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Résumé : Les recherches sur les biotechnologies de I'arachide sont principalement conduites aux
Etats-Unis mais également a travers des programmes collaboratifs internationaux ou interviennent
I'lcrisat et le Cirad. Malgré une forte variation phénotypique, I'arachide cultivée montre peu de
variabilité moléculaire. L'arachide étant une culture alimentaire et de rente trés importante dans les
régions sahéliennes, la sécheresse et la contamination des graines par |'aflatoxine en cours de culture
constituent des contraintes majeures. La seule application connue en sélection assistée par
marqueurs d'ADN fait intervenir des génes provenant d'une espéce sauvage compatible en
croisement avec l'espece cultivée. Les principaux résultats publiés jusqu'a présent concernent la mise
au point de techniques de régénération et de transfert de génes. Le marquage moléculaire s'avérant
inefficace, les recherches s'orientent aujourd'hui sur la génomique fonctionnelle du fait de la
disponibilité des techniques de transformation génétique. L'objectif est de développer de nouveaux
outils moléculaires capables d'assister les programmes de sélection pour la résistance a ces deux
traits complexes.

Summary : Research on groundnut biotechnology is mainly carried out in the United States and also
through international collaborative programs involving Icrisat and Cirad. However, despite its high
phenotypic variation, cultivated groundnut shows little molecular polymorphism. The only known
application to DNA marker-assisted selection has been the use of genes from wild species in crosses
with cultivated species. Until quite recent years, the main results published concerned the
development of efficient plant regeneration and gene transfer techniques. Groundnut is an
important food and cash crop in the semi-arid tropics but drought and subsequent seeds pre-harvest
aflatoxin contamination are the main constraints to crop productivity and quality. Since genetic
engineering techniques are available and genetic mapping proves unfruitful, research is now focused
on functional genomics. The objective is to provide new molecular tools to assist breeding
programmes for the resistance to these two complex traits.
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ARTICLE
Les biotechnologies de I'arachide

Les principaux travaux de biotechnologie concernant Il'arachide, ont lieu dans le domaine de la
régénération de la plante. Ils visent la « préparation » a la transformation génétique (transgenése).
lls sont principalement réalisés aux Etats-Unis par le département d'horticulture de I'Université de
Georgie, a Tifton et a Athens. D'autres équipes travaillent dans ce domaine, notamment au
département de botanique de I'Université de Caroline du Nord de Raleigh (USA), a I'Institut de
Biologie de I'Université Fédérale de Rio de Janeiro (Brésil) et a I'lcrisat * & Hyderabad (Inde). Des
expériences de transgenése proprement dite ont eu lieu I'Université a de Georgie a Athens pour la
résistance au « Tomato spotted Virus » et |'Institut Indien des Sciences (Bangalore) pour la recherche
de génotypes résistants a la cercosporiose précoce. Des essais de transformation de I'arachide
utilisant des génes permettant d'augmenter le taux d'acide oléique dans I'huile ont été réalisés a
College Station (Texas A & M) et a I'Université de Clemson (Caroline du Sud).

Les applications de la recherche sur la résistance a l'aflatoxine sont limitées actuellement a des
constructions génétiques au niveau du champignon-vecteur Aspergillus flavus, 'objectif étant de
suivre l'induction de l'aflatoxine in situ et d'identifier des composés antifongiques. Ces travaux se
déroulent en grande partie dans les départements de phytopathologie de différentes universités
américaines notamment a Collége Station (Texas A & M), Raleigh (Géorgie), Baton Rouge (Louisiane)
et East Lansing (Michigan).

Dans le domaine de la sécheresse le seul travail rapporté concerne |'expression différentielle de
marqueurs (transcrits) polymorphes sur deux variétés d'arachide soumises ou non a un stress
hydrique. Il vient d'étre publié par des chercheurs de I'Université de Floride (Tallahasse).

Enfin, en raison du tres faible polymorphisme moléculaire observé au niveau de I'ADN a l'intérieur de
I'espece cultivée, la sélection assistée par marqueurs d'ADN n'a eu qu'une seule application concrete.
Elle a été pratiquée a College Station (Texas A & M), a l'aide de marqueurs de type RFLP, dans un
croisement impliquant une arachide sauvage portant une résistance aux nématodes.

Le marquage du génome

Le marquage moléculaire a pour objectif de cartographier et de localiser les genes dont le role est
important dans la résistance a une contrainte biotique ou abiotique. Pour que la sélection assistée
par marqueurs (SAM) ou la sélection a I'aide de marqueurs soit efficace le génome doit étre saturé
avec des marqueurs uniformément espacés et/ou présentant un haut niveau de déséquilibre de
liaison [1, 2]. Or, alors que sa diversité morphologique est importante, I'arachide répond mal aux
techniques de marquage de I'ADN [3, 4]. Le faible polymorphisme moléculaire observé est attribué a
une polyploidisation récente de I'espece cultivée et une forte conservation du génome en dépit de la
sélection [5]. Pour expliquer ces échecs, la capacité limitée de certains marqueurs moléculaires,
comme les RFLP et les RAPD, a détecter des substitutions nucléotidiques isolées dans les genes et
|'utilisation d'un matériel végétal mal choisi ont également été invoquée [6, 7]. Il demeure que I'on
ne dispose a ce jour, que de cartographies trés sommaires sur cette espéce. Le séquengage ne
concernant que des fragments chromosomiques importants [8, 9], il ne permet aucune



interprétation sur l'action individuelle des genes et de leurs interactions. Dans |'état actuel des
connaissances, ces cartes, réalisées a l'aide de marqueurs d'ADN de type AFLP, microsatellites et
RAPD, n'ont fourni qu'une seule application en termes d'assistance a un programme de sélection sur
I'arachide cultivée. Il s'agit de I'utilisation de marqueurs RFLP pour l'obtention d'individus
homozygotes pour la résistance (monogénique) au nématode Meloidogyne arenaria a partir d'une
population (TP 263-3-5) résultant d'un croisement interspécifique avec une arachide sauvage Arachis
cardenasii [10, 11].

La génomique fonctionnelle

Approche plus ciblée de I'étude du génome la génomique fonctionnelle vise, non pas la localisation
des génes sur une carte, mais la connaissance de la fonction de ces génes et I'analyse de leur
expression. L'expression (ou transcrit) plus ou moins importante du géne est accessible a travers les
changements d'ARNm, eux-mémes traduits en protéines, qui sont en général des enzymes dont la
fonction métabolique est connue. Son objectif est parfois |'aide a la sélection par la mise au point de
test de criblage sur la réponse de la plante en termes d'expression de tel ou tel géne-cible sous la
pression du stress pour lequel la résistance est recherchée. Cependant, quelle que soit I'espece
considérée c'est, le plus souvent, la transformation génétique qui est visée par ces techniques.
L'objectif a terme est d'inclure dans le génome de I'espéece cultivée des genes intéressants appelés
génes-candidats. Dans le cas de |'arachide cultivée, il s'agit, le plus souvent de genes de résistance
présents dans d'autres especes d'arachides, les arachides sauvages dont la grande majorité est
incompatible en croisement avec l'espéce cultivée.

