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Présentation du plateau AFEG - Analyse Fonctionnelle et Edition des Génomes

Unité AGAP :

+ de 300 salarié.e.s regroupé.e.s en 13 équipes de recherche
10 plateaux techniques
3 centres de ressources biologiques

Amélioration génétique et adaptation des
plantes méditerranéennes et tropicales

Plateau AFEG :

Offre aux scientifiques végétalistes 'environnement et les outils
pour conduire des études permettant d’élucider la fonction des
genes (spé: especes méditerranéennes et tropicales)

En résumé :
= Plateau de biologie moléculaire classique / Expertise Edition du Génome

https://umr-agap.cirad.fr/l-unite/notre-expertise-scientifique-et-

ANALYSE FONCTIONNELLE technique/plateaux2/plateau-analyse-fonctionnelle-et-edition-des-genomes
& EDITION DES GENOMES

= Liens fonctionnels étroits plateau InCell (Ingénierie Cellulaire )

= (Clonage de vecteurs Plateau InCell :
= Bactériologie

= Transformation génétique de plante
= Culture In Vitro

= Caractérisation moléculaire
des plantes produites Resp. Aurore Vernet



https://umr-agap.cirad.fr/l-unite/notre-expertise-scientifique-et-technique/plateaux2/plateau-analyse-fonctionnelle-et-edition-des-genomes

Présentation du plateau AFEG

Septembre 2017 : Création du plateau

Formation
Transfert de
compétences

-

Développement

*axpertise Edition des GEnomes de nouveaux
outils

Application des
outils

(+ gestion opérationnelle et appui administratif et budgétaire plateau)




Présentation du plateau AFEG

Les projets :

- Etude des genes impliqué dans la recombinaison méiotique (Diversité génétique)

stress abiotiques (environnementaux)
- Etude de genes impliqués dans la réponse aux stress biotiques (pathogeéne)

DEVELOPPEMENT METHODOLOGIQUE




Présentation du plateau AFEG

Les outils dont nous disposons sur le plateau

Gene editing

Guiding

sequence

Cas9

CRISPR/Cas9

* Modified from Mazhar Adli, 2018

** Modified from Zaidi et al, 2017



Assessment of the roles of SPO11-2 and SPO11-4 in meiosis
in rice using CRISPR/Cas9 mutagenesis

Table 1. Summary of sequence analysis at sites targeted by CRISPR/Cas9 mutagenesis in primary transformants

sgRNA Number of edited Number of Mutation Edited plants with a Single nucleotide
plants unedited plants frequency single nucleotide change change frequency
SPO11-1_ATG 9 3 75% 7 78%
SPO11-1_CDS 3 0 100% 0 0%
SPO11-2_ATG 15 4 9% 7 47%
SPO11-2_CD5s 18 2 90% 10 56%
SPO11-4_ATG 28 5 85% 12 43%
SPO11-4_CDS 7 6 54% 2 29%
Total 80 20 80% 38 48%

Viabilité pollinique

Fayos et al, 2020
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Présentation du plateau AFEG

Les projets :

- Etude de genes impliqués dans le développement et I'adaptation/la réponse aux
- Etude de genes impliqués dans la réponse aux stress biotiques (pathogeéne)

DEVELOPPEMENT METHODOLOGIQUE




Présentation du plateau AFEG

Les outils dont nous disposons sur le plateau

Gene editing
Guiding Gene
sequence
ATTTCAT
TAAAGTA
DNA g0 ) @
Cas9 "™V APOBEC s
* Nucleotide conversion *
Cytidine
CRISPR/Cas9 \ Desminsse l Base Editing
( nCAs9 )
i Gene
ATTTTAT
TAAAATA

* Modified from Mazhar Adli, 2018

** Modified from Zaidi et al, 2017
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§l Thése Léo Herbert (Projet Agropolis Fondatlon « GeneRlce » 2017 2019)

7 Ciblage précis avec Base Editor de |la cytosine responsable de |la moins bonne NUE chez un fond
!w japonica CULTIVE a Madagascar : Chhomrong Dam
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RADAR of WT NRT1.1b-C

