
HAL Id: hal-01608724
https://hal.science/hal-01608724

Submitted on 26 May 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - NonCommercial - NoDerivatives 4.0
International License

Modifications ciblées des génomes : Apports et impacts
pour les espèces d’élevage

Alain Ducos, Bertrand Bed’Hom, Hervé Acloque, Bertrand Pain

To cite this version:
Alain Ducos, Bertrand Bed’Hom, Hervé Acloque, Bertrand Pain. Modifications ciblées des génomes :
Apports et impacts pour les espèces d’élevage. INRA Productions Animales, 2017, 30 (1), pp.3-18.
�hal-01608724�

https://hal.science/hal-01608724
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr


Les premières souris transgéniques ont
été produites dès le début des années
1980 par micro-injection de matériel
génétique exogène dans l’un des pro-
noyaux d’œufs fécondés (Gordon et
Ruddle 1981). La même technique a été
utilisée, quelques années plus tard, pour
produire les premiers animaux d’élevage
génétiquement modifiés, mammifères
(lapins, moutons et porcs ; Hammer et
al 1985), ou poissons (saumon, truite et
carpe notamment ; Zhang et al 1990, Du
et al 1992). En revanche, les spécificités
de l’embryon des espèces aviaires ont
nécessité le recours à d’autres techniques,
comme l’infection rétro- et lentivirale
d’embryons à des stades précoces du
développement, pour obtenir les premiers
poulets transgéniques à la fin des années
1980 (Bosselman et al 1989, Salter et
Crittenden 1989, Nishijima et Iijima
2013).

Entre autres limites, ces méthodes
« historiques » de transgénèse présentent
l’inconvénient majeur de ne maîtriser ni
les sites d’insertion des transgènes, ni le
nombre de copies effectivement intégrées
dans le génome des cellules ciblées
(Essalmani et al 2000), rendant les pro-
fils d’expression des transgènes généra-
lement peu prédictibles. Par exemple,
des effets de position peuvent fortement
influencer la transcription des transgènes
(Clark et al 1994). Chez la souris, la pos-

sibilité de modifier le génome de façon
précise par Recombinaison Homologue
(RH) dans des cellules Embryonnaires
Souches (ES) a été démontré dès 1989
(Capecchi 1989) et a constitué une avan-
cée scientifique majeure pour la recher-
che en biologie. La manipulation des
cellules ES reste cependant impossible
dans la plupart des espèces de mammi-
fères d’élevage, et non pertinente chez
le poulet car elle ne permet pas la trans-
mission des modifications génétiques à
la lignée germinale (Nishijima et Iijima
2013, Schusser et al 2013). 

Des approches alternatives ont donc
été recherchées et proposées. Chez les
mammifères, des modifications ciblées
de cellules somatiques en culture par
RH, suivies de clonage par transfert de
noyaux (« somatic cell nuclear transfer »,
ou SCNT) ont été réalisées. Les premiers
résultats probants ont été obtenus chez
le mouton et publiés dès 2000 (Mc Creath
et al 2000). Cependant, cette approche
demeure longue, fastidieuse, et d’une
efficacité limitée. Chez le poulet, l’utili-
sation de la RH dans des cellules germi-
nales primordiales en culture (PGC) a
permis de produire les premiers animaux
recombinants pour un locus défini d’im-
munoglobuline, mais avec une efficacité
là encore limitée (1 clone cellulaire
modifié pour 107 cellules transfectées ;
Schusser et al 2013). 

Une possibilité d’améliorer cette effi-
cacité de façon importante est apparue
avec le concept de « nucléases program-
mables », permettant de générer des
cassures double-brin au niveau de
régions précises de la séquence d’ADN
(voir la synthèse de Chandrasegaran et
Carroll 2016). Les premières techniques
basées sur ce concept (« Zinc Finger
Nucleases » ou ZFN en 1996, « Trans-
cription Activator-Like Effector Nuclease »
ou TALEN en 2010), malgré leur effica-
cité avérée, sont toutefois d’utilisation
délicate, du fait notamment de la com-
plexité de leur élaboration et de leur
coût élevé. Une avancée décisive a eu
lieu avec le développement de la tech-
nique CRISPR-Cas9 (Jinek et al 2012),
beaucoup plus simple en termes de
conception et d’utilisation, moins coûteuse,
et, de ce fait, bien plus accessible (Jo et
al 2015). À ce jour, son efficacité a été
démontrée dans plus de 40 espèces
(Haeussler et Concordet 2016), et ses
perspectives d’utilisation sont considé-
rables (Hsu et al 2014).

Dans la suite de cet article, nous pré-
senterons les principes généraux de
cette méthode d’ingénierie ciblée des
génomes, considérée par d’aucuns comme
une révolution dans le monde de la bio-
logie (Ledford 2015a, Lander 2016).
Ses applications en recherche fondamen-
tale et médicale, en ingénierie écologique
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Modifications ciblées des génomes : 
apports et impacts pour les espèces 
d’élevage

La technique CRISPR-Cas9 permet de modifier les génomes de façon fine et efficace. Elle
ouvre de nouvelles perspectives pour le développement de lignées d’animaux génétiquement
modifiés. Si des applications a priori intéressantes sont envisagées dans les filières de
productions animales, notamment dans le domaine de la santé, ces nouvelles techniques
posent également de nombreuses questions d'ordre scientifique, éthique, réglementaire,
économique et stratégique1.

1 Un extrait de cette revue sera présenté lors des Journées de la Recherche Avicole et Palmipèdes à Foie Gras (Tours) le 6 avril 2017.
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ou dans certains domaines industriels
particuliers (pharmacie, biotechnologies
blanches...) seront évoquées brièvement,
avant de présenter plus longuement son
utilisation à des fins agronomiques (filiè-
res de productions animales). Les limi-
tes de cette technique, les questions
qu’elle soulève (aspects éthiques, régle-
mentaires, économiques ...) seront éga-
lement présentées et discutées.

1 / Présentation de la tech-
nique CRISPR-Cas 9

1.1 / CRISPR-Cas9 : un système
immunitaire bactérien

CRISPR est l’acronyme de « Clustered
Regularly Interspersed Short Palindromic
Repeats » : séquences répétées palindro-
miques courtes (30 bases) regroupées et
régulièrement intercalées avec d’autres
séquences qualifiées de « spacers »,
vestiges de séquences de bactériophages
ou de plasmides, d’environ 36 bases. Ce
type particulier de motif a été observé
dès la fin des années 1980 dans le génome
d’Escherichia coli, puis, rapidement, dans
de nombreuses autres espèces de bacté-
ries et d’archées. L’évolution des connais-
sances dans ce domaine est bien résumée
par Lander (2016). Des gènes codant des
protéines aux fonctions variées (hélica-
ses, exonucléases...) ont été identifiés à
proximité de ces séquences CRISPR.
Ces gènes « Cas », pour « CRISPR-
associated genes », dont le gène Cas9,
sont directement liés à la fonction de ces
système biologiques (immunité adapta-
tive chez les procaryotes, voir la synthèse
de Marraffini 2015).

1.2 / CRISPR-Cas9 : un outil
révolutionnaire d’ingénierie ciblée
des génomes

Les travaux de microbiologie molécu-
laire ont permis des progrès importants
dans notre compréhension du fonction-
nement de ces systèmes. Cependant, si
CRISPR-Cas9 induit une telle efferves-
cence depuis quelques années dans la
communauté scientifique, et bien au-
delà, c’est en raison de son utilisation
possible pour générer des cassures au
niveau de régions très précises de l’ADN,
dans potentiellement tout type de cellu-
les : animales, végétales, microbiennes.
L’idée initiale de « détourner » ce sys-
tème bactérien pour en faire un outil
d’ingénierie ciblée des génomes, ainsi
que les premières preuves de concepts,
sont à porter au crédit de plusieurs scien-
tifiques très médiatisés ces derniers
temps, comme, d’une part, le tandem
Emmanuelle Charpentier et Jennifer
Doudna (Doudna et Charpentier 2014),
et, d’autre part, Feng Zhang (Zhang

2015). Ces chercheurs et leurs institu-
tions respectives s’opposent frontalement
depuis quelques années pour revendiquer
la paternité du système (« guerre des
brevets », Ledford 2016). Cette opposi-
tion, qui atteint des proportions inédites,
pourrait avoir des conséquences sur les
utilisations scientifiques et commercia-
les futures de ces systèmes (Egelie et al
2016).

a) CRISPR-Cas9 : principes généraux 

Le principe général de l’outil CRISPR-
Cas9 est relativement simple, et schéma-
tisé sur la figure 1. Comme c’était déjà
le cas pour ZFN ou TALEN, CRISPR-
Cas9 est constitué de deux composants
principaux : un dispositif (ou domaine)
de « guidage », permettant la reconnais-
sance par hybridation d’une séquence
cible sur le génome de la cellule à modi-
fier, et un domaine de « clivage » enzy-
matique, générant des cassures double-
brin de la molécule d’ADN au niveau de
la (ou des) région(s) ciblée(s) (on parle
de « ciseaux moléculaires »). 

Deux éléments principaux différencient
CRISPR-Cas9 des systèmes antérieurs
ZFN et TALEN. Le premier est la nature
du dispositif de guidage. Dans le cas de
CRISPR-Cas9, ce dispositif est constitué
d’une simple molécule d’ARN guide, ou
sgRNA, dont une partie permet l’asso-
ciation à l’enzyme Cas9, et une vingtaine
de bases sont complémentaires de la
séquence cible. Dans le cas de ZFN ou
TALEN, le dispositif de guidage est un
complexe protéique, plus difficile à pro-
duire. L’autre élément de différenciation
est la nature de l’enzyme associée au
dispositif de guidage : Cas9 dans le cas
des premiers systèmes CRISPR, Fok I
dans le cas de ZFN ou TALEN. 

La première Cas9 avait été obtenue à
partir de Streptococcus pyogenes.
Aujourd’hui, de nouvelles nucléases
similaires sont identifiées, comme la
protéine Cas9 de Staphylococcus aureus,
qui est plus courte, donc plus facile à
délivrer aux cellules (Ran et al 2015),
ou les enzymes Cpf1 d’Acidaminococcus
et Lachnospiraceae (Zetsche et al 2015),
élargissant la palette d’outils utilisables
par les chercheurs. Les systèmes CRISPR-
Cas9 sont globalement plus simples et
plus rapides à développer et à tester que
ZFN ou TALEN. Comme l’illustrent
certains exemples détaillés plus loin, ils
sont aussi sensiblement plus efficaces et
offrent la possibilité de « multiplexage »
(modification simultanée de plusieurs
cibles du génome), ce qui était beaucoup
plus difficile à envisager avec ZFN ou
TALEN (Bao et al 2016). 

Dans le processus de modification
ciblée par les nucléases programmables,
une fois la cassure double-brin générée
au niveau de la (des) séquence(s) cible(s),
deux voies de réparation par la cellule
sont possibles (figure 2). La première
(NHEJ, pour « Non Homologous End
Joining », ou ligation non-homologue
des extrémités) consiste en un simple
ajout ou excision de bases sur chacun
des brins à l’endroit de la coupure. Si
cette dernière est induite au niveau d’une
région codante (gène), les courtes inser-
tions/délétions générées par la répara-
tion (un à quelques nucléotides) induisent
classiquement un décalage du cadre de
lecture (mutation « frameshift ») condui-
sant à l’inactivation, ou « knock-out »
(KO), de ce gène. L’autre voie de répa-
ration (HDR, pour « Homology Directed
Repair », ou réparation par recombinai-
son homologue) est possible si un
modèle d’ADN est apporté à la cellule

Figure 1. Principe général de la technique CRISPR-Cas9 : l’enzyme induisant des
cassures double-brin (Cas9) est dirigée vers une séquence très précise de l’ADN
cible par l’intermédiaire d’un ARN guide.



en même temps que le système CRISPR-
Cas9. Il peut s’agir d’un gène de la
même espèce, avec, par exemple, une
variation de séquence intéressante, ou
un gène d’une autre espèce. Ce modèle

peut être inséré à l’endroit de la cassure
par des mécanismes de recombinaison
homologue, et induire une (des) fonc-
tion(s) particulière(s) chez la cellule
modifiée (modification knock-in, ou KI). 

L’efficacité de CRISPR-Cas9 est supé-
rieure, voire très supérieure, à celle des
systèmes antérieurs (Wang et al 2016).
Elle est le plus souvent élevée pour
générer des KO de gènes (voie de répa-
ration NHEJ). Elle est en revanche géné-
ralement moindre pour réaliser des KI,
les évènements de recombinaison homo-
logue restant assez rares, et pouvant par
ailleurs s’accompagner d’insertions/
délétions indésirables (Paquet et al
2016). Des efforts de recherche impor-
tants sont actuellement réalisés pour
tenter d’améliorer l’efficacité (le rende-
ment) des modifications KI (par la voie
HDR). L’utilisation d’inhibiteurs de la
voie de réparation concurrente (NHEJ)
est une piste explorée avec un certain
succès par différents groupes de recher-
che (voir par exemple Chu et al 2015 ou
Maruyama et al 2015).

b) CRISPR-Cas9 : stratégies de pro-
création d’individus génétiquement
modifiés

Les composants du système CRISPR-
Cas9 peuvent être délivrés dans les cel-
lules à modifier (cellules somatiques en
culture, cellules souches pluripotentes
induites, ou iPS, cellules embryonnai-
res...) de différentes façons : i) à l’aide
de vecteurs viraux ; ii) par électropora-
tion ou micro-injection de plasmides
d’expression, de transposons ou d’ARN
messager ; iii) à l’aide de systèmes phy-
siques (nanoparticules) ; voir pour plus
de détails les revues de Ran et al (2013a),
Jo et al (2015), Sato et al (2016), et
Komor et al (2017). 

Les mammifères génétiquement modi-
fiés ont été principalement produits, jus-
qu’à présent, à l’aide des stratégies sui-
vantes : i) micro-injection pronucléaire
dans des embryons produits par fécon-
dation in vitro, suivie du transfert des
embryons modifiés dans des femelles
receveuses ; cette stratégie impose de
vérifier la présence des modifications
souhaitées chez les descendants, et
peut conduire à des cas de mosaïcisme ;
ii) modification de cellules somatiques
en culture, sélection (criblage) des clones
cellulaires ayant les modifications sou-
haitées, et production d’animaux modi-
fiés à partir de ces cellules par SCNT
(voir pour plus de détails la revue de
Menchaca et al 2016). 

Chez le poulet, les PGC (« primordial
germ cells ») constituent un matériau de
choix pour la procréation d’individus
génétiquement modifiés (Schusser et al
2013). Ces cellules, précurseurs des
gamètes, présentent la particularité de
migrer, via la circulation sanguine, du
croissant germinal jusqu’aux crêtes
génitales, et colonisent les gonades en
formation (Doran et al 2016). Elles peu-
vent être collectées, soit à partir du sang
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Figure 2. Mécanismes de réparation de la cassure double-brin (d’après Maxmen
2015).
A) Réparation de la cassure double-brin par non-homologous end joining (NHEJ) :
cette voie de réparation induit des insertions/délétions au niveau du point de cassure ;
si celui-ci est situé dans un gène, le résultat peut être son inactivation (knock-out,
ou KO).
B) Réparation de la cassure double-brin par homology directed repair (HDR) : cette
voie de réparation permet l’insertion, à l’endroit de la cassure double-brin, d’une
séquence « modèle », par des mécanismes de recombinaison homologue ; elle
permet d’induire une (des) fonction(s) nouvelle(s) au niveau de la cellule (knock-in,
ou KI).



circulant d’un embryon de deux jours,
soit à partir des gonades embryonnaires
(6-8 jours de développement), et utili-
sées pour initier des cultures cellulaires
à long terme. Ces PGC en culture peu-
vent être génétiquement modifiées, puis
réinjectées au troisième jour d’incuba-
tion dans la circulation sanguine d’autres
embryons. Ceci permet de générer des
individus chimériques (G0), utilisés pour
produire des descendants (G1, G2...)
ayant intégré la (ou les) modification(s)
dans l’ensemble de leurs cellules, à l’état
hétérozygote (G1) ou homozygote (G2)
(van de Lavoir et al 2006, Nishijima et
Iijima 2013). Une approche encore plus
simple, consistant à transfecter directe-
ment les PGC in vivo, a été récemment
proposée et validée par Tyack et al
(2013). Elle permet de s’affranchir des
délicates étapes de culture cellulaire et
ouvre des perspectives intéressantes,
notamment pour les espèces aviaires
autres que le poulet (Doran et al 2016).
Cependant, avec ce type d’approche, le
contrôle des évènements de modifica-
tion ne peut se faire qu’au niveau de
l’animal, comme dans le cas de la
micro-injection pronucléaire chez les
mammifères. Le criblage des modifica-
tions souhaitées est donc plus difficile
qu’à partir d’une culture cellulaire.

Chez les poissons, la technique la plus
communément utilisée jusqu’à présent
est la micro-injection dans des embryons
au stade 1-4 cellule(s). 

2 / Utilisations de la technique
CRISPR-Cas 9

2.1 / Panorama général

Le caractère révolutionnaire de la
technologie CRISPR-Cas9 tient notam-
ment au spectre extrêmement large de
ses applications, déjà testées ou poten-
tielles. Celles-ci sont bien décrites dans
Doudna et Charpentier 2014, Hsu et al
2014, ou Ledford 2015a. 

CRISPR-Cas9 est, avant tout, un outil
de plus en plus incontournable en
recherche fondamentale, permettant
d’aborder de nouvelles questions scien-
tifiques, ou de s’intéresser à d’autres,
plus anciennes, de façon plus efficace
et/ou approfondie (voir la synthèse au
tableau 1). CRISPR-Cas9 permet, par
exemple, d’étudier efficacement les
relations génotype-phénotype via la
réalisation de cribles fonctionnels (perte
ou gain de fonction) à haut débit (voir
la revue de Shalem et al 2015). L’utili-
sation de formes désactivées de Cas9
(dCas9), ayant perdu la faculté de cou-
per l’ADN, mais pouvant toujours s’as-
socier à des régions précises par l’inter-
médiaire du sgRNA, est par ailleurs

devenue une méthode de choix pour
visualiser des régions génomiques parti-
culières au sein de cellules vivantes
(dCas9 fusionnée avec des protéines
fluorescentes ; Ma et al 2015). Ces for-
mes désactivées dCas9 constituent aussi
des outils extrêmement précis et souples
pour étudier les mécanismes de régula-
tion de l’expression génique. Mandegar
et al 2016, par exemple, ont récemment
montré que la fusion de dCas9 avec un
domaine de répression KRAB permet-
tait d’inhiber de façon spécifique et
réversible l’expression de gènes dans
des cellules iPS (CRISPR-based interfe-
rence, ou CRISPRi). Le même principe
peut être mis en œuvre pour étudier les
mécanismes de régulation mettant en jeu
des phénomènes épigénétiques (dCas9
couplée à des modulateurs épigénétiques,
par exemple des enzymes méthyltrans-
férases ; « epigenome editing », voir la
synthèse de Kungulovski et Jeltsch 2016).