Les méthodes de transformation

La transformation génétique consiste en un ensemble de méthodes permettant le transfert de genes
individuels conférant des caractéres de résistance. Les caractéres visés sont en général mono- ou
oligo-génique (controlés par un seul ou un faible nombre de génes) comme la résistance a des
insectes ou des nématodes ou une augmentation de la qualité des graines. A I'instar de la plupart des
especes, les techniques de transformation de I'arachide utilisent le géne-reporter beta-glucuronidase
(GUS) dont I'expression est facilement détectable par fluorimétrie et qui permet donc de connaitre
I'efficience de la transformation ainsi que I'expression des génes dans les transformants [12]. La
régénération des plantes transformées est réalisée sur le milieu classique d'induction MS [13, 14]
plus ou moins modifié. Les premiers essais de régénération in vitro de |'arachide ont été réalisés des
1992 a partir de gynophores prélevées sur des fleurs, juste aprés leur fécondation [15]. Depuis, des
arachides transgéniques ont été produites par bombardement de particules [16-18] ou via la bactérie
Agrobacterium tumefaciens portant une résistance a un antibiotique [19-21]. Plus récemment, la
mise au point d'une méthode d'électroporation a permis un transfert direct de géne dans des folioles
embryonnaires (plus faciles a manipuler que les protoplastes) avec une bonne qualité de
régénération [22].

Les principales applications du génie génétique sur I'arachide

Les résultats obtenus récemment sur cette espece concernent la transmission de certaines
résistances biotiques et I'augmentation de la qualité de I'huile dont le contréle génétique est simple.



Les résistances plus complexes comme la résistance a I'aflatoxine ou a la sécheresse n'ont pas encore
abouti a des applications concretes.

La résistance a des facteurs biotiques

Des plantes d'arachide fertiles ont été transformées via A. tumefaciens avec un géne hétérologue du
tabac de type chitinase afin d'obtenir une résistance a Cercospora arachidicola, la cercosporiose
précoce. L'analyse du transgéne par Northern Blot (hybridation entre I'ADN de la sonde « chitinase »
marquée et I'ARN de la plante) a montré une forte expression de la chitinase et la transmission du
gene correspondant dans la descendance a été vérifiée en utilisant des Southern Blots (hybridations
entre I'ADN marqué de la sonde et I'ADN des plantes). La résistance des plantes transformées et de
leur descendance a été confirmée en serre [21].

La résistance au virus du « Tomato Spotted Wilt » (TSWV) a été également obtenue par
transformation en utilisant le bombardement de particules. La construction génétique a été réalisée
avec un gene anti-sens de TSWV isolé a partir de plants d'arachide infestés. Un taux trés faible de
plantes transformées fertiles a été obtenu uniquement sur I'un des deux cultivars étudiés. Une
évaluation au champ de ces quelques plantes a montré que la présence du géne améliorait
significativement la résistance au virus [23].

Augmentation de la qualité de I'huile

Une série d'investigations est actuellement réalisée part des équipes d'Amérique du Nord dans
I'objectif de modifier la qualité de I'huile d'arachide. Ces recherches visent |'augmentation du ratio
O/L (ratio entre |'acide oléique et I'acide linoléique représentant dans I'huile d'arachide 80 % des
acides gras totaux). Une forte teneur en acide oléique améliore la conservation de I'huile du fait
d'une oxydation moindre. En utilisant en croisement la lignée F 435, mutant spontané a fort taux
d'acide oléique (34:1), Moore et Knauft [24] avaient conclu, dés 1989, a un contréle génétique simple
(deux genes récessifs) de ce caractere. Les travaux récents en génétique moléculaire ont confirmé et
précisé ces résultats. Dans I'optique de la transformation génétique, la recherche de génes-candidats
s'est logiquement orientée sur la répression de génes codant pour des désaturases, enzymes
permettant d'augmenter le taux d'insaturation de I'huile chez I'arachide. L'expression de |'un des
deux génes codant pour ces désaturases de I'arachide a été analysée par RT-PCR (Differential Display)
dans une descendance en ségrégation entre deux parents différents en termes de ratio O/L. Les
résultats ont montré une stricte correspondance entre les phénotypes a fort taux d'acide oléique et
la réduction de I'expression d'une de ces désaturases [25]. Néanmoins, pour que le caractére
controlant la haute teneur en acide oléique s'exprime, il semble que la réduction importante de
|'expression de cette désaturase doive étre accompagnée par la mutation d'une autre désaturase
[26]. Par ailleurs, les comparaisons entre I'ADN génomique de la lignée mutante F 435 et un
génotype a taux O/L normal (1,3:1) et leurs descendances obtenues par back-cross ont révélé un
polymorphisme limité a quelques séquences codantes. Ces résultats autorisent a penser qu'une
sélection assistée par marqueur permettra d'obtenir plus rapidement des lignées a forte teneur en
acide oléique [27].



La résistance a l'aflatoxine en pré-récolte

L'aflatoxine est une toxine hautement cancérigéne transmise par des champignons du sol
saprophytes du genre Aspergillus (A. flavus et A. parasiticus) extrémement fréquents dans les zones
de production surtout si ces régions sont régulierement soumises a des déficits hydrique en fin de
cycle (photo 1). Les méthodes traditionnelles de sélection mises en ceuvre depuis les années 70 n'ont
pas permis d'obtenir de variétés résistantes a |'aflatoxine. Ainsi, depuis une dizaine d'années environ,
la recherche arachidiére a recours aux biotechnologies dans ce domaine. Au niveau du champignon
des constructions de génes impliquant un géne intervenant dans la biosynthése de I'aflatoxine
comme promoteur et le gene GUS comme reporter ont été réalisées. Ces outils moléculaires ont été
utilisés afin d'identifier des agents et des composés qui inhibent la production de I'aflatoxine [28]. Le
principal résultat publié sur 'arachide concerne une étude histologique de l'infection réalisée in situ
grace a un transformant de A. parasiticus utilisant comme promoteur un précurseur de |'aflatoxine,
le géne Nor-1 [29]. Sur le mais, des transformants A. flavus-GUS ont permis d'évaluer la croissance et
le degré de l'infestation fongique [30] dans les graines et d'analyser I'expression des genes reliés a
|'aflatoxine [31].

Dans le domaine plus complexe de l'interaction hote-parasite, les essais antérieurs tentant d'associer
certains marqueurs protéiques a une résistance reconnue a l'aflatoxine ont échoué [32]. La principale
difficulté réside dans l'intervention des conditions environnementales (températures, déficit
hydrique) dans I'expression de la sensibilité des génotypes. Parmi les genes-candidats concernés par
d'éventuels essais de transformation génétique, il y a le géne codant pour la stilbéne synthase
controlant la synthése des stilbéne phytoalexines, molécules classiqguement produites en réponse a
I'infestation fongique et également au déficit hydrique [33, 34]. Certains genes codant pour des
lipoxigénases (LOXs), importante famille d'enzymes régulant le métabolisme des acides gras, sont
supposés jouer un rdole important dans l'interaction Aspergillus/graine d'arachide car les LOXs
induisent I'expression de signaux de défense des plantes comme la production d'acide jasmonique et
d'hydroperoxides [35]. Les genes codant pour certaines LOXs, ont été récemment clonés dans
I'arachide et leur expression a été étudiée dans des graines matures et immatures. Les résultats sur
la présence de certains produits d'expression suggérent que l'activation des LOXs induites par le
champignon pourraient expliquer la grande sensibilité de I'arachide a I'aflatoxine en particulier dans
les graines immatures [36]. Enfin d'autres enzymes ou protéines potentiellement anti-fongiques,
constitutives ou induites en réponse a I'attaque du champignon sont proposées. Il s'agit notamment
d'enzymes hydrolytiques comme les chitinases [37], chitosanases [38] et glucanases, d'osmotines,
d'inhibiteurs de protéases [38, 39], de deshydrogénases et de peroxidases [40]. Cependant aucune
application concrete n'est encore disponible pour assister la création variétale. Une illustration
graphique d'un montage théorique utilisant l'ingénierie génétique pour tenter d'améliorer Ia
résistance a l'aflatoxine est donné dans la figure 1.

Résistance a la sécheresse

La sécheresse est la contrainte majeure de la production arachidiere surtout dans les zones tropicales
seches ol cette culture est tres appréciée pour sa grande rusticité, ses valeurs alimentaires et
commerciales. Suivant le principe émis par Passioura [41], on considére généralement qu'un faible
nombre de genes ne peuvent permettre a eux seuls de conférer un niveau d'adaptation a la



sécheresse suffisant sur plan agronomique. En effet, la résistance a la sécheresse est un trait a
héritabilité complexe car toute une série de mécanismes (échappement, évitement, tolérance sensu
stricto) rentrent en jeu. Les réponses de la plante sont donc variées et interactives surtout chez une
espece naturellement résistante a la sécheresse comme l'arachide dont la capacité d'adaptation est
renforcée par une floraison et une croissance indéterminée.

Néanmoins, dans le cas de certaines especes comme le mais [42, 43] ou le riz [44], on a pu relier la
résistance a la sécheresse a des caracteres quantitatifs (QTLs) en utilisant un polymorphisme
moléculaire au niveau de I'ADN. Cette stratégie ne peut étre envisagée chez I'arachide du fait de la
quasi-absence de cartes génétiques. Ainsi, la voie de la génomique fonctionnelle est actuellement
explorée sur cette espéce car la compréhension des mécanismes biochimiques et génétiques de la
tolérance vraie ne peuvent que contribuer a |'efficacité de la sélection. En outre, la forte capacité de
tolérance au sens strict de I'arachide est largement connue (photo 2) [45, 46] et il a été montré qu'un
des mécanismes majeurs mis en jeu est probablement le maintien de l'intégrité membranaire [47].
Une étude récente, la premiere du genre utilisant la RT-PCR, vient d'étre publiée [48]. Elle indique
des différences moléculaires en termes de transcrits entre les plantes stressées et les irriguées au
niveau de certains génes. Plus intéressant, les résultats montrent aussi qu'en condition de stress
prolongé, certains transcrits ont été exprimés plus longtemps sur le génotype
« résistant » que sur le génotype témoin. Cependant le fait qu'aucune indication ne soit fournie sur la
nature de la résistance du génotype « résistant » ni sur la fonction des génes exprimés limite l'intérét
pratique de I'étude. Il semble plus rationnel d'utiliser la génomique fonctionnelle pour comprendre
au plan moléculaire le mécanisme de tolérance le plus connu, celui par lequel les membranes
cellulaires résistent au déficit hydrique ou tolérance protoplasmique. Cette derniére s'exprime lors
d'une sécheresse prolongée lorsque les dispositifs périphériques impliqués dans |'évitement ne
suffisent plus et que les plantes doivent supporter une déshydratation intense.

Ainsi, le Cirad ? et ses partenaires, I'Université de Paris 12 et le Ceraas ®.Coraf *, ont entrepris des
études relevant de la génomique fonctionnelle pour mettre en évidence les génes qui permettraient
d'accroitre le niveau de tolérance protoplasmique a la déshydratation. L'objectif est principalement
de développer la compréhension précise de I'expression phénotypique de ce caractére et de fournir
un outil de criblage de la variation génotypique.

Des recherches réalisées sur le niébé et le haricot par le laboratoire partenaire a Paris ont montré
gue des enzymes du catabolisme sont impliquées dans la réponse des plantes a la sécheresse. |l s'agit
d'acylhydrolases, de protéinases, d'une ascorbate peroxydase, de régulateurs de protéases et de
phospholipases [49-52]. Les ADNc codant pour ces enzymes ont été clonés et I'expression (transcrits)
des genes correspondants a été analysée. Les résultats indiquent que la sécheresse induit une
augmentation des transcrits corrélée positivement avec le degré de sensibilité de la plante au déficit
hydrique. Ainsi plus les plantes sont sensibles, plus les enzymes dégradatives sont efficaces,
conduisant a une destruction des membranes cellulaires, photosynthétiques et mitochondriales. Il
s'ensuit des carences métaboliques et une réduction de la croissance et du rendement.

Suivant le méme principe, l'identification de marqueurs moléculaires de la résistance a la sécheresse
a été entreprise sur l'arachide. La recherche des sondes « sécheresse » spécifiques de I'arachide a été
réalisée sur une variété d'arachide sénégalaise dont les caracteres adaptatifs physiologiques et



agronomiques sont connus. Des sondes spécifiques de I'arachide ont été obtenues par RT-PCR a
partir d'ARNm de cette variété et d'amorces hétérologues du niébé. Les sondes ont été clonées et
séquencées.

L'étude de la réponse de I'arachide a différents stades de déficit hydrique en termes de transcrits est
en cours (figure 2). Les ARNm ont été obtenus a partir de trois cultivars précoces parfaitement
caractérisés au plan agronomique et physiologique et présentant des niveaux différenciés de
tolérance membranaire. L'analyse des transcrits a été réalisé par RT-PCR et Northern blotting a partir
des ARNm extraits des feuilles prélevées a des niveaux différents de déficit hydrique. Les résultats de
cette étude permettront de préciser l'intensité du déficit hydrique le plus favorable a I'expression de
la variabilité phénotypique au niveau moléculaire.

En liaison avec les recherches précédentes, des travaux visant a mettre au point des outils
moléculaires pour la sélection de la résistance a l'aflatoxine en pré-récolte ont été également
entrepris. Ces recherches sont conduites dans le cadre d'un projet pluridisciplinaire de type Inco
(DG12, Bruxelles, 2001) en collaboration étroite avec I'Université de Paris 12 et le Ceraas-Coraf. Les
travaux entrepris s'appuient sur les connaissances concernant |'action puissante de la sécheresse sur
la contamination par les Aspergillus du fait de I'inhibition d'agents protecteurs (phenols,
phytoalexines) ou de protéines anti-fongiques (chitinases) [34] et de son effet sur les enzymes
régulant la dégradation des membranes cellulaires. L'objectif visé dans ce projet est la détection de
variations moléculaires utiles pour la sélection de génotypes résistants a |'aflatoxine en pré-récolte
grace a l'intégration des connaissances acquises sur le plan de la physiologie de la sécheresse et de
|'éco-physiologie des génotypes en conditions de déficit hydrique.

Notes :

! International crops research institute for Semi-Arid Tropics.

? Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement.
? Centre d'étude régional pour I'amélioration de I'adaptation a la sécheresse.

* Conseil ouest et centre africain pour la recherche et le développement agricole.
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Photo 1. Effet du déficit hydrique de fin de cycle au champ sur des graines d'arachide :

aprés 5 jours de maintien des graines en conditions d'humidité saturante et a 30 °C,
une sporulation verte due a Aspergillus flavus apparait uniquement sur les graines
issues de plantes ayant subi une sécheresse en fin de cycle. Lors de la récolte, les
gousses et les graines présentaient un aspect identique et extérieurement sain sous les
deux conditions.



Photo 2. Plants d'arachide de la variété 55-437 en pot en condition de déficit hydrique
de fin de cycle, a 5 jours de la récolte. Le potentiel hydrique foliaire de la plante
stressée, a gauche, est de 4 Mp. Si un arrosage est réalisé la plante stressée a la
capacité de reprendre un aspect turgescent, comparable a celui de la plante de droite.
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Figure 1. Schéma théorique montrant une intégration es recherches en ingénierie
génétique pour la résistance a l'aflatoxine en pré-récolte de I'arachide.
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Figure 2. Expression d'une phospholipase sur la variété Fleur 11 en fonction du stress
hydrique : m est un marqueur de taille, T est le témoin bien arrosé, S1, un stress
modeéré, S2 un stress moyen, S3, un stress sévére et R représente la plante réhydraté

apreés un stress sévere.



