localisée dans le réticulum endoplasmique allonge un acyl-CoA en
présence de malonyl-CoA [24]. C'est un complexe multienzymatique constitué de plusieurs protéines
catalysant chacune une des réactions intermédiaires (figure 2).

La premiére réaction concerne la condensation de I'acyl-CoA avec le malonyl-CoA, elle est catalysée
par la 3-cétoacyl-CoA synthase, enzyme spécifique pour l'acyl-CoA et donc déterminante pour la
nature des acides gras synthétisés. A ce jour, sept génes codants pour des 3-cétoacyl-CoA synthases
différents de par leur substrat (acyl-CoA), et de par leur fonction, ont été clonés (tableau 2).

Ces geénes ont été utilisés pour produire une huile a haute teneur en acide érucique (notamment
chez le colza) et une huile riche en acides gras poly-insaturés.



* Huile a haute teneur en acide érucique

L'augmentation de la teneur en acide érucique chez le colza est limitée par l'impossibilité qu'a cette
plante de produire de la tri-érucine (tiracylglycérol possédant trois acides éruciques). Cette
incapacité est liée a la spécificité de la lyso-phosphatidyl acide acyl-transférase (LPAAT) qui estérifie
préférentiellement I'oléoyl-CoA sur la position sn-2 du glycérol [25, 26].

Il existe d'autres LPAAT, notamment chez Limnanthe alba, qui ont une spécificité différente et dont
le substrat de choix est I'érucoyl-CoA. Par conséquent, la stratégie adoptée par Lassner et al. [27], a
été de transférer le gene de la LPAAT de Limnanthe alba chez le colza. Comme espéré, I'analyse des
lipides des graines montre la présence de tri-érucine. Ce produit ne représente que 44 % du total des
acides gras.

L'équipe de Saskatoon a utilisé le géne (SLC1-1) d'une sn-2 acyl-transférase impliquée dans la
synthése des sphingomyélines de la levure [28]. Ce gene a été transféré chez A. thaliana. Les auteurs
ont constaté une augmentation non seulement de la quantité d'huile mais également de la présence
d'acides gras a tres longue chaine estérifiant la position sn-2 des triacylglycérols. L'acide
majoritairement présent est I'acide érucique qui représente environ 50 % des acides gras totaux.

Le taux le plus élevé d'acide érucique a été obtenu par croisement du colza transformé par le géne
FAE1 d'A. thaliana, codant pour la 3-cétoacyl-CoA synthase et d'une variété de colza (Héro)
produisant une huile contenant 40 % d'acide érucique [29].

L'une des lignées issues de ce croisement synthétise des triacylglycérols dont 67 % des acides est
I'acide érucique.

Il résulte de ces différents travaux que la LPAAT n'est pas la seule étape limitante, car méme chez les
plantes génétiquement modifiées par l'introduction de ce gene, on n'observe pas d'augmentation
spectaculaire d'acide érucique. Il semble raisonnable d'envisager qu'il faille également modifier la
composition du pool d'acyl-CoAs et, plus précisément, d'augmenter la synthése d'érucoyl-CoA.

* Huiles riches en acides gras polyinsaturés

Les huiles riches en acides gras polyinsaturés (PUFA) proviennent généralement des poissons. Les
PUFA sont synthétisés a partir de l'acide oléique par une succession de désaturations et
d'élongations (figure 3). L'obtention d'une huile végétale ayant des propriétés analogues présente un
grand intérét pour l'alimentation humaine ; or les plantes de grande culture sont incapables de
synthétiser ces acides gras. L'analyse systématique des acides gras végétaux a mis en évidence que
certaines algues et mousses, comme Caeorhabdites elegans [30], Mortiella alpina [31] et
Physcomitrella paens [32], contiennent des acides gras polyinsaturés respectivement de la série n-6
et n-3. Cette originalité est due a la présence d'une 3-cétoacyl-CoA synthase (premiére enzyme de
I'acyl-CoA élongase) spécifique pour I'acide gamma-linoléique (gamma- C-15 3) ou pour le Cyg4 et des
Bl6 et B3 correspondantes. Les génes codant pour ces enzymes ont été clonés [30, 31, 33]. Ces
recherches sont financées par de grandes sociétés comme Abott, BASF et Monsanto. Parker-Baines
et al. [34] (Abott) ont reconstitué dans une levure la voie de biosynthése de ces acides gras. Une
premiere souche de levure a été transformée par les génes des (16 et P12 désaturases de Mortiella
alpina, permettant a celle-ci de synthétiser de I'acide gamma-linoléique. La co-expression dans une
deuxieme souche de levure de la @5 désaturase et du gene GLELO codant pour une 3-cétoacyl-CoA



synthase spécifique des acyl-CoAs insaturés permet la production par cet organisme d'acide gamma-
linoléique, d'acide arachidonique, d'acide stéaridonique (Cis4, 6, 9, 12, 15) et d'acide
éicosapentaénoique (Cys, B5, 8, 11, 14, 17).

Les taux obtenus sont encore faibles mais laissent présager la fabrication en fermenteur d'huile riche
en PUFA.

Beaudoin et al. [35] ont, dans un travail similaire, obtenu une levure co-exprimant les genes d'une
BI5-désaturase et d'un gene de C. elegans, codant vraisemblablement pour une enzyme de
condensation, synthétisant 44 % de gamma-linolénique.

Enfin, la société Monsanto [36] a obtenu deux colzas transgéniques dans lesquels les genes des 6- et
RI12-désaturases de Mortiella alpina avaient été introduits. L'huile du premier transformant contient
respectivement 47 % de gamma-Cy;3, 3,5 % d'acide stéaridonique (Cigs, 6mégab). L'huile du
deuxieme transformant élaboré a partir d'une variété de colza pauvre en linoléate contient 68 % de
gamma-Cyz.3 et seulement 0,6 % d'acide stéaridonique.

Perspectives

L'ensemble des résultats répertoriés ci-dessus montre que la manipulation par génie génétique de la
composition en acides gras est non seulement possible mais largement maitrisée. Il existe d'ailleurs
des variétés déja commercialisées et cultivées sur des surfaces importantes aux Etats-Unis, Canada,
Brésil et Mexique.

Il n'en reste pas moins que cette technologie est tributaire des génes disponibles. Il a été montré que
la spécificité des acyl-ACP thioestérases pour les acyl-ACP est liée a la composition en amino-acides
de la partie C terminale de cette protéine [37]. Il a ainsi été montré que le seul changement de la
thréonine en position 231 par une lysine, modifiait la préférence de I'acyl-ACP thioestérase de la baie
de Californie du C;,-ACP pour le C14-ACP. Ce résultat important laisse envisager que l'ingénierie des
acyl-ACP thioestérases sera possible prochainement et que, dans certains cas, on pourrait ne plus
étre tributaire de la disponibilité des genes.

Un autre exemple concerne les désaturases [38]. La comparaison des séquences peptiques
concernant le site de fixation de I'acide gras des [16-C,,-ACP et RI9-ACP désaturases montre que neuf
amino-acides different. Le changement de seulement cinqg de ces acides aminés par mutagenése
dirigée de la @6-C,4-ACP désaturase, conduit a une protéine qui synthétise 76 % de [19-Cyg.;.

Enfin, par la méme stratégie, Broun et al. [39] ont profité de I'importante homologie existante entre
les séquences de I'oléate désaturase d'A. thaliana et I'oléate hydroxylase de Lesquerella fendleri,
pour modifier leur fonction. Le changement de quatre des sept amino-acides de |'oléate désaturase
divergeant entre les deux séquences conduit a une protéine capable d'hydroxyler I'oléoyl-ACP.
Parallelement, le changement de six de ces amino-acides transforme |'oléate hydroxylase en oléate
désaturase.



CONCLUSION

Les études biochimiques concernant le métabolisme du colza haut laurate (90,1 % d'acide laurique)
élaboré par Monsanto, montrent que |'expression de la C,.,-ACP thioestérase de la baie de Californie
induit une activité de la voie de dégradation des acides gras par beta-oxydation et des enzymes du
cycle de I'acide glyoxylique. Ces résultats sont en bon accord avec une réorientation du métabolisme
des acides gras, et notamment de I'acide laurique vers leur dégradation par beta-oxydation. Par ce
moyen, la plante transgénique se protege de la surproduction d'un acide gras considéré comme
inhabituel et en excés [40].

En résumé, par génie génétique, il est possible de modifier la composition en acides gras des huiles
d'une plante oléagineuse de grande culture. Cela peut étre effectué par transfert d'un géne d'intérét
d'une autre variété ou d'une autre espéce, ou par ingénierie du géne de la plante considérée. Ces
différentes stratégies peuvent permettre I'obtention d'une huile a forte teneur en acide gras désiré.

Enfin, ces approches comportent des limites qui sont a la fois d'ordre technique et scientifique mais
également anthropiques (perception par le grand public des OGM et législation).
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