Harvest index
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RADAR of WT NRT1.1b-T (indica allele)

These Léo Herbert
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Idem Hu et al., 2015
Projet Agropolis Fondation « GeneRice » 2017-2019
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RADAR of WT NRT1.1b-G ( « undesired » allele)

These Léo Herbert
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Présentation du plateau AFEG

Les projets :

stress abiotiques (environnementaux)

DEVELOPPEMENT METHODOLOGIQUE




cultivar R570 bears a major gene (Brul) that provides resistance to brown rust (1996)

Brul confers durable resistance to brown rust and explains resistance in many cultivars worldwide
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mmmm)> a major resistance gene
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row.n.rust %7 Canne a sucre:

Puccinia melanocephala

700 progeny of R570 (selfed) evaluated: QTL de résistance a la rouille

Gene encore indéterminé

‘ C i r G d Projet CHACRA (Argentine) / CIRAD (Eq. Structure et Evolution des Génome / PLATEAU AFEG)
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o la rouille de la canne a sucre par mutagénése
Specific PCR primer-pairs =~ CRISPR/caS




Présentation du plateau AFEG

Les projets :

stress abiotiques (environnementaux)
- Etude de genes impliqués dans la réponse aux stress biotiques (pathogeéne)

G=NIUS




Présentation du plateau AFEG

Les outils dont nous disposons sur le plateau

Gene editing

Guiding

sequence Cas9
; E » SgRNA . | ‘
-~ /’, ‘ ’
" Yoo o & ~—
;. AR A _. )
Cas9 i < APOBEC o
* *
CRISPR/Cas9 CRISPR/Cpfl Base Editing

* Modified from Mazhar Adli, 2018

** Modified from Zaidi et al, 2017



W CRISPR-Cpf1
T-rich -P:ﬁ.‘M cpfl
h“l L % N —

Sticky ends

T —— IO

(8) CRISPR-Cas9

sgRNA

! -
Blunt ends m I u S
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Trends in Plant Science, 2017, Vol.
22, No. 7



LbCPF1

GCGGTGCTCGGTGATGATGGAGCTGACTATGCARAGAACAAC c R I S P R / C pf 1 VS C R I S P R / ca 59

BEnCas9

AAGCTCACAATCAGGTATTGTACTTTCAGGAGACAGG
ATG ‘

5/ 3
: Sequence Comments Extremities Features
cscao: [N {HI R ..
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371 |CACET EECEIGarrCAcATToroT T TTAGAGATTTCGAAATATCTTTTCCCCCAGAAAGARARRRRY
ATGTCAACCAAGCTCTTGAGGTGGTCCGGTTCGATAT 445 [aTTR f1 tarset [ TATEEEGAGTATTICTGCGTTTTTATTTTTGTTITIGGETCE
SpCAS9 518 |ca Cp 1 ta rgEt A CTETEECATCECTETCTTTECTGCCECACTTECTCATCARGCCTTC

553 | CTTCR Seve—m ——— I
667 |ATTCTTGAR Cas9 target %?mm
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Comparaison des types de mutations

Obtenu avec CAS9

ATATCGARCCGGACCACCTCAAGAGCTTEGTTGACATCCAAGAR WT

ATATCGAACCCEEACCACCTCARENAGCTTGETTGACATCCAAGAR

ATATCGARCCGGACCACCTCAAG-~-CTTGETTEGACATCCAAGRRA
ATATCGAACCGGACCACCTCA-GAGCTTGETTGACATCCAAGAR

ATATCGAARCCGGACCACCTCAA-—-CTTGETTEACATCCAAGAA

ATATCGAACCGGACCACCTCARGA-—-—-—=—=—========= A
ATATCGAACCGGACCACCTCAAGA i GCTTGGTT

ATATCGAACCGGACCACCTCAAGA ACATCCAAGAR
ATATCGAACCGGACCACCTCA GCTTGGTTGACATCCAAGAR

ATATCGARCCCGRACCACCTCAR AGCTTGETTGACATCCAAGAR
ATATCGARCCCEACCACCTCARCAGCTTGS TTGACATCCARGAR

ATATCGAACCGGACCACCTCA GCTTEETTGRCATCCAAGAR

ATATCGAACCGGACC CRAGAGCTTGGETTGACATCCARGAR
ATATCGARCCCGACCACCTCARGA-CTTGETTGACATCCAAGAR
ATATCGARCCCGRACCACCTCARGAGCTTGETT-ACATCCAAGAR
ATATCGAACCGGACCACCTCAMGAG --ETTGEERTCW

ATATCGANCCOGRCCACCTOARGARG - - - GETTGACATCCAAGAR

ATATCGAARCCGGACCACCTCA -——GGETTGACATCCARGAR

Type de mutations
obtenus différents entre
les 2 nucléases

BTMATC AL TT = —TTTTTTO AT R

-19

+415

[=4]

[x28] (16A,5G,4T,3C)
[x4]

[%3]

[%2] {(homo)

[x2] (homo)

[%22] (homo)

+2 (=9,411)

+2 (—3,45)
+2 (-1,+3)
+1

+1 [(—3,44)
+0 (—4+4)

-1

-1

-2 [-341)

-3

-3 (-7,+4)

-76

251

CRISPR/Cpf1 vs CRISPR/Cas9

Obtenu avec CPF1

GTTGTTCTTTGCATAGTCAGCTCCATCATCACCGAGCACCGCATACACCTTGA WT  [x4]

GTTGTTCTTTGCATACGTCAGCTCCATCA---COGAGCACCEGCATACACCTTGA -3 [x10] 2 homo

GITGTTCITTIGCATAGICAGCTC -~ - - ===~ GAGCACCGCATACACCTTEA —-10 [x2] homo
GITGTTCTTTGCATAGTCAGCTCOAT === === GAGCACCGCATACACCTTGA -7  [x2]
GITGTTCITTGCATAGTCAGCTCCATCA- - ————— GCACCGCATACACCTTGA -7  [=2]
GITGTTCTTTGCATAGTCAGCTCCAT - ——--———— AGCACCGCATACACCTTGA -8B [x2]

GrTETTCTTTECATACTCAGCTCCAT -~---ACCGAGCACCCGCATACACCTTGE —4

GTTGTTC&GCATLETC&GCTCCATE& ————— GAGCACCGCATACACCTTGA -5
GTTETTCEG’CATAGTCF&GCTCCATC ————— CGAGCACCGCATACACCTTGA -5
GTTGTTC%’EHTAGTCAGCTCCA ———————— GAGCACCGCATACACCTTGA -8
GTTGTTC@ET&GTCAGCTCEBT ————————— GCACCGCATACACCTTGA -9
GTTGTTCEEEEClTiETCAG¢TCCA —————————— GCACCGCATACACCTTEA 10

GTTGTTC&G{ZATRGTCF&GCTC ———————————— GCACCGCATACACCTTGA —-12 /a
GITGTTCITTGCATAGTCAGCTCC- —————————=—— ACCGCATACACCTTGA -13 M I u S
GTTGTTC@AT&GTG&GCTEE —————————————— CCEGCATACACCTTGA -14 ‘
GTTGTTCTTTG A= === === m === CACCGAGCACCGCATRACACCTTGA -16
GTTGTTCEGCATRGTCF&GCTCCA —————————————————— TACACCTTGA —-18

GTTGTTC&G{L& ————————————————————————————— ATACACCTTGA -26

B Herbert et al, 2020

(—35+3)
(—T7+1)

Intérét CPF1: Délétion d’'un domaine protéique / groupe acides
aminés sans décalage de phase
Ciblage de régions régulatrices / promotrices... etc




Présentation du plateau AFEG

Les outils dont nous disposons sur le plateau

Gene editing

Guiding

sequence
"

. o \' ~ AL - - D>
DNA w8 t y @
Cas9 S - x APOBEC r
" %k
CRISPR/Cas9 CRISPR/Cpfl Base Editing

Monocotylédone (espéce modeéle Oryza sativa (Riz))
Dicotylédone (espece modele Arabidopsis thaliana / en cours d'implémentation - 2023)

Multi p|EXi ng * Modified from Mazhar Adli, 2018

** Modified from Zaidi et al, 2017



Présentation du plateau AFEG

Les projets :

stress abiotiques (environnementaux)
- Etude de genes impliqués dans la réponse aux stress biotiques (pathogeéne)




Présentation du plateau AFEG

Les outils en cours de développement sur le plateau

These de
Dylan Gallo /
Equipe DARS

{
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dCas9-fusion Engineered sgRNA

Des projets dans lesquels des
outils/méthodos sont développées

» Appui conseil expertise du plateau
» Suivi du développement

Seront ensuite ajoutés a la « banque d’outils » du plateau




Présentation du plateau AFEG

Les outils en cours de développement sur le plateau

These de
Dylan Gallo /
Equipe DARS

W .
crm,

- r

-

o .*

dCas9-fusion Engineered sgRNA

Des projets dans lesquels des Des projets dans lesquels des outils/méthodos
outils/méthodos sont développées sont développees

> Appui conseil expertise du plateau » Céline Georget / Anne Cécile Meunier (BM - civ)
> Suivi du développement » Aurore Vernet (CIV)

Seront ensuite ajoutés a la « banque d’outils » du plateau




Présentation du plateau AFEG

Les outils en cours de développement sur le plateau

Primer- RT template

binding site ‘including’edt Optimisation du prime editing

—A
ITTTTTT

Em—
| chez les plantes
Hybridizationo:f ]I[I( Reverse

5 LLLLLLLT LT primer-binding transcription
site in pegRNA
to PAM strand

** Anzalone et al. 2019

PEPR d’une Stratégic Nationale Des projets dans lesquels des outils/méthodos

Projet ciblé sont développées
2022

PEPR Sélection végétale avancée

» Céline Georget / Anne Cécile Meunier (BM -civ)
TYPEX Project (2023-2028): > Aurore Vernet (CIV)

Toward highlY Predictable Editing
of the plant genome leXicon.

Seront ensuite ajoutés a la « banque d’outils » du plateau



Premiers essais d’un Outil Prime Editing classique « Customisé » par le plateau AFEG/InCell.

Riz / transfo stable. Plvt a 2 stades différents de régénération. Edition simple (SNP). Analysé par NGS

Datas préliminaires

35

30

25

20

15

10

% OsCDC48 +5G toT

PLVT CALS

8 samples(pool x 5 cals) =
N= 40 cals (chimériques)
Moyenne 18,3%

PLVT PLANTULES

6 samples (pool x 10 plantules) +
1 sample (pool x 3 plantules) =

N= 63 plantules
Moyenne 24,8%

OsCDC48-T3 ‘
15 - +5GtoT
(% obtenus en

protoplastes)

10

24 28 30 34 36 40 44 48 52
6 F 8 9 10 11 12 13 14

BRIEF COMMUNICATION

nature
blotechnology https://dol.org/10.1038/541587-021-00!

M) Check for updates

High-efficiency prime editing with optimized,
paired pegRNAs in plants

Qiupeng Lin©®"2¢, Shuai Jin'?¢, Yuan Zong'¢, Hong Yu©3%, Zixu Zhu'?, Guanwen Liu*?, Liquan Kou®?,
Yanpeng Wang'?, Jin-Long Qiu©45, Jiayang Li®?*%= and Caixia Gao®'2=




Présentation du plateau AFEG

Espéces /Equipes qui mettent en ceuvre
des technologies d’édition du génome dans
AGAP

(ou presque / transfo
génétique encore a améliorer)

= Canne a sucre - Equipe SEG

= Hévéa — Equipe BURST/BISSAP " Pommier - Equipe AFEF

= Vigne - Equipe DAAV

= Cacao - Equipe GSP

= (Citrus - Equipe SEAPAG
Appui projet monocotylédone : Anne Cécile Meunier
Appui projet dicotylédone: Céline Georget

» Appui du plateau AFEG pouvant aller du simple conseil, a une implication réelle dans les projets,
en passant par une palette d’offres de formation pratiques ou théoriques (bioinfo ou paillasse)




InCell: Ingénierie Cellulaire*

*Transformation Génétique et Culture In Vitro

Responsable opérationnelle : Aurore Vernet
aurore.vernet@cirad.ir

.J Ci ra d Anne-Cécile MEUNIER - CIRAD Montpellier - UMR Amélioration Génétique et Adaptation des Plantes
LTS RO Plateau d’Analyse Fonctionnelle et Edition des Génomes (Ogop
\""-" Institut



Organigramme Fonctionnel du plateau InCell

A. VERNET

Responsable plateau

C. POITOUT C. CARASCO-LACOMBE

Assistante Métrologie

Recrutement en cours

Laverie - Autoclave

Ateliers

M. PORTEFAIX M. BES F. DESSAILLY C. PERIN D. DAMBIER C. PERIN D. MEYNARD J. ESTEVAN
J. ESTEVAN L. LAUCOU F. MARTIN J. LECLERQC D. MEYNARD D. MEYNARD ‘ F. RICHAUD
Imagerie Cytométrie en Criblage I Préparation des

) . moléculaire o
Fluorescence flux hénotypique i milieux
P ypiq Radioéléments

V. LAUCOU
F. DESSAILLY

C. PERIN

Transformation | Cryoconservation

Transformation génétique
génétique stable transitoire




Méthodes de transformation maitrisées

TRANSFORMATION GENETIQUE STABLE

Les méthodes : Transfert biologique ou indirect

Agrobacterium tumefaciens = bactérie du sol — capacité naturelle a injecter son ADN dans le génome de I’héte

Utiliser un type de vecteur particulier appelé T-DNA désarmé
- contient des séquences particulieres permettant l'insertion
- plasmide désarmé (pas de « galle du collet » / génes de pathogénicité)



Méthodes de transformation maitrisées

TRANSFORMATION GENETIQUE STABLE

Les méthodes : Transfert biologique ou indirect

Suspension
d’Agrobacterium transformé

Explants
de la plante
a transformer

Transformation
des cellules
végétales

Traitement

par un agent sélectif
- (antibiotique,

¥ herbicide...)

i

Sélection
des cellules
transformées Mise

= <y en culture

Seules les cellules végétales
transformées se développent

© GNIS-PEDAGOGIE.ORG



Méthodes de transformation maitrisées

TRANSFORMATION GENETIQUE STABLE ou TRANSITOIRE

Les méthodes : Transfert direct
Plasmide ou protéine (pas forcément T-DNA)

Biolistique : canon a particules qui permet de projeter
dans les cellules des microparticules (de tungstene ou d'or)

enrobées d'ADN ou protéines.
Cause des dégats / parfois on n’a pas le choix.

B Y

Gene Gun




Méthodes de transformation maitrisées

TRANSFORMATION GENETIQUE STABLE ou TRANSITOIRE

Les méthodes : Transfert direct
Plasmide ou protéine (pas forcément T-DNA)

Fragiliser la membrane plasmique de protoplastes (cellules végétales dépourvues de leur paroi) par un choc

électrique (Electroporation) ou avec un agent chimique (type PEG) pour faire pénétrer ’'ADN ou les
protéines.

Electroporation

s \é o‘. .‘\.

« 0 ; . H !
. . 2 A :

molecules Cell membrane

O O ~ L
https://www.researchgate.net/figure/Schema-de-l-electroporation-30_fig7_41903866




Méthodes de transformation maitrisées

Stable transformation Transitory transformation

Agrobacterium Biolistic Protoplast regeneration Biolistic Protoplast

Riz - Equipe DAR et GIV X X X X

Canne a sucre - Equipe SEG Sous traitance partenaires argentins

Sorgho - Equipe DARS / / / X

Bananier - Equipe GABA Sous traitance partenaires /

Hévéa - Equipe BISSAP X

Vigne - Equipe DAAV / X

Cacao - Equipe GSP /

Citrus - Equipe SEAPAG / / X

Pommier - Equipe AFEF /

Arabidopsis thaliana En cours d'implémentation personnels plateaux (C.Georget / A.Vernet)



Merci aux équipes de I'unité AGAP

Périn Emmanuel t “
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Georget Vernet Meunier