CRISPR-Cas9 ouvre également des
perspectives extrêmement importantes
dans le domaine de la thérapie génique
et cellulaire humaine, en facilitant les
modifications de cellules somatiques,
iPS, voire embryonnaires : élimination
ou correction de variations délétères ou
pathologiques, addition de gènes théra-
peutiques (voir la revue de Maeder et
Gerbach 2016). Des travaux permettant
d’améliorer la précision et l’innocuité
de ces approches sont néanmoins néces-
saires pour ce type d’application. Ceci
fait actuellement l’objet de très gros
efforts de recherche, qui visent notam-
ment à réduire les modifications « hors-
cibles » (voir par exemple Doench et al
2016, Kleinstiver et al 2016, Paquet et al
2016 ou la revue de Komor et al 2017),
à introduire spécifiquement des modifi-
cations homozygotes ou hétérozygotes
(Paquet et al 2016), ou à améliorer l’ef-
ficacité et l’innocuité des vecteurs utili-
sés pour délivrer le système de modifi-
cation aux cellules (Nelson et Gerbach
2016). Une nouvelle méthode permet-
tant de modifier de façon irréversible
des bases uniques de l’ADN, C vers T
ou G vers A (« base editing »), sans géné-
rer de cassure double-brin dans la séquen-
ce cible, a été récemment proposée
(Komor et al 2016). Elle permet d’envi-
sager une correction beaucoup plus fine
des variations ponctuelles associées à
des pathologies humaines ou animales.
Elle facilite également le multiplexage
(modification simultanée de plusieurs
régions), et devrait donc permettre d’éva-
luer plus efficacement la contribution
des variants génétiques aux phénotypes
cellulaires et tissulaires.

La technique CRISPR-Cas9 peut éga-
lement être employée pour modifier le
génome de microorganismes (bactéries,
levures) utilisés pour la production indus-
trielle de produits chimiques, pharma-

ceutiques, de polymères ou de carbu-
rants à partir de biomasse, source très
importante de carbone renouvelable (bio-
technologies blanches ; voir par exemple
Estrela et Cate 2016). 

Elle permet aussi l’élaboration de sys-
tèmes dits de « gene drive » (appelés
aussi systèmes de « guidage » ou « for-
çage » génétique, ou encore d’hérédité
« supermendélienne »). Ces derniers
permettent de modifier très rapidement,
en quelques générations seulement, un
ou des gène(s) cible(s) dans des popula-
tions entières. Si, par exemple, les gènes
inactivés sont indispensables à la repro-
duction de l’espèce, cela peut conduire
à son éradication. Ceci a été testé avec
succès pour différentes espèces d’insec-
tes vecteurs de maladies majeures chez
l’Homme, dont le paludisme, respon-
sable de plus de 500 000 morts par an
(Hammond et al 2016). Les mêmes
approches pourraient constituer des
moyens de lutte efficaces contre certaines
espèces invasives, devenues résistantes
à des insecticides, herbicides, anthelmin-
thiques, par exemple (voir la revue de
Champer et al 2016).

CRISPR-Cas9 peut enfin être utilisée
pour modifier le génome de plantes,
modèles ou cultivées (Khatodia et al
2016), ou celui d’animaux d’élevage,
avec des visées biomédicales ou agro-
nomiques. Dans le domaine biomédical,
on pense à la création de nouveaux modè-
les animaux de pathologies humaines
plus pertinents que la souris (Whitelaw
et al 2015) ou à la production de gref-
fons, en particulier porcins, pour la xéno-
transplantation (Niemann et Petersen
2016). Les applications agronomiques
envisagées sont présentées plus en détail
dans le chapitre suivant.

2.2 / Applications agronomiques de
CRISPR-Cas9 (animaux d’élevage)

Produire des animaux génétiquement
modifiés pour « nourrir l’humanité »
n’est pas une idée récente (Houdebine
1998, 2005). De nombreux travaux de
recherche ont été conduits dans le passé
dans ce domaine (voir la revue de
Fahrenkrug et al 2010). La production
de certaines lignées, comme par exem-
ple le saumon Aquadvantage®, présen-
tant une vitesse de croissance doublée
par rapport au témoin sauvage (Ledford
2015b), ou le porc Enviropig®, permet-
tant de réduire de 75% les émissions de
phosphore dans les lisiers, (Golovan et
al 2001), a attiré l’attention de la com-
munauté scientifique et du grand public,
et suscité certaines controverses (Clausen
et Longo 2012). La commercialisation
de variétés de plantes génétiquement
modifiées est chose commune dans cer-
taines régions du monde depuis le milieu
des années 1990 : en 2014, 181,5 millions
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d’hectares, soit 13% des terres arables à
l’échelle mondiale étaient cultivés par
18 millions d’agriculteurs de 28 pays
avec des plantes génétiquement modi-
fiées (Lucht 2015). La situation est très
différente pour les espèces animales. Le
saumon Aquadvantage® est actuellement
la seule lignée transgénique à bénéficier
d’une autorisation de commercialisation,
délivrée fin 2015 par l’administration
américaine, après 20 ans de procédures
(Ledford 2015b). 

Les raisons expliquant ce fort contraste
entre plantes et animaux sont nombreu-
ses. Certaines sont liées à des questions
d’acceptabilité de ce type de produits
par les consommateurs. D’autres sont
d’ordre scientifique et/ou technique :
jusqu’à une période récente, les métho-
des disponibles dans le règne animal
étaient insuffisamment précises, ne per-
mettant pas de maîtriser avec suffisam-
ment de garantie l’ensemble des effets
liés aux modifications induites, et/ou

trop complexes à mettre en œuvre. Peu
d’applications pertinentes étaient à un
stade de développement suffisamment
avancé pour justifier le passage à une
échelle commerciale. D’autres explica-
tions, enfin, sont d’ordre économique :
coût très élevé du développement et de
l’entretien de lignées d’animaux généti-
quement modifiés, en raison, notam-
ment, de la faible efficacité des tech-
niques disponibles, expliquant la finalité
« biomédicale » de beaucoup de projets
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Modifications par des cassures ciblées dans l’ADN 

Fonction Description Applications Références 

Cassure ciblée 
double-brin 

L’activité nucléase de Cas9 produit 
des cassures double-brin au niveau 
des séquences homologues à celle 
de l’ARN guide 

Invalidation de gènes par NHEJ (1) 

Insertion ciblée de séquence par KI (2) 

ou édition de bases par RH (3) 

Multiplexage possible 

Jinek et al (2012) 
Cong et al (2013) 
 

Cassure ciblée 
simple-brin 

Une mutation de Cas9 transforme son 
activité nucléase en activité nickase, 
permettant des cassures simple-brin 
au niveau des séquences 
homologues à celle de l’ARN guide 

Les cassures simple-brin augmentent 
la fréquence de RH 
La combinaison de deux cassures 
simples par deux ARN guides 
augmente la spécificité 

Ran et al (2013b) 
Mali et al (2013) 

Screening 
fonctionnel 

Une librairie de milliers de plasmides, 
chacun codant un ARN guide ciblant 
un gène différent, permet d’identifier 
les gènes importants pour le contrôle 
d’un phénotype donné 

Identifier des gènes importants pour 
un phénotype donné, en réponse à un 
stress, une infection, etc 

Chen et al (2015) 
Wang et al (2015) 
Shalem et al (2015) 

Modifications ciblées sans cassure au niveau de l’ADN 

Fonction Description Applications Références 

Réprimer ou 
activer la 
transcription 

Utilisation d’une Cas9 mutée (4) mais 
se fixant sur l’ADN au niveau de la 
séquence cible 
Cas9 peut également être fusionnée 
avec des protéines inhibant ou 
activant la transcription 

Occupation spatiale de sites de 
fixations pour des facteurs régulant la 
transcription. 
Activation ou inhibition ciblée de la 
transcription 

Gilbert et al (2014) 
Gilbert et al (2013) 
Kearns et al (2014) 
Konermann et al (2015) 

Editer sans 
casser 

Une Cas9 mutée est fusionnée avec 
une enzyme qui déamine les cytidines 
Les cytidines à proximité de la 
séquence homologue de l’ARN guide 
sont transformées en uridine 

Base editing : substitution C vers T 
(ou G vers A) 
L’efficacité est cependant fonction du 
contexte  

Komor et al (2016) 

Méthyler ou 
déméthyler 
l’ADN  

Une Cas9 mutée est fusionnée avec 
une méthyltransférase de l’ADN 
(méthylation) ou une enzyme TET 
(déméthylation) 
La méthylation des CpG autour de la 
séquence homologue de l’ARN guide 
est modifiée en relation avec 
l’enzyme utilisée 

Méthylation ou déméthylation ciblée 
de l’ADN 
Activation ou répression de 
promoteurs, modification d’épi-allèles, 
etc 

Amabile et al (2016)  
Liu et al (2016) 

Visualiser des 
régions 
génomiques 

Une Cas9 mutée est fusionnée avec 
une protéine fluorescente 
Les séquences homologues du ou 
des ARN guides sont visualisables en 
microscopie à fluorescence 

Visualisation dans des cellules 
vivantes de régions génomiques 
ciblées.  
Visualisation de régions d’ADN en 
interactions 
 

Chen et al (2013) 
Ma et al (2015) 
Nelles et al (2016) 
Ochai et al (2015) 

Isoler un 
complexe 
contenant une 
séquence 
d’ADN cible 

Une Cas9 mutée est fusionnée avec 
un épitope immunogène 
Les complexes contenant la 
séquence homologue du ou des ARN 
guide peuvent être purifiés par 
immuno-affinité 

Etudier des interactions 
ADN/Protéines, ADN/ADN ou 
ADN/ARN, etc 

Fujita et Fujii (2013) 

 
(1) NHEJ : Non Homologous End Joining, ou ligation non-homologue des extrémités ; (2) KI : knock-in, ou 
modification « gain de fonction » ; (3) RH : recombinaison homologue ; (4) : Cas9 mutée : protéine dont la fonction 
de clivage de l’ADN a été inactivée. 
 

Tableau 1. Applications pour la recherche de la technique CRISPR-Cas9.
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entrepris jusqu’alors. Cependant, les
avancées spectaculaires en termes de
connaissance des génomes (voir par
exemple Daetwiller et al 2014), et la
rupture technologique que représente
CRISPR-Cas9, ont induit une explosion
des travaux d’ingénierie des génomes
animaux au cours des dernières années
(Tan et al 2016). Ceci, accompagné d’une
forte mobilisation de certains leaders
d’opinion, est probablement de nature à
faire évoluer la situation au cours des
années à venir : voir par exemple l’édi-
torial du N° 48 (103) de Nature Genetics
paru le 27 janvier 2016, la lettre à l’édi-
teur de Nature Biotechnology (Caroll et
al 2016), ou l’opinion de Murray et
Maga (2016), publiée dans un récent
numéro de PNAS (29 mars 2016). La
multiplication des congrès, colloques et
workshops, sur ce thème2,3, ou la lettre
signée par 109 lauréats du Prix Nobel à
la direction de Greenpeace4, enjoignant
ces derniers à mettre un terme à leurs
campagnes d’opposition aux OGM, les
assimilant à un « crime contre l’huma-
nité » (sic), témoignent aussi de la volonté
d’une partie du monde scientifique de
profiter de l’avènement des nouvelles
techniques (NBT : « New Breeding
Techniques ») pour s’engager plus réso-
lument dans le développement d’organis-
mes génétiquement modifiés, y compris
animaux.

Il serait impossible de citer ici l’ensem-
ble des travaux entrepris à ce jour. Une
liste des modifications réalisées dans les
espèces bovine, ovine, caprine et porcine
à l’aide des nucléases programmables
ZFN, TALEN et CRISPR-Cas9, et
publiées avant fin 2015, a été établie par
Tan et al (2016). Une synthèse des réali-
sations et des perspectives concernant
les espèces aviaires a été récemment
proposée par Doran et al (2016).
L’ensemble des applications envisagées
pour les espèces animales est également
bien résumé et mis en perspective dans
le texte de Reardon (2016) : « The CRISPR
zoo ». Nous n’évoquerons de façon
détaillée dans la suite de ce texte que
quelques travaux illustrant bien certains
types d’applications régulièrement mises
en avant par les promoteurs de ces tech-
nologies, parce que plus faciles à justi-
fier auprès de la société que d’autres, ou
répondant à certaines critiques classi-
quement adressées par une partie de la
société au secteur de l’élevage (Delanoue
et Roguet 2015) : i) les modifications
ciblées du génome visant à améliorer la
santé des animaux d’élevage, qu’on ne
peut dissocier de celle de l’Homme
(concept « One Health », Zinsstag et al
2011), ii) celles permettant de ne plus

recourir à des pratiques d’élevage très
mal perçues car altérant le bien-être des
animaux, et iii) celles visant à modifier
les caractéristiques des produits animaux
(lait, œufs, viande) dans une perspective
d’amélioration de la nutrition et de la
santé de l’Homme. Une application
potentiellement intéressante chez des
poissons d’élevage sera également évo-
quée en fin de chapitre.

a) Modifications ciblées du génome visant
à améliorer la santé des animaux d’élevage

La gestion des problèmes de santé
en élevage est un sujet complexe. Un
consensus assez large existe néanmoins
pour considérer que les approches les
plus efficaces et durables sont celles
mobilisant de façon complémentaire
différents leviers d’action : amélioration
des conditions d’élevage (logement, ali-
mentation, protections sanitaires...), uti-
lisation raisonnée des vaccins et des
médicaments pour éviter l’apparition
trop rapide de résistances, et sélection
d’animaux présentant une robustesse
naturelle face aux maladies (enjeux du
métaprogramme INRA GISA, Gestion
Intégrée de la Santé des Animaux,
http://www.gisa.inra.fr). 

Les méthodes de sélection fondées
sur l’exploitation de la variabilité géné-
tique existant au sein des populations,
incluant donc la sélection assistée par
marqueurs ou la sélection génomique,
ont d’ores et déjà permis d’obtenir des
résultats très probants en matière de
résistance génétique à certaines patho-
logies infectieuses d’importance écono-
mique majeure en élevage : mammites
chez les ruminants laitiers (Sender et al
2013, Riggio et Portolano 2015), trem-
blante ovine, helminthoses et autres
maladies infectieuses chez les petits
ruminants (Elsen et al 1999, Bishop
2015), par exemple. Mais les méthodes
d’ingénierie ciblée des génomes, com-
plémentaires, ouvrent d’autres perspecti-
ves qui doivent être considérées. Quelques
exemples sont développés ci-dessous.

Chez les bovins, une équipe chinoise
a récemment produit, en modifiant des
fibroblastes fœtaux en culture à l’aide
de la technologie ZFN, puis par clonage
SCNT, cinq animaux transgéniques pro-
duisant dans leur glande mammaire le
lysozyme et la lactoferrine humaines, deux
protéines disposant de propriétés anti-
microbiennes et sécrétées naturellement
dans la salive ou le lait (Liu et al 2014).
Suite à l’inoculation intra-mammaire
expérimentale de germes pathogènes
(Staphylococcus aureus, Streptococcus

agalactiae et Escherichia coli), ces ani-
maux, contrairement aux témoins, n’ont
présenté aucune infection (bactériémies
négatives), ni aucun signe clinique,
démontrant la validité du concept (stra-
tégie potentiellement efficace de lutte
contre les mammites).

Le syndrome dysgénésique et respira-
toire porcin (SDRP, ou PRRS en anglais)
est la maladie ayant les répercussions
économiques les plus importantes en éle-
vage porcin à l’échelle mondiale. Aux
USA, où sévissent les souches virales
les plus pathogènes (génotype 2, que l’on
trouve aussi en Asie), le coût annuel est
estimé à plus de 600 M$ (Whitworth et
al 2014). Le contrôle de cette maladie
se révèle très difficile, en raison de l’ex-
trême variabilité du virus. Les souches
vaccinales sont généralement différentes
des souches sévissant dans les élevages,
limitant l’efficacité des vaccins. Les
études physiopathologiques réalisées il
y a quelques années ont montré un tro-
pisme très étroit du virus PRRSV pour
les macrophages, une des portes d’entrée
du PRRSV dans la cellule étant la pro-
téine CD163 (Van Breedam et al 2010).
L’invalidation du gène codant cette pro-
téine chez des animaux expérimentaux
a été entreprise par un groupe de cher-
cheurs de l’Université du Missouri,
financé en partie par l’entreprise Genus,
leader mondial de la sélection porcine.
Des zygotes produits par fécondation in
vitro ont pour cela subi une micro-injection
(ARN messager de Cas9 et sgRNA),
induisant la modification d’un ou des
deux allèles du gène ciblé dans 100%
des blastocystes étudiés (Whitworth et
al 2014). Après transfert des embryons
modifiés, plusieurs porcelets ayant leurs
deux copies inactivées (notés CD163 -/-),
homozygotes ou hétérozygotes compo-
sites, ont été obtenus. Trois d’entre eux,
accompagnés de 8 témoins, ont été
transférés dans des installations ad hoc
de la « Kansas State University », sou-
mis à une infection expérimentale, et
suivis cliniquement pendant 35 jours.
Tous les animaux témoins ont présenté
des signes cliniques caractéristiques de
la maladie (avec un pic entre J5 et J14).
À l’inverse, et en dépit d’une exposition
permanente due à la cohabitation avec
les témoins, les 3 animaux CD163 -/-
ont conservé une virémie nulle sur l’en-
semble de la période. Ces animaux
n’ont par ailleurs montré aucune répon-
se anticorps ni aucun signe clinique
(Whitworth et al 2016). Pour pallier
d’éventuels troubles physiologiques et/ou
de santé liés à la perte totale par l’orga-
nisme de la protéine CD163, des cher-
cheurs du Roslin Institute à Edinburgh

2 http://lage.usu.edu
3 http://www.nib.ac.uk/event/genome-editing-and-the-future-of-farming/
4 http://supportprecisionagriculture.org/nobel-laureate-gmo-letter_rjr.html



ont récemment produit de nouveaux por-
celets dont la protéine a été simplement
amputée de son domaine SRCR5 per-
mettant l’interaction avec le virus (par
délétion de l’exon 7 du gène ; Burkard
et al 2017). Ces porcelets, suivis pendant
plusieurs mois, présentaient des vitesses
de croissance et des paramètres sanguins
normaux. Des tests in vitro ont par ailleurs
montré une activité biologique normale
de la protéine CD163 modifiée, et une
résistance complète des macrophages à
l’infection par des virus de différents
génotypes. Ces différentes études, rela-
tivement convaincantes, n’évaluaient
toutefois pas si le PRRSV peut utiliser
d’autres voies d’entrée dans les macro-
phages pulmonaires, comme le suggère
une publication récente (Doeschl-Wilson
et al 2016). 

D’autres maladies d’origine virale ont
un fort potentiel zoonotique. C’est le
cas en particulier de l’influenza aviaire,
maladie pour laquelle le contrôle vacci-
nal (interdit chez les volailles en France),
ou par des méthodes de biosécurité, est
également difficile. Rendre les animaux
résistants à ce type de virus, en recou-
rant éventuellement à des méthodes d’in-
génierie génétique, est donc potentielle-
ment intéressant pour l’économie des
filières agricoles concernées, mais éga-
lement en termes de santé publique.
C’est avec cet objectif que Lyall et al
(2011), de l’Université de Cambridge,
en association avec le Roslin Institute,
Université d’Edinburgh, ont imaginé un
système de résistance au virus fondé sur
l’interférence à ARN. L’idée générale
de leurs travaux consistait à intégrer
dans le génome de poulets, à l’aide de
vecteurs lentiviraux, des transgènes expri-
mant une courte séquence d’ARN en
épingle à cheveux (shRNA, short-hairpin
RNA). Cet ARN, transcrit par les cellules
des animaux transgéniques, était conçu
pour fonctionner comme un leurre, atti-
rant et bloquant la polymérase du virus,
perturbant donc la réplication de ce der-
nier. Dans ces travaux fondateurs, publiés
en 2011, tous les animaux transgéniques
infectés expérimentalement par une
souche virale hautement pathogène ont
succombé à l’infection. Cependant, la
transmission du virus à d’autres animaux,
transgéniques ou non, élevés en contact
étroit avec les animaux infectés, a pu
être évitée. Ce résultat montre la perti-
nence de ce type d’approche pour contrô-
ler la propagation de la maladie au sein
d’élevages ou de territoires. Les ani-
maux transgéniques de Lyall et al (2011)
ont été produits à l’aide de méthodes de
transgénèse antérieures à CRISPR-Cas9
(transduction du shRNA à l’aide d’un
vecteur lentiviral dans des embryons
d’œufs fraichement pondus). Un jeune
coq produisant le transgène dans sa
semence a été utilisé pour procréer des
descendants ayant intégré la même copie

unique du transgène sur leur chromoso-
me 2. D’autres travaux du même type
pourraient être réalisés avec une préci-
sion et une efficacité accrue en mobili-
sant les techniques les plus récentes de
modifications ciblées (CRISPR-Cas9). 

b) Modifications ciblées du génome
permettant de ne plus recourir à certaines
pratiques d’élevage

Certaines pratiques d’élevage (castra-
tion, gavage, écornage, élimination de
poussins...) font l’objet de campagnes
de dénonciations virulentes organisées
par certaines associations défendant la
cause animale (L214 notamment). Une
conséquence de ces campagnes est que
le souhait d’abandonner ces pratiques
est de plus en plus partagé au sein de la
société. Leur abandon peut passer par
une évolution des systèmes et des pra-
tiques d’élevage, et/ou par une réorgani-
sation des filières (alternatives au gava-
ge : voir par exemple Guy et al 2013 ;
alternatives à la castration chirurgicale
des porcelets : voir par exemple von
Borell et al 2009). Cependant, dans ce
domaine également, l’ingénierie ciblée
des génomes peut être une option a priori
séduisante. Deux exemples sont déve-
loppés ci-dessous.

L’écornage des animaux est une pra-
tique utilisée depuis fort longtemps en
élevage bovin. Les cornes sont néces-
saires aux bovidés sauvages pour s’ali-
menter (débroussaillage) et se défendre
contre les prédateurs. Mais, dans le
contexte actuel de l’élevage, avec un
usage très répandu de la stabulation
libre, elles présentent de nombreux
inconvénients qui, pour beaucoup d’éle-
veurs, justifient leur élimination : accès
plus difficile aux cornadis, à la salle de
traite ou aux robots, danger pour les
congénères, pour les éleveurs, les vété-
rinaires, les inséminateurs, risque d’en-
dommagement des équipements d’éle-
vage, etc. Cette élimination peut être
réalisée à l’âge adulte, ou, plus habituel-
lement, durant le jeune âge, par brûlage.
Pour des raisons pratiques et écono-
miques, aucune anesthésie ni analgésie
n’est généralement réalisée. Cette der-
nière est toutefois obligatoire pour les
veaux de plus de 4 semaines. Ce type
d’intervention est pratiqué chaque année
sur des millions de veaux : plus de 10
millions pour les seuls USA (Carlson et
al 2016), ce qui pose clairement ques-
tion dans une perspective de promotion
du bien être animal en élevage. Une
alternative à l’écornage est l’élevage
d’animaux nés sans corne. Cette possi-
bilité est considérée avec un regain d’in-
térêt depuis la récente découverte de la
nature moléculaire du gène « sans corne »
(Medugorac et al 2012) et le développe-
ment de tests de génotypage. Deux allè-
les « sans corne », de structure molécu-

laire assez différente, ont été caractérisés.
L’un, d’origine celtique (PC), est en ségré-
gation dans différentes races françaises
(Charolaise, Limousine, Blonde d’Aqui-
taine, Aubrac...) et européennes. L’autre,
d’origine frisonne (PF), se retrouve en
race Holstein. Ces deux allèles ont un
effet dominant (par rapport à l’allèle
« cornu »). Plusieurs entreprises de
sélection disposent aujourd’hui d’une
offre de taureaux sans cornes. Une
option pour les éleveurs qui souhaitent
accroitre la fréquence d’animaux sans
corne au sein de leurs troupeaux consiste
donc à utiliser des taureaux « sans corne »
et à conserver les descendants ayant
hérité de cet allèle. Cette stratégie pré-
sente toutefois deux inconvénients : i) le
temps nécessaire à l’augmentation de la
fréquence de l’allèle « sans corne » au
sein des populations ; si on considère les
vaches de race Holstein aux USA, par
exemple, on constate que le nombre d’in-
dividus sans corne a été multipliée par
10 au cours des 10 dernières années ; à
ce rythme-là, il faudrait encore 20 ans
pour que la fréquence des individus sans
corne atteigne 50% (Dorshorst 2014,
cité par Carlson et al 2016) ; ii) dans
des races comme la Holstein, le niveau
génétique sensiblement plus faible des
taureaux porteurs du gène « sans corne »
actuellement disponibles (pour les
caractères de l’objectif de sélection), en
raison, probablement, du niveau géné-
tique moyen des fondateurs chez lesquels
le gène « sans corne » a été initialement
introgressé. 

Une alternative consisterait à intro-
duire directement le gène « sans corne »
dans des cellules en culture d’actuels
taureaux d’élite pour produire, par SCNT,
des clones de ces individus, homozygo-
tes pour le gène sans corne, dont toute la
descendance serait par conséquent sans
corne. Cette stratégie « d’introgression
non méiotique » de gène(s) d’intérêt a
été mise en œuvre à l’Université du
Minnessota (Tan et al 2013). L’allèle PC
a été introduit dans les fibroblastes en
culture d’un individu « cornu » de race
Holstein en utilisant la technique
TALEN-HDR. Cet allèle PC correspond
à une insertion-délétion complexe sur le
chromosome 1 (duplication de 212 pb
qui remplace un segment de 10 pb). Sur
un total de 226 colonies cellulaires ana-
lysées, 5 (soit 2%) portaient la modifi-
cation souhaitée, dont 3 sur les deux
copies du gène. Le séquençage réalisé a
permis de vérifier l’absence de modifi-
cation « hors cible ». Des cellules homo-
zygotes, porteuses de deux copies modi-
fiées, ont été utilisées pour produire des
veaux par SCNT. Cinq sont nés vivants,
et deux (Spotigy et Bury) étaient en par-
faite santé à l’âge de 10 mois. Ils sont
toujours en cours d’évaluation à l’Univer-
sité de Californie, Davis (Carlson et al
2016).
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Une autre pratique, ayant fait l’objet
d’une campagne de dénonciation impor-
tante au cours des derniers mois, est l’éli-
mination systématique, lors de l’éclosion,
et à l’aide de méthodes parfois non
appropriées, de poussins d’un sexe
donné, par exemple des mâles dans le
cas de la production de poussins femel-
les destinés à la ponte. Ces poussins
mâles, issus de souches sélectionnées
pour les aptitudes de ponte, sont en effet
non adaptés à la production de poulets
de chair, en raison d’une croissance,
d’une composition corporelle et de
comportements inadaptés aux exigences
des filières. Pour éviter cette destruction
massive de poussins, l’équipe de Tim
Doran et Mark Tizard en Australie
(CSIRO) a imaginé un système de pro-
duction original valorisant la transgénèse.
Ce système est décrit à la figure 3. Il
consiste à produire une lignée d’indivi-
dus transgéniques dont le chromosome
Z, noté ZGFP a intégré un transgène
codant une protéine fluorescente (GFP).
Chez les oiseaux, c’est le sexe femelle
qui est hétérogamétique (ZW), les mâles
disposant dans chacune de leurs cellules
de deux chromosomes Z. Les femelles
de la lignée transgénique (individus
ZGFPW) sont inséminées par de la
semence de coqs d’autres lignées sélec-
tionnées non transgéniques (individus
ZZ). Les produits de ces accouplements
sont des femelles ZW (qui ont hérité
d’un chromosome W non génétiquement
modifié de leur mère transgénique, et
d’un chromosome Z de leur père non
transgénique), et des mâles ZGFPZ, dont
l’un des chromosomes Z, celui hérité de
leur mère, porte le gène codant la GFP.

Seules les femelles ayant un intérêt pour
la filière « ponte », les mâles doivent
être écartés. Ceux-ci peuvent l’être par
un mirage des œufs réalisé précocement
au cours de la phase d’incubation (détec-
tion de la fluorescence). Les œufs pré-
sentant un signal de fluorescence sont
alors orientés vers un autre circuit de
valorisation (industrie pharmaceutique,
chimie...) bien avant l’éclosion, tandis
que les autres sont gardés en incubation
pour la production de poussins femelles
(ZW) destinés à devenir des poules pon-
deuses. Ces femelles sont issues d’un
parent transgénique, mais ne portent pas
elles-mêmes de transgène, ce qui pose
la question de leur statut : les promoteurs
de ce dispositif considèrent que ces ani-
maux ne sont pas génétiquement modi-
fiés et qu’ils devraient par conséquent
échapper à toute réglementation « OGM ».
Ce dispositif, séduisant à certains égards,
reste pour l’instant, à notre connaissance,
à l’état de projet (pas de publication
parue). Quelques inconnues restent par
ailleurs à lever. Par exemple, quel pro-
moteur utiliser pour obtenir une intensi-
té optimale de fluorescence détectable
dans les œufs ? On peut toutefois penser
qu’avec les techniques actuelles de
transgénèse, il pourrait devenir réalité à
assez court terme. Se posera alors la
question de l’acceptabilité par le consom-
mateur de ce type d’approche.

c) Modifications ciblées du génome
visant à améliorer la nutrition et la
santé de l’Homme

Parmi les nombreuses questions que
l’Homme se pose actuellement concer-

nant son alimentation, celle des aller-
gies alimentaires fait partie des plus
importantes. Les allergies au lait de
vache (Lifschitz et Szajewska 2015) ou
à l’œuf (Caubet et Wang 2011) comp-
tent parmi les plus fréquentes chez le
jeune enfant, et sont difficiles à gérer
pour les individus concernés dans la
mesure où ces produits sont utilisés
pour l’élaboration de très nombreuses
préparations alimentaires ou non-alimen-
taires (protéines d’œuf présentes dans
certains vaccins par exemple). L’élimina-
tion de ces aliments, sans substitution
appropriée, peut par ailleurs être à l’ori-
gine de carences ou de malnutrition très
préjudiciables durant la croissance de
l’enfant. Les principales molécules aller-
gisantes sont des protéines : caséines,
lactalbumine, lactoglobuline pour le
lait, ovalbumine, ovomucoïde pour le
blanc d’œuf. Ces protéines, comme tou-
tes les autres, sont le produit de gènes
particuliers. L’inactivation de ces gènes
chez les animaux pourrait donc être
envisagée, dans des filières d’élevage
spécialisées, pour la production d’ali-
ments adaptés aux régimes de person-
nes allergiques, ou, plus globalement,
pour atténuer la fréquence de ces aller-
gies chez l’enfant. 

C’est dans cette perspective qu’une
équipe chinoise a entrepris, dès 2011,
une première série de travaux visant à
procréer des bovins KO pour le gène de
la β-lactoglobuline (BLG ; Yu et al
2011). Des fibroblastes fœtaux en culture
ont été modifiés à l’aide de la technolo-
gie ZFN, ciblant BLG. Des colonies cel-
lulaires présentant des modifications sur
les deux copies du gène ont été utilisées
pour produire des veaux KO par clonage
SCNT. Parmi les 8 veaux nés (tous confir-
més homozygotes mutés par séquençage),
6 sont morts prématurément avec des
troubles cliniques caractéristiques des
animaux issus de SCNT, soulignant la
principale limite de cette approche. Les
deux survivants, qui étaient âgés de 6
mois lors de la parution de la publica-
tion, ne présentaient pas de problème de
santé particulier. D’autres travaux du
même type ont été réalisés ultérieure-
ment chez le bovin (Wei et al 2015)
ainsi que chez la chèvre (Xiong et al
2013, Song et al 2015).

Des travaux comparables ont égale-
ment été réalisés chez le poulet par
l’équipe coréenne de TS Park (Park et
al 2014), la première à utiliser les
nucléases programmables dans cette
espèce. La technologie TALEN a été
employée pour générer une cassure
dans l’exon 2 du gène codant l’ovalbu-
mine au sein de PGC en culture. Des
délétions de 6 à 29 nucléotides, inacti-
vant le gène, ont été constatées dans
33% des cellules analysées. Ces cellu-
les ont été réinjectées dans des embryons
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Figure 3. Dispositif imaginé par l’équipe de Mark Tizard et Tim Doran (CSIRO,
Australie) permettant de trier les œufs contenant les embryons mâles avant éclosion
(production de poussins femelles destinées à la ponte) (d’après Mark Tizard, CSIRO :
http://www.isb.vt.edu/documents/animal-biotech/2nd-Intl-Workshop-docs/Day-
1/Tizard%20-%20PGE%20in%20chicken.pdf). 

Ce dispositif valorise une lignée transgénique (femelles portant un gène codant une
protéine fluorescente sur le chromosome sexuel Z).
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de poulets pour donner naissance à des
individus chimériques. Ces derniers ont
été accouplés à des individus non modi-
fiés pour procréer plusieurs descendants
G1 portant une copie du gène muté dans
chacune de leurs cellules. Aucune ano-
malie n’a été détectée chez ces ani-
maux. Le séquençage de leur génome
n’a révélé aucune modification hors
cible. Le même type de travaux a été
entrepris plus récemment par une équipe
japonaise, mais, cette fois, et pour la
première fois chez le poulet, à l’aide de
la technologie CRISPR-Cas9 (Oishi et
al 2016). Deux gènes étaient ciblés dans
ces travaux (ovalbumine et ovomucoide),
qui sont allés jusqu’à l’obtention d’indi-
vidus G2 mutés sur les deux copies du
gène de l’ovomucoide. Les résultats
obtenus démontrent une nouvelle fois la
grande efficacité et la précision de cette
technique : taux de transformation cel-
lulaire supérieur à 90%, pas de modifi-
cation hors-cible détectée dans les trois
régions candidates analysées. L’impact
à long terme de l’absence d’une protéi-
ne aussi importante que l’ovalbumine
pour le développement et la croissance
embryonnaire devrait toutefois être éva-
lué avant d’envisager une application
commerciale de ce genre de travaux.

Tous les exemples développés plus
haut concernent des espèces d’élevage
terrestres. Mais la technique CRISPR-
Cas9 a également été utilisée avec suc-
cès chez différentes espèces de pois-
sons. Des résultats probants ont été
obtenus pour le poisson-zèbre (zebra-
fish, Danio rerio), espèce modèle, dès
2013 (Hwang et al 2013), rapidement
suivis d’autres résultats chez des espè-
ces d’élevage : saumon (Edvardsen et al
2014), tilapia (Li et al 2014) ou carpe
(Chakrapani et al 2016), par exemple.
L’élevage en cages offshore d’espèces
marines, telles que le saumon atlantique
(Salmo salar), induit un risque d’échap-
pement d’individus d’élevage dans le
milieu naturel, source potentielle de
pollution génétique des populations
sauvages. Pour se prémunir d’un tel
risque, des mesures physiques de confi-
nement sont prises, mais leur efficacité
n’est pas absolue. Une mesure complé-
mentaire de protection, utilisée à grande
échelle, consiste en l’élevage d’indivi-
dus femelles triploïdes stériles (Benfey
2016). Cette stratégie a cependant ses
propres limites. Les principales sont la
fréquence accrue d’anomalies morpho-
logiques et de cataracte chez ces indivi-
dus triploïdes, leur moindre résistance
aux pathologies infectieuses et parasi-
taires, et leur moindre tolérance à l’élé-
vation de température (Benfey 2016).
La triploïdisation, également utilisée
pour la production d’huîtres, est par
ailleurs assez mal acceptée par les
consommateurs. Une autre stratégie
permettant l’obtention d’individus stéri-

les, avec la technique CRISPR-Cas9, a
récemment été proposée et validée
expérimentalement par Wargelius et al
(2016) chez le saumon. Elle consiste,
par micro-injection dans des zygotes
d’un sgRNA et d’ARN messager de
Cas9, à inactiver les deux copies du
gène dnd. Chez les vertébrés, la protéine
Dnd se lie à l’extrémité 3’UTR des
ARN spécifiques des cellules germina-
les, les protégeant d’une inhibition par
les micro-ARN et leur permettant de
maintenir cet état de cellules germinales
primordiales. L’inactivation de ce gène
conduit, chez le saumon, à des individus
mâles ou femelles phénotypiquement
normaux, dont les gonades ne contien-
nent aucune cellule germinale. Ces ani-
maux sont donc stériles, sans autre effet
associé. Compte tenu de l’efficacité éle-
vée de la technique CRISPR-Cas9, cette
méthode d’obtention d’individus stéri-
les pourrait devenir une alternative inté-
ressante à la production d’animaux tri-
ploïdes.

3 / Questions posées par les
techniques de modifications
ciblées des génomes

Les quelques exemples développés
dans la partie précédente illustrent l’ef-
ficacité et le potentiel des nucléases
programmables, et de CRISPR-Cas9 en
particulier, pour la production de nou-
velles lignées d’animaux génétiquement
modifiés. Ces méthodes représentent,
dans le domaine de l’ingénierie géné-
tique, une réelle rupture technologique.
Des raffinements méthodologiques
visant à améliorer la précision, le poten-
tiel de multiplexage, ou l’innocuité des
méthodes, par exemple, doivent encore
être apportés. Toutefois, des efforts de
recherche très importants sont actuelle-
ment en cours (voir la revue de Komor
et al 2017). Des investisseurs très répu-
tés sont entrés au capital des principales
start-up du domaine : Editas Medicine,
Intellia Therapeutics, Caribou Bio-
science, CRISPR Therapeutics etc. Des
moyens financiers considérables accom-
pagnent donc ces efforts de recherche,
ce qui permet de penser que les amélio-
rations techniques nécessaires seront
opérationnelles rapidement. 

Le déploiement de ces méthodes pour
l’obtention d’animaux génétiquement
modifiés dépendra étroitement de l’évo-
lution des connaissances en matière de
déterminisme et de variabilité génétique
des caractères d’intérêt. Dans ce domai-
ne, deux points de vue assez symé-
triques peuvent être défendus. Le pre-
mier consiste à considérer que de
nombreux gènes majeurs (polymorphis-
mes expliquant une part importante de
la variabilité génétique d’un ou de plu-

sieurs caractères importants en sélec-
tion) ont été identifiés dans le passé
dans les espèces d’élevage : gènes d’hy-
pertrophie musculaire chez les bovins
(Grobet et al 1997) ou les ovins (Cockett
et al 2005), gènes d’hyperovulation
chez la brebis ou la vache (Vinet et al
2012), gènes d’adaptation à la chaleur
chez le poulet (Mou et al 2011), gènes
affectant de façon importante la compo-
sition en matières utiles du lait de vache
(Grisart et al 2002), la prédisposition
aux mammites chez la brebis (Rupp et
al 2015) ou la qualité de la viande de
porc (Milan et al 2000) etc. Une partie
de ces gènes pourraient d’ores et déjà
être candidats à des modifications
ciblées, pour introduire certains allèles
dans des populations particulières, en
supprimer ou en corriger d’autres. Ce
pourrait aussi être le cas de nombreuses
autres régions du génome où des variants
responsables d’affections héréditaires
sont identifiés (Nicholas et Hobbs 2014,
Duchesne et al 2017). Les progrès très
importants des connaissances permis
par l’évolution spectaculaire des tech-
niques d’analyse des génomes (Goodwin
et al 2016) peuvent laisser penser que
de nouvelles régions candidates à modi-
fication(s) par CRISPR-Cas9 pourraient
être identifiées très régulièrement. Le
second point de vue considère que les
caractères quantitatifs sélectionnés sont
essentiellement polygéniques. Les ana-
lyses d’associations pangénomiques
réalisées jusqu’à présent montrent que,
sauf exception, les polymorphismes
contribuant le plus à la variation des
caractères (QTL) n’expliquent qu’une
faible part de cette variation (Kemper et
Goddard 2012). Par conséquent, si
quelques régions du génome peuvent
effectivement faire l’objet de modifica-
tions ciblées, l’essentiel des progrès
génétiques à venir devrait être le résultat
des programmes actuels de sélection,
avec ou sans information génomique.
Une synthèse de ces deux points de vue
a été proposée par Jenko et al (2015),
montrant, à l’aide de simulations, les
gains d’efficacité apportés à la sélection
génomique par la réalisation de modifi-
cations ciblées (stratégie PAGE : « pro-
motion of alleles by genome editing »).

L’utilisation de CRISPR-Cas9 dans
les populations d’élevage pose par
ailleurs différentes questions dont les
sélectionneurs devront s’emparer. La
durabilité des améliorations produites
en est une, tout particulièrement dans le
cas des modifications visant à induire
une résistance de l’hôte vis-à-vis d’a-
gents pathogènes. La dynamique évolu-
tive de ces derniers peut être à l’origine
de contournements de résistance rapides,
rendant potentiellement peu pertinent et
relativement vain, voire dangereux, tout
effort de lutte basé sur la modification
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d’un ou de quelques gènes de l’hôte seu-
lement. Des contournements de résistan-
ce ont été régulièrement décrits dans le
cas des plantes génétiquement modifiées
(résistance de populations d’insectes
ravageurs aux toxines sécrétées par les
variétés de maïs Bt notamment ; voir par
exemple Tabashnik et al 2013). Les
mêmes difficultés pourraient concerner
certaines applications envisagées chez
l’animal. 

La politique à adopter par les organi-
sations raciales5 vis à vis des NBT est
un autre aspect qu’il sera important de
considérer. On peut imaginer, dans ce
domaine, différents positionnements.
Dans certaines populations, celles sur
lesquelles s’adossent certains signes offi-
ciels de qualité par exemple, on pourrait
envisager l’interdiction de toute inter-
vention : un « variant CRISPR » parti-
culier pourrait être formellement exclu
de certains cahiers des charges. À l’in-
verse, on peut aussi envisager que certains
sélectionneurs s’engagent dans la dif-
férentiation de nouvelles populations
(races) sur la base de « variants CRISPR »
originaux. La question de la brevetabilité
de tels animaux pourrait par ailleurs se
poser : la modification d’une seule (ou
de quelques) régions du génome serait-
elle suffisante pour qu’une entreprise
s’approprie une génétique façonnée au
cours du temps par des générations
d’éleveurs ? 

Les modifications ciblées des génomes
sont aussi susceptibles de poser des ques-
tions spécifiques en matière de gestion
de la diversité génétique des populations :
certains reproducteurs disposant de
caractéristiques intéressantes induites
par ingénierie ciblée pourraient en effet
être utilisés massivement, créant de nou-
veaux goulets d’étranglement au sein des
populations. De même, la gestion des
programmes de sélection génomique
pourrait être affectée par la nécessité
d’estimer et de prendre en compte l’ef-
fet des nouveaux « variants CRISPR »
dans les équations de prédiction géno-
mique.

L’utilisation de ces nouvelles techniques
fait également émerger d’autres types
de questionnements, plus généraux,
auxquels il sera parfois difficile de répon-
dre. 

Un premier type de questionnement
concerne la nature juridique de ces
innovations. Des arsenaux réglementaires
ont été bâtis dans la plupart des pays,
depuis la fin des années 1990, pour
encadrer la question des organismes
génétiquement modifiés (OGM) : directi-

ves européennes (par exemple la directive
2001/18/CE, modifiée par la directive
2015/412/UE, donnant la possibilité aux
états membres de restreindre ou d’inter-
dire la culture d’OGM sur leur territoire),
transcrites en lois nationales (par exemple
la loi française n° 2008-595 du 25 juin
2008, créant le Haut Conseil aux Bio-
technologies) accompagnées de leurs
décrets d’application. La définition légale
d’un OGM figure dans la directive
2001/18/CE : « un OGM est un organis-
me, à l’exception des êtres humains,
dont le matériel génétique a été modifié
d’une manière qui ne s’effectue pas
naturellement par multiplication et/ou
par recombinaison naturelle ». Jusqu’à
présent, et sur la base de cette défini-
tion, c’était la méthode d’obtention qui
déterminait la nécessité ou non d’une
évaluation préalable à une éventuelle
autorisation. Quelques techniques seule-
ment, comme la mutagenèse, étaient
exclues du champ d’application de la
directive. Désormais, avec le déploie-
ment des nucléases programmables, qui
facilitent la réalisation de modifications
ciblées qui, pour certaines, miment des
processus cellulaires s’effectuant natu-
rellement, les cartes sont susceptibles
d’être rebattues. Un lobbying important
est organisé actuellement, visant à faire
évoluer la réglementation dans le sens
d’une évaluation des produits eux-mêmes,
sur la base de leurs caractéristiques pro-
pres, et non plus sur la seule base des
méthodes ayant permis leur obtention
(voir par exemple Carroll et al 2016,
Murray et Maga 2016, Kuzma 2016).
Selon ces auteurs, imposer une évalua-
tion réglementaire longue et coûteuse,
en l’absence de risque établi scientifi-
quement, est injustifié. Une plante pro-
duite par des techniques de modification
ciblée est potentiellement non distingua-
ble d’une plante issue des techniques
usuelles de création variétale. Elle ne
présenterait donc aucun risque théo-
rique, et devrait par conséquent échap-
per à toute réglementation ; une simple
déclaration devrait suffire. Le même
raisonnement pourrait naturellement être
étendu aux animaux. Une décision admi-
nistrative allant dans ce sens a d’ores et
déjà été prise aux USA. Un champignon
(Agaricus bisporus) dont le gène de la
polyphénol oxidase a été inactivé par
CRISPR-Cas9 pour éviter le brunisse-
ment, a été autorisé aux USA par une
décision de l’USDA en date du 13 avril
2016. Nul doute que d’autres exemples,
végétaux ou animaux, suivront dans les
semaines et mois à venir. 

Par ailleurs, les techniques de modifi-
cation ciblées sont susceptibles de ne
laisser aucune trace détectable sur les

génomes : la mutation « naturelle » d’un
gène, et la reproduction à la base près de
cette modification par CRISPR, pour-
raient ne pas être distinguables. Se pose
alors la question de la diffusion « cachée »,
délibérée (parce que cela pourrait pro-
curer un avantage commercial tempo-
raire) ou involontaire d’individus issus
de ces techniques sur des territoires (ou
dans des populations) qui continue-
raient pourtant à les réglementer ou les
interdire. La gestion de ce type de situa-
tion pourrait être particulièrement diffi-
cile.

D’autres questionnements sont d’ordre
éthique. A-t-on le droit de se substituer
à la nature pour introduire des modifica-
tions au sein de génomes d’espèces
domestiques, même si, d’un point de
vue moléculaire, certaines de ces modi-
fications peuvent être de même nature
que celles apparaissant naturellement
par mutation ? Nombre de travaux, plus
ou moins récents, illustrent bien la très
grande complexité des mécanismes de
régulation des phénomènes biologiques.
Peut-on raisonnablement penser maîtriser
l’ensemble des conséquences que peut
potentiellement induire, chez un animal,
la modification, même très précise,
d’une (ou plusieurs) région(s) de son
génome ? La réponse à ces questions
implique nécessairement la prise en
compte de considérations qui dépassent
largement le seul cadre scientifique.

L’acceptabilité (la recevabilité par le
citoyen-consommateur) des animaux
issus de ce type de techniques est aussi
une question très difficile à appréhender.
Les débats concernant les OGM végé-
taux sont d’une grande complexité eux
aussi, et parfois d’une grande violence.
Il y a fort à parier que les débats que
susciteront les perspectives de commer-
cialisation d’animaux génétiquement
modifiés seront au moins aussi diffici-
les. Même au sein de la communauté
scientifique, dans des groupes d’experts
tels que le Haut Conseil des Biotechno-
logies, le débat fait rage (voir la revue
« Pour la Science », N°464, juin 2016,
pp 16-19). Si certains arguments avancés
par différents groupes de recherche
favorables aux OGM peuvent être équi-
librés et recevables (voir par exemple la
méta-analyse de Klümper et Qaim 2014),
d’autres points de vue exprimés par des
chercheurs plus réservés ou hostiles à
ces techniques le sont tout autant (e.g.
Jacobsen et al 2013). Une des difficul-
tés tient au fait que le nombre de dimen-
sions à considérer pour évaluer l’intérêt
ou non de ces innovations est très impor-
tant. Les questions relatives aux risques
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5 Les futures « Breeding Societies », qui verront le jour en application du nouveau règlement zootechnique européen (N° 2016/1012, paru au Journal Officiel
de l’Union Européenne le 29 juin 2016).
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liés i) à la consommation de produits
OGM pour la santé humaine, ou ii) à la
dissémination de variétés OGM pour la
biodiversité, par exemple, font partie
des controverses : les avis rendus par
certaines agences d’évaluation des
risques sont contestés par certains grou-
pes de recherche. Mais d’autres dimen-
sions sont tout aussi importantes à consi-
dérer dans une perspective de gestion
des risques, et font aussi l’objet d’ap-
préciations parfois contradictoires. C’est
le cas de l’évaluation des conséquences
économiques, sociales, ou environnemen-
tales de l’utilisation de variétés OGM,
qui, toutes, sont fonction de nombreux
paramètres : la région considérée, le terme
envisagé, la nature des modifications
proposées, etc. Une argumentation clas-
siquement développée par certains cher-
cheurs (voir par exemple McColl et al
2013 ou Tizard et al 2016) est la sui-
vante : une croissance très importante
de la population humaine est attendue
d’ici 2050 ; le chiffre de 9 milliards
d’humains en 2050 est généralement
avancé (voir Gerland et al 2014 pour
plus de détails). Cette croissance démo-
graphique, accompagnée d’une augmen-

tation de la consommation individuelle
de produits animaux dans certaines
régions (Chine notamment), induira une
forte hausse de la demande alimentaire
mondiale au cours des 30 prochaines
années. La production alimentaire mon-
diale devra donc augmenter fortement
elle aussi (de + 70% à + 100% selon les
auteurs), et la seule façon de faire face à
ce très important défi est de recourir aux
biotechnologies (sous-entendu : les pra-
tiques agricoles « conventionnelles » ne
le permettront pas). D’autres avis, contra-
dictoires, sont exprimés. Jacobsen et al
2013, par exemple, considèrent que,
dans la mesure où c’est dans les pays du
Sud que le besoin d’accroitre la produc-
tion agricole sera particulièrement cru-
cial dans les années à venir, et tout par-
ticulièrement en Afrique, des solutions
« low-tech » doivent être privilégiées,
parce qu’elles sont souvent plus effica-
ces et moins sujettes à l’échec. 

Ces controverses rejoignent celles
relatives au(x) modèle(s) d’agriculture(s)
à promouvoir. C’est un euphémisme de
dire que cette question fait toujours
débat en France, ou en Europe. Encore

plus à l’échelle mondiale, entre l’Union
Européenne (UE) et les USA6, ou entre
l’UE et la Chine, notamment.

Conclusion

Les méthodes permettant la procréa-
tion d’Animaux Génétiquement Modifiés
(AGM) ont considérablement évolué ces
dernières années. Le développement de
lignées commerciales d’AGM dans cer-
taines espèces l’élevage, pour la produc-
tion de lait, d’œufs ou de viande destinés
à la consommation humaine, pourrait
être une réalité à assez court terme. Cela
pose de multiples questions dont la com-
munauté scientifique, et, plus largement,
la société, devraient rapidement s’em-
parer.
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Résumé

L’avènement des nucléases programmables, et de CRISPR-Cas9 en particulier, constitue une réelle rupture technologique dans le
domaine de l’ingénierie génétique. Le principe de ces méthodes est relativement simple. Il consiste en premier lieu à générer des cassures
double-brin au niveau de régions très précises d’une séquence cible (ADN d’une cellule somatique, germinale, embryonnaire, iPS...).
Ces cassures sont ensuite réparées par des mécanismes cellulaires pouvant conduire à l’inactivation des régions modifiées (knock-out,
ou KO), ou à l’insertion, par recombinaison homologue, d’un fragment de séquence modèle apporté à la cellule (knock-in, ou KI).
Les domaines d’application de ces techniques sont très nombreux : recherche fondamentale, thérapie génique, ingénierie écologique,
biotechnologies industrielles, agriculture, etc. Elles ont d’ores et déjà été utilisées à de multiples reprises dans les espèces animales
d’élevage. Des exemples d’applications visant à améliorer la santé des animaux (induction de résistances pour des maladies infectieuses
à fort impact économique, et/ou à fort potentiel zoonotique), à éviter des pratiques d’élevage compromettant le bien-être animal
(écornage, élimination systématique de poussins mâles), ou à modifier les produits (lait, œufs, viande) dans le but d’améliorer leur
valeur santé (réduction des allergies), ou nutritionnelle, sont présentés. Le déploiement de ces méthodes soulève de multiples questions
(techniques, réglementaires, économiques, éthiques...) qui sont discutées.



Genome Editing: what impact for farm animal species?

The advent of designer nucleases, especially CRISPR-Cas9, is providing a real breakthrough in genome editing technology. The principle
is relatively simple. Double-strand breaks (DSB) are accurately produced on selected target DNA sequences from somatic, germinal,
embryonic or iPS cells. These DSB are then repaired by non-homologous end-joining, resulting in inactivation (knock-out) of the
targeted sequence(s), or by inserting a specific DNA fragment (template) through homologous recombination (knock-in). These
technologies can be used in multiples domains, including fundamental research, gene therapy, ecological engineering, biotechnologies
or agriculture. Many applications involving farm-animal species have already been published. Examples are presented of research
projects aimed at improving animal health (acquisition of resistance to major infections and/or zoonotic diseases), avoiding
controversial breeding practices (dehorning, elimination of male chicks), and improving the health impact (reduction of allergies)
and/or nutritional values of animal products (milk, eggs, meat). Numerous questions raised by the use of CRISPR technology
(techniques, regulation, economics, ethics…) are discussed.

DUCOS A., BED’HOM B., ACLOQUE H., PAIN B., 2017. Modifications ciblées des génomes : apports
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