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La dissémination d’organismes génétiquement modifiés (OGMs) dans I’environnement
est strictement réglementée au niveau européen par la directive 90/220/CEE
(récemment remplacée par la directive 2001/18/CE du 12 mars 2001) et au niveau belge
par I’Arrété Royal (AR) de 18 décembre 1998 «relatif a la réglementation de
I’introduction volontaire dans I’environnement ainsi que la mise sur le marché des
OGMs ou des produits en contenant ». Pour garantir I’utilisation sans risque des
OGMs, les deux textes de loi stipulent entre autres que la dissémination d’OGMs a
titre expérimental est interdite sans |’autorisation préalable écrite du ministre
compétent. L’octroi d’un accord dépend d’une évaluation minutieuse de la biosécurité
de la dissémination projetée (évaluation de risque) a faire par le Conseil de Biosécurité.

Afin d’obtenir I’autorisation nécessaire du ministre compétent, la société SES Advanta
a introduit un dossier de demande d’autorisation auprés du service compétent a savoir
I’Inspection générale des Matiéres premiéres et des Produits transformés du Ministére
des Classes moyennes et de I’ Agriculture. Aprées un avis positif (sous conditions) du
Conseil de Biosécurité, le ministre compétent a décidé d’accorder I’autorisation a la
société SAS Advanta pour faire des expérimentations avec des betteraves sucriéres
transgéniques en 2002, comme décrites dans la demande B/BE/02/V3.

La dissemination est prévue sur un site en Flandre situé en territoire de la municipalité
de Verrebroek et suivra la période culturale normale de la betterave sucriére qui s’étend
du mois d’avril au mois d’octobre.
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1. Description de la plante génétiguement modifiée

La betterave sucriére (Beta vulgaris) est une plante de la famille des Chenopodiaceae.
Cette plante cultivée pour sa racine riche en sucre est une des cultures principales des
régions européennes (Est et Ouest). Elle représente une composante importante de la
rotation des cultures en agriculture et contribue significativement au revenu des
agriculteurs.

Les betteraves décrites dans ce projet ont été transformées pour résister a la
Rhizomanie, une maladie virale provogquée par un furovirus, le virus des nervures
jaunes et nécrotiques de la betterave (BNYVV: beet necrotic yellow vein virus)
(Tamada et Baba, 1973, Kuszala et Putz, 1977), qui est transmis par le champignon
du sol Polymyxa betae a la racine de la betterave (Keskin, 1964).

Les betteraves ont aussi intégré le gene synthétique pat (Wohlleben et al., 1988) qui
confere la résistance a I’herbicide glufosinate. Ce géne a été utilisé comme marqueur de
selection lors des étapes de transformation et de sélection des plantes en culture in
vitro.

Importance de la rhizomanie

La rhizomanie de la betterave sucriére est actuellement le probléme sanitaire majeur de
la culture betteraviére dans le monde (Valentin et al., 1995). Observée d’abord en
Italie, elle s’est rapidement répandue dans de nombreux pays d’Europe dont la France,
I’Allemagne, les pays de I’Europe de I’Est, et plus récemment en Angleterre, aux
Pays-Bas et en Belgique (Asher, 1993).

Parallélement a sa progression en Europe elle a été observée dans la plupart des
régions du monde, par exemple au Japon (Tamada et al., 1971) aux Etats-Unis (Duffus
et al., 1984) et en Chine (Gao et al., 1983).

Le rendement de 60-70 tonnes de racines a I’hectare en zone saine, peut chuter jusqu’a
20 tonnes dans les parcelles contaminées par le virus. Parallelement, le taux de sucre
normalement voisin de 16-17% baisse jusqu’a 8% en moyenne.

De plus, I’augmentation de la concentration en ions Na+ et K+ dans les racines se
traduit par une diminution de la pureté de jus et entrainent une baisse importante du
rendement d’extraction du sucre et de rentabilité pour I’industrie sucriére (Valentin et
al., 1995).

Biologie du virus

Le BNYVV est un virus constitué de cing types de particules ribonucléoprotéiques
renfermant chacun un ARN simple brin codant pour des fonctions particulieres du
virus. Les ARN 1 et 2 sont requis pour la réplication de I’ARN viral, I’assemblage, le
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mouvement et la transmission du virus. Les ARN 3, 4 et 5 sont nécessaires au
developpement de la maladie dans la betterave et a son cycle dans le champignon
vecteur Polymyxa betae (Richards et Tamada, 1992; Tamada, 1999).

La majorité des souches de BNYVV identifiées a ce jour peuvent étre classées, par
analyse moléculaire, en deux groupes majeurs, les types A et B. Le BNYVV de type A
se trouve dans la plupart des pays européens dont la Belgique, aux Etats Unis, en
Chine et au Japon. Le BNYVV de type B est détecté en Allemagne et en France. Ces
deux pathotypes ont des séquences nucléotidiques homologues a 97%.

Certaines souches de virus BNYVYV trouvées au Japon et en France contiennent un
cinquieme ARN, I’ARN 5, qui code pour une proteine similaire a celle de I’ARN 3 et
impliquée dans la symptomatologie de la maladie dans la betterave (Koenig et al.,
1997; Kiguchi et al., 1996). Des tests d’inoculation réalisés avec du virus BNYVV
contenant ce cinquieme ARN causent, dans la betterave, des symptoémes de maladie
beaucoup plus séveres que les souches ne contenant pas cet ARN supplémentaire
(Tamadaet al., 1996).

Cette souche trés agressive contenant I’ARN 5, aussi dénommée Pathotype P, est
présente en France dans la region de Pithiviers.

Stratégie génétique développée dans le projet

Comme dans d’autres furovirus, le mouvement du virus de cellule a cellule est
gouverné par trois génes situés sur I’ARN2. lls forment un bloc (“cluster’) connu sous
le nom de ‘triple gene block’ (TGB) (Gilmer et al., 1992) et codent pour trois
protéines virales identifiées respectivement d’apres leur masse moléculaire P42, P13 et
P15. Celles-ci sont impliquées dans la formation dun complexe spécifique
indispensable au mouvement viral de cellule a cellule.

L’etude detaillee de ce mecanisme fondamental conduit a proposer une nouvelle
stratégie de résistance au BNYVV.

La stratégie consiste a rendre la plante résistante au BNYVV, en empéchant le
mouvement du virus de cellule a cellule. Pour ce faire, un géne du ‘triple gene block’
qui est essentiel au mécanisme de mouvement du virus, le gene P15, a été isolé et
modifié de sorte que son expression dans la plante perturbe et prévienne le
mouvement du virus de cellule a cellule (Lauber et al., 2001).

Le gene P15 sauvage a eté modifié afin que la proteine qu’il produit aie perdu toute
fonctionnalité viv a viv du virus. Parallelement, le géne P15 a été sélectionné pour que
son expression entraine I’arrét de la multiplication du BNYVV dans la racine de la
betterave.

Compte tenu du mécanisme de mouvement mis en oeuvre par les protéines issues des
sequences du TGB, il semble que I’expression dans la plante de la séquence P15
mutée, donne lieu & un produit qui entre en compétition avec la protéine virale
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sauvage, pour la formation d’un complexe avec les autres protéines virales du TGB ou
prévient I’interaction avec certains sites ou composants cellulaires.

2.But de I’expérience

Les transformants expérimentaux décrits dans ce document expriment une séquence
correspondant a la protéine P15 modifiée du BNYVV.

L’essai de champ proposé pour la saison 2002 est essentiel pour établir en conditions
agronomiques réelles si:

(1) le mécanisme escompté peut assurer un blocage rapide de la multiplication et de la
diffusion du virus dans les racines de betterave en condition d’infection naturelle;

(2) I’expression constitutive des sequences testées conduit a rendre les plantes
résistantes tout au long de la saison;

(3) I’expression des séquences testées permet de restaurer un rendement complet de la
plante.

3. Revue des activités antérieures et futures
Utilisation des sources de résistance issues du genre Beta

Comme il n’existe pas de méthode efficace pour contrler a grande échelle la
propagation de la rhizomanie par des moyens chimiques ou physiques (Henry et al.,
1992), les efforts de la sélection végétale traditionnelle se sont concentrés sur la
recherche de sources de résistance génétique issues de I’espéce Beta vulgaris.
Différents genes de tolérance au virus ont été identifiés, dont certains sont utilisés avec
succes par les selectionneurs de betterave sucriere.

Depuis 1986, des variétés tolérantes a la rhizomanie ont été diffusées sur le marché
francais, sauvant la culture betteraviéere dans des zones infectées qui étaient prétes a
I’abandonner. Ces variétés ont represente 23% des ventes de semences de betteraves
en 1999 et la progression ne cesse de s’amplifier puisque ces variétés auraient
representé 32% des ventes de semences de betterave sucriere en 2000 (La Technique
betteraviére, 1999).

En Belgique, les premieres variétes tolérantes ont été commercialisées en 1998 et elles
ont représenté 2 % des ventes de semences de betterave en 2001.

Il existe différentes sources de résistance a la rhizomanie issues du genre Beta
(Whitney, 1989). Cependant, peu d’études semblent indiquer que les genes de
tolérance utilisés actuellement interviennent dans des mécanismes de résistance
distincts.



La progression trés rapide de la maladie dans les zones de culture betteraviére et la
découverte d’une souche de virus BNYVV beaucoup plus agressives (le pathotype P)
justifient de diversifier les souches et les mécanismes de résistance, de facon a établir,
en les utilisant séparément ou en combinaison, une stratégie de résistance a long terme
a ce virus.

Développement des techniques de modification génétique dans les stratégies de
résistance virale appliquées a la betterave

Depuis 1986, de nombreuses publications ont décrit I’utilisation de séquences de
genes viraux pour conférer aux plantes un haut niveau de résistance a des virus (Powell
et al,, 1986; Fritchen et Beachy, 1993; Wilson, 1993).

Une des stratégies largement décrite concerne I’utilisation de séquences de génes
codant pour la protéine de capside du virus visé (CP ou ‘Coat protein’), qui, placées
sous le contrdle de séquences régulatrices appropriées, sont exprimées dans la plante.

Dans le cas de la betterave, I’expression de la séquence de la protéine de la capside du
BNYVV a eté reportée par Kallerhof et al., 1990, Ehlers, 1991, Kraus et al., 1994 et
dans le brevet W091/13159. Ces rapports ne donnent cependant que peu de données
quant aux niveaux de résistance observés lorsque les betteraves sont cultivées en terre
rhizomaniée.

Le dossier B/BE/02/V3 décrit une nouvelle stratégie de résistance a la rhizomanie, par
insertion dans la betterave de séquences issues du BNYVV et modifiées de facon a ne
plus étre fonctionnelles pour le virus, tout en conférant un haut niveau de résistance a
I’infection virale.

Stratégie développée dans le projet

Le BNYVV est un virus comprenant quatre (ou cing) ARNs. Les ARN 1 et 2 sont
requis pour la réplication de I’ARN viral, I’assemblage, le mouvement et la
transmission du virus par son vecteur. Les ARN 3, 4 (et 5) sont nécessaires au
développement de la maladie et a son cycle dans le vecteur du BNYVV, le Polymyxa
betae (Richards et Tamada, 1992; Tamada, 1999).

Comme dans d’autre furovirus, le mouvement du virus de cellule a cellule est gouverné
par trois genes situes sur I’ARNZ2. Ils forment un bloc ou “cluster’ connu sous le nom
de ‘triple gene block’ (TGB) (Gilmer et al., 1992) et codent pour trois protéines
virales identifiées respectivement d’apreés leur masse moléculaire P42, P13 et P15.
Celles-ci sont impliquées dans la formation d’un complexe spécifique indispensable au
mouvement viral de cellule a cellule.



La stratégie explorée dans ce projet consiste a rendre la plante résistante au BNYVV,
en empéchant le mouvement du virus de cellule a cellule. Pour ce faire, un géne du
‘triple gene block’ essentiel au mécanisme de mouvement du virus, le géne P15, a été
isolé et modifié de sorte que son expression dans la plante perturbe et prévienne le
mouvement du virus de cellule a cellule (Lauber et al., 2001).

Des plantes transgéniques exprimant ce type de gene codant pour une des protéines
du TGB ont développé de la résistance vis-a vis du virus visé. C’est le cas du virus de
la mosaique du tréfle blanc (WCIMV) et du virus X de la pomme de terre (PVX) (Beck
et al., 1994; Seppanen et al., 1997).

Afin d’étre inoperant auprées du virus, le géne a été modifié pour que le produit pour
lequel il code soit différent de la protéine originale issue du virus et soit donc non-
fonctionnel. Différentes modifications ont été obtenues et comparées.

Ces séquences ont insérées dans le génome de betterave par transformation. Les
transformants primaires obtenus ont été mis en culture en chambre de culture, dans du
sol rhizomanié, et le niveau d’infection par le virus a été mesuré dans les racines au
terme de I’expérience. Certains transformants primaires se sont révéles étre tres
résistants a I’infection par le BNYVV dans le dispositif de bio-essais réalisés en
conditions contrdlées (Lauber et al., 2001). Une séquence modifiée en particulier a été
retenue.

Compte tenu du mécanisme de mouvement mis en oeuvre par les protéines issues des
sequences du TGB, il semble que I’expression dans la plante de la séquence P15
mutée, donne lieu & un produit qui entre en compétition avec la protéine virale
sauvage, pour la formation d’un complexe avec les autres protéeines virales du TGB ou
prévient I’interaction avec certains sites ou composants cellulaires.

L’ensemble du concept a été décrit dans les brevets WO 98/07875 et WO 00/03025.

En 2001, des hybrides de premiére génération dérivés des transformants primaires les
plus résistants ont été testés au champ en France (permis B/FR/01/02/02).

Cette expérience devrait étre répétée de facon a verifier dans différentes conditions
agronomigues que les deux événements de transformation sélectionnés conférent aux
hybrides et aux lignées qui en sont dérives une résistance stable au BNYVVdurant
toute la culture.

Deux expérimentations sont envisagées en 2002, I’'une en France sous le permis
B/FR/01/02/02 et I’autre en Belgique dans le cadre du dossier B/BE/02/V3.

4. Avantages pour le milieu, I’agriculteur ou le consommateur

La rhizomanie de la betterave sucriére est actuellement le probléme sanitaire majeur de
la culture betteraviere dans le monde (Valentin et al., 1995). Le rendement de 60-70
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tonnes de racines a I’hectare en zone saine, peut chuter jusqu’a 20 tonnes dans les
parcelles contaminées par le virus. Parallélement, le taux de sucre normalement voisin
de 16-17% baisse jusqu’a 8% en moyenne.

De plus, I’augmentation de la concentration en ions Na+ et K+ dans les racines se
traduit par une diminution de la pureté de jus et entrainent une baisse importante du
rendement d’extraction du sucre et de rentabilité pour I’industrie sucriere (Valentin et
al., 1995).

La gravité de cette maladie est due en grande partie a son caractére endémique
entrainant son extension par le sol dans les pays producteurs de betterave. Comme il
n’existe pas de méthode efficace pour contrdler a grande échelle la propagation d’un tel
virus par des moyens chimiques ou physiques (Henry et al.,, 1992), les efforts se sont
concentrés sur la recherche de sources de resistance génétique issues de I’espece Beta
vulgaris. Différents génes de tolérance au virus ont été identifiés, dont certains ont été
utilisés avec succes par les sélectionneurs de betterave sucriere.

Depuis 1986, des variétés tolérantes a la rhizomanie ont éteé diffusées sur le marché,
sauvant la culture betteraviere dans des zones infectées qui étaient prétes a
I’abandonner. Cependant, peu d’études semblent indiquer que, bien qu’issus de
différentes sources de betteraves sucrieres ou de betteraves sauvages (Whitney, 1989),
les génes de tolérance utilisés actuellement interviennent dans des mécanismes de
résistance distincts.

La rhizomanie ne cesse de progresser dans les différents pays d’Europe. En France, le
pourcentage de la surface betteraviere infectée par la virus est passé de 39% en 1999 a
46% en 2000. Aux Pays-Bas, la présence de rhizomanie a été raportée dans diverses
zones par Heijbroek (Heijbroek,1984; Heijbroek, 1989).

En Belgique, la maladie n’était trouvée, dans le passe, que dans la région d’Anvers
(Wauters, 1996), mais depuis 1995, des sources d’infection ont été identifiees dans
différentes régions du pays (Wauters et al, 1996) et il est probable que cette
progression va s’intensifier dans les prochaines années.

Dans notre pays, la vente de variétés tolérantes a la rhizomanie a représenté 2% des
ventes de semences de betterave sucriere en 2001.

La progression tres rapide de la maladie dans les zones de culture betteraviére et
I’apparition récente de souches de virus particulierement virulentes démontrent qu’il y
a un intérét certain a diversifier les mécanismes de résistance, de fagon a établir, en les
utilisant séparément ou en combinaison une stratégie de résistance a long terme au
BNYWVV.



5. Biologie et cycle de vie de la plante

La betterave sucriere est une plante bisannuelle nécessitant une période de
vernalisation (basse température et jours courts) pour induire sa floraison.
L'allongement des jours, au printemps, entraine le phénoméne de montaison de la
hampe florale et finalement, aprés fécondation, la production de graines (Cooke and
Scott, 1992).

Dans les conditions normales de cultures, les betteraves sucriéres cultivées pour la
production de racines restent végétatives; elles ne fleurissent pas et ne produisent pas
de graines.

De méme, les betteraves mises en essais dans le cadre du dossier B/BE/02/V/3 resteront
a I’état vegétatif pendant toute la saison 2002. Les racines seront récoltées en
septembre 2002, avant la période de vernalisation et d’induction de la floraison.

6. Effets potentiels ou risques pour I’environnement
6.1. Croisement et dissémination dans I’écosysteme naturel
6.1.1. Dissémination du transgéne par le pollen

Comme dans toute culture de racines de betteraves, les plantes en essai ne
pourront pas fleurir. Il n’y aura donc pas d’émission de pollen.

Le risque de transfert de matériel génétique vers d'autres espéces sexuellement
compatibles est considéré comme nul.

6.1.2. Dissémination du transgene par les semences

Les plantes mises en essai resteront vegétatives durant toute la saison. Un plan
de surveillance est mis en place pour que toute plante qui monterait a graines
soit détectée bien avant floraison.

Le risque de dissémination des transgenes par les semences est donc considéré
comme nul.

6.1.3. Avantage sélectif

Il est peu probable que la modification génétique altére le potentiel de survie de
la betterave dans l'environnement ou sa capacité de dissémination, si on
excepte la résistance au BNYVV et la résistance a I’herbicide glufosinate.
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6.1.4. Stockage de la culture

6.2.

Au terme de I’expérimentation, les betteraves seront récoltées mecaniquement :
les plantes de chaque parcelle seront décolletées, arrachées, lavées et pesées.
Elles seront ensuite débitées en morceaux et des échantillons de pulpe
représentatifs de la population de betterave de chaque parcelle seront prélevés
et emballés en barquettes scellées. Toutes ces opérations seront réalisées sur le
champ d’essai au moyen d’un dispositif mobile utilisé par Advanta pour la
récolte et I’échantillonnage de parcelles d’essais de rendement.

Les échantillons de pulpe seront congelés et envoyés au laboratoire de SES
Europe, a Tienen, pour y realiser les analyses courantes permettant d’évaluer
le potentiel de rendement et les parametres de qualité d’hybrides de betteraves.

A larécolte, les feuilles, les collets et les morceaux de racines seront laissés a la
surface de I'essai pour étre ensuite enfouis dans le sol mécaniquement.

Le site d’expérimentation ne sera pas utilisé pour y cultiver de la betterave au
cours des deux années suivant I’essai de champ. Les seules cultures autorisées
sur le site d’expérimentation seront celles faisant appel a des herbicides létaux
pour la betterave (ex. Céréales).

Interaction avec les organismes ciblés

Il est peu probable que, la modification génétique aie une incidence écologique sur
le virus BNYVV.

En effet, la stratégie explorée dans ce projet consiste a rendre la plante résistante
en empéchant le mouvement du virus de cellule a cellule. Pour ce faire, un géne du
‘triple gene block’ essentiel au mécanisme de mouvement du virus, le géne P15, a
été isolé et muté de sorte que son expression dans la plante perturbe et prévienne
le mouvement du virus de cellule a cellule (Lauber et al., 2001). Cependant, afin
d’étre inopérant aupres du virus, le gene P15 du virus BNYVV a été modifié pour
que le produit pour lequel il code soit différent de la protéine originale issue du
virus et soit donc non-fonctionnel vis a vis du virus.

L’hypothése formulée est que la protéine non fonctionnelle entre en compétition
avec la protéine P15 du virus ‘sauvage’ pour la formation d’un complexe avec les
autres protéines virales du TGB ou prévient les interactions avec certains
composants cellulaires.

La séquence P15 modifiée insérée dans la betterave confere une forte résistance au
virus BNYVV en bloquant les mécanismes de translocation du virus au sein de la
plante et plus particulierement de la racine.
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6.3.

6.4.

Interaction avec des organismes non ciblés

Il ne devrait y avoir avec d'autres organismes aucune interaction qui pourrait avoir
un impact environnemental différent de celui d'un champ de betteraves non
modifiées.

Le risque global pour I'environnement, lié a la réalisation de cet essai, est considéré
comme négligeable.

Impact d’une utilisation a grande échelle et a long terme

Les événements de transformation décrits dans le dossier B/BE/02/V3 sont a
vocation strictement expérimentale. Ils ont été développés pour tester I’efficacité
de la séquence P15 modifiée du virus BNYVV a conférer a la betterave sucriére la
résistance a ce virus.

Le gene P15 du virus BNYVYV a été modifié pour que le produit pour lequel il
code soit différent de la protéine originale issue du virus et soit donc non-
fonctionnel aupres du virus.

Les données générées dans le cadre de ce projet doivent contribuer a évaluer
I’opportunité de poursuivre le développement de cette technologie. L’évaluation
de I’impact d’une utilisation a grande échelle ou a long terme n’entre pas dans le
cadre de ce dossier.

7. Mesures prises pour assurer le confinement, controle et le suivi

Un protocole détaillé sera élaboré, avant la mise en place de I’expérimentation, et sera
communiqué au responsable technique en charge de I’essai.

Ce protocole décrira toutes les opérations a realiser dans les parcelles, les prises de
notations et d’échantillons, et les mesures particuliéres relatives a I’expérimentation
en plein champ de betteraves génétiqguement modifiees.

Un cahier de champ permettra a I’équipe technique en charge de la réalisation de
I’essai de consigner toutes le opérations réalisées dans les parcelles et de les faire
valider par le responsable technique.
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7.1.

7.2.

7.3.

Controéle de la dissémination de pollen

L’expérimentation consiste a cultiver les betteraves pour leurs racines. Les
plantes transgéniques mises en essai resteront au stade végétatif.

Des visites hebdomadaires sont prévues sur le site de I’essai. Toute plante qui
commencerait a développer une hampe florale sera détectée rapidement et sera
détruite bien avant floraison. 1l n’y aura pas de dissémination de pollen.

Controle de la dissémination de semences

Voir 7.1. 1l n’y aura pas de dissémination de semences sur le site de I’essai.

Contrdle du stockage des betteraves (suivi, monitoring et traitements
apres recolte)

A la récolte, les feuilles, les collets et les morceaux de racines seront laissés a la
surface de I'essai pour étre ensuite enfouis dans le sol mécaniquement.

Le site d’expérimentation ne sera pas utilisé pour y cultiver de la betterave au
cours des deux années suivant I’essai de champ. Les seules cultures autorisées sur
le site d’expérimentation seront celles faisant appel a des herbicides létaux pour la
betterave (par exemple, culture de céréales).

Le site de I’essai sera visité pendant les deux années suivant I’expérimentation par
du personnel qualifié d’Advanta

Pendant I'expérimentation et au cours des deux années suivantes, toute repousse
de betterave qui apparaitrait sur la surface de I’essai sera immédiatement détruite.

Si cela se révele nécessaire, les repousses de matériel génétiquement modifié
pourraient étre identifiées de différentes facons :

- des analyses moléculaires de type "Southern” ou PCR sur le matériel végetal
permettent de démontrer la présence de I'ADN inséré et d’identifier
I’événement de transformation.

- si elles sont pulvérisées de glufosinate-ammonium, les betteraves modifiées
survivent alors que les non modifiées meurent.

- Un Test Elisa basé sur un anticorps dirigé contre la protéine pat (art.
24016E07, FDW, Steffens Biotechnische analysen Gmbh, Germany) permet
de révéler la présence de la protéine dans les tissus végétaux.
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- Si elles sont cultivées en sol infecté par le BNYVV, les plantes
modifiées devraient rester saines, alors que des plantes non-modifiées
sensibles au virus exhiberont les symptémes typiques de la rhizomanie.

- De plus, un test elisa spécifique (Torrance et al., 1996) pratiqué sur
les racines latérales par exemple, permet de déterminer le niveau d’infection
par le virus BNYVYV dans les racines. Ce test permet d’identifier les plantes
sensibles et résistantes a la rhizomanie. Les plantes génétiqguement modifiées
cultivées en sol rhizomanié devraient montrer des quantités significativement
moins élevées de virus que des témoins non transgéniques, non résistants a la
rhizomanie, cultivés dans les mémes conditions.

Les traitements des sites, non mentionnés explicitement ci-dessus, seront
conformes aux techniques classiques de culture betteraviére.

8. Destruction du matériel transgénique

Conformément aux procédures d’Advanta relatives a I’expérimentation en plein champ
de betteraves génétiquement modifiées, I’excédent de semences récoltées dans le
semoir apres le semis, sera envoyé au laboratoire de SES Europe a Tienen, Belgique,
pour y étre détruit.

Les betteraves arrachées lors du démariage seront laissées sur le site expérimental,
entre les parcelles.

A la récolte, a I’exception des échantillons de pulpe de racines qui seront conditionnés
en barquettes scellées, congelés et envoyés a SES-Europe pour les analyses de
rendement, tout le matériel végétal provenant des plantes de I’essai (feuilles, collets et
morceaux de racines) et les eaux usées utilisées pour nettoyer les racines a la récolte,
seront laissés sur le site d’expérimentation et seront incorporés au sol.

Le site d’expérimentation ne sera pas utilisé pour y cultiver de la betterave au cours
des deux années suivant I’essai de champ. Les seules cultures autorisées sur le site
d’expérimentation seront celles faisant appel a des herbicides létaux pour la betterave
(par exemples, céréales).

9. Plan d’urgence
Des visites hebdomