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Introduction

BUT: Création des plantes trangéniques sans
marqueurs de sélection

Plusieurs systèmes de recombinaison ont été bien caractérisés. Chez les
plantes, le plus utilisé est le système CRE-Lox qui provient des
bactériophages.

Implique

 Ciblage d'une séquence spécifique d'ADN (lox) 

 Épissage à l’aide d'une enzyme appelée la recombinase CRE. 

Technologie transgénique     obstacle (présence de 
marqueur de résistance)
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CRE (cyclic recombinase):

 Protéine de 38 KDa (bactériophage P1Lox).

 Catalyse la recombinaison entre deux site de reconnaissance,
les sites Lox.

Lox (locus of X-over P1)

 Séquence d’ADN de 34 pb

 Extrémités 13 nucléotides palindromiques

Il est donc impossible de trouver cette séquence dans un
génome eucaryote.
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Fonctionnement du système CRE-loxP
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Déletion Inversion
(réversible)
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Transformation des plantes pour le 
fonctionnement du système CRE/lox

1. Construction du fragment contenant CRE ou le gène
d’intêret flanqué par les sites lox

2. Insertion dans Agrobacterium

3. Transformation de la plante avec Agrobacterium

4. Culture de la descendance

Plante est prête (transformant). 

SYSTÈME DE RECOMBINAISON CRE-LOX

Introduction Fonctionnement Intérêts ConclusionExperimentations



Intérêts

Le système de recombinaison CRE a été exploité  pour:

 Excision sélective des gènes marqueurs chez les plantes
transgéniques

 Intégration précise des transgènes « single-copy » dans
le génome des plantes.

 Réduction des séquences répétitives en tandem, après
le transfert direct de gène vers une unité simple.

 Permet l’expression contrôlée et inductible de la
transgénèse.

SYSTÈME DE RECOMBINAISON CRE-LOX

Introduction Fonctionnement Intérêts ConclusionExperimentations



 t-DNA exprimant CRE  Plante «contenant» Lox

 Fragment Lox marqué Plante «exprimant» CRE

Problème:
Variations de l’expression et de  l’efficacité

. recombinatrice de CRE

Options à analyser:
Transformations de:

Test d’efficacité de la technique
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 A) Plant «contenant» Lox (transformant) + CRE t-DNA
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L’absence de GUS est
utilisée comme preuve de 
recombinaison par CRE

• Analyses histochimiques
• PCR

• Floral dip (1 lignée: CK2L6)
• T2               
• Identification par marqueur de sélection
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Pour confirmer les résultats:

Résultats
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 B) Plante «exprimant» CRE (transformant)

+ t-DNA K2L(lox) 

2 Méthodes de transformations:

 Floral dip

 Transformation des racines

2 lignées utilisées:  Cre1 et Cre13

 Les deux sont homozygotes et ont intégré CRE dans un seul
locus.

Introduction Fonctionnement Intérêts ConclusionExperimentations



SYSTÈME DE RECOMBINAISON CRE-LOX

• Différents niveaux de recombinaison de CRE dans les 2 lignées
étudiées (CRE1 > CRE13)             PCR

Relation probable  avec la structure du locus dans le transgène

• Hypothèse: Moins de t-DNA s’intégrent avec la transformation de 
racines qu’avec floral dip

Résultats
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 Expression de la CRE 
recombinase controlée par un 
site de reconnaissance à un 
produit chimique

 Permet l’excision d’un site 
spécifique transgénique dans 
Arabidopsis, sous le contrôle 
d’une substance chimique.

Cre-loxP - induction chimique 
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 Promoteur G10-90; 

 Système XVE

 KAN

 Promoteur  O-LexA-46

 Cre-int

 GFP

• CLX  introduit par 
Agrobacterium dans les 
racines 

• Induction par l’oestradiol
• CRE va exciser
• Perte du système
• GFP sous le contrôle de 
.     G10-90  exprimée

Description du vecteur CLX pX6-GFP
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Vérification de l’insertion et l’excision: 

 KAN+/KAN-

 GFP+/GFP-

 Analyses moléculaires et génétiques 

(PCR, northernblot, Southernblot)
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1 – 3  : lignées T0 traitées à l’oestradiol, UN locus transgénique
2    : lignée T0 traitée à l’oestradiol, DEUX loci transgéniques
5 : Plante transgénique induite en T1

PCR
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Test pour savoir si ADN 
excisé est ré-inséré autre 
part dans la plante du 
génome

Permet d’observer 
l’évolution de l’ADN 
recombinant chez les 
plantes qui ont été 
induites.
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Southern blot Northern blot
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 Etroitement contrôlé      
si mauvaise expression 
 non régénération (car 
perte du marqueur de 
sélection)

 Excision efficace des 
séquences d’ADN 
multiples insertions 
d’ADN-T, liées ou 
séparées

 Possible en 
organogénèse ou 
embryogenèse 
somatique

Avantages Inconvénients

 Inducteur parfois 
inaccessible ou instable. 
Entrée de l’inducteur 
inégale selon le type 
cellulaire 

 Le niveau de stimulation 
atteint par l’induction (taux 
d’induction) est souvent 
assez faible

 Souvent des effets 
secondaires cytotoxiques 
dû à l’activation d’autres 
gènes endogènes qui 
répondent au même 
stimulus inducteur
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 Limites du système par induction 
chimique chez Arabidopsis (en 
2000)

 Création de pCrox

 pHSP81-1 : promoteur induit par 
choc thermique

 Sélection au Basta et Kanamycine

 Construction témoin : GUS sous le 
contrôle de pHSP81-1.
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Induction Thermique

Stabilisation de l'excision : suppression du gène Cre
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Transformation :
• Introduction dans Agrobacterium
• Infiltration in vivo
T1 : Basta (40 lignées)
T2 : kanamycine (9 lignées)
T3 : Basta (homozygotes)

Induction thermique : 2 fois 16h à 37°C, 

période de récupération de 32h à 21°C.

Plantules à 2-3 semaines : analyses GUS
=> différents niveaux d'induction
=> sélection de 4 lignées
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Hoff, Schnorr & Mundy. A recombinase-mediated transcriptional induction system in transgenic plants. Plant Mol. Biol. 

Marquage de GUS à différents stades

Cotylédons : promoteur actif à   
température plus basse

2 42 65 81

65 n.in. 65 in.

42 n.in.

42
8 semaines 
+ 1 après 
traitement

42
8 semaines 
+ 3 après 
traitement

65
8 semaines 
+ 1 après 
traitement

65
8 semaines 
+ 3 après 
traitement

Plantes non-induites :
●Début de la germination (apparition du 
radicule)
●Cotylédons déployés

Plantes induites :
●9 semaines
●11 semaines
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(-) : avant induction  ( +) : après induction

Northern blot
BAR mRNA : OK
GUS mRNA : lignée 2 !

PCR semi-quantitative et southern 
blot (ADN BAR)
=> mystère de la lignée 2 : excision 
prématurée
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 Problèmes avec les insertions
multiples (repérées par
southern blot) :
 Mesure de la fréquence

d'excision
 Excision des blocks :

maintien du gène BAR

 Interférence potentielle avec
les gènes endogènes thermo-
inductibles
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InconvénientsAvantages

 Amélioration du système 
avec des promoteurs 
chimio-inductibles

 Durée et puissance du 
traitement : différents 
niveaux d'expression

 Changement génétique 
permanent

 Tous les éléments sur le 
même vecteur

 Certainement utilisable avec 
d'autres plantes

Introduction Fonctionnement Intérêts ConclusionExperimentations



 Le système Cre / lox est un outil précieux pour la 
biologie moléculaire. En établissant une expression 
tissu spécifique, il permet l'isolement de gènes et 
leurs fonctions. Le chercheur peut contrôler la zone 
où le gène sera exprimé (direction) et le niveau (la 
vitesse) à laquelle le gène sera exprimé.

 Est  contrôlable de façon spatiotemporelle puisque le 
défloxage n'a lieu qu'en présence du gène floxé et de 
la recombinase Cre.
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Conclusion
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Avantages

 Système permanent             transmissible aux lignées 
germinales

 Fonctionne chez les eucaryotes

 Permet d’étudier un gène précis au moment voulu

 KO inductible: Recombinase CRE induite par:

 Induction chimique

 Induction thermique

 Absence d’étapes supplémentaires pour activer la recombinase

 Possibilité d’enlever le marqueur de résistance après la sélection
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 Différence de l’activité de la CRE-recombinase

 Différents niveaux d’expression selon la plante transformée

 Variations de l’efficacité d’excision

 Position des loci transgéniques dans le chromosome

 Insertion de plusieurs T-DNA  (en voie d’amélioration)

 Locus exprimant CRE et cible de lox

 Bruits de fonds par le promoteur.

 Expression de gènes inattendus (promoteurs pas assez 
spécifiques)
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Inconvénients:
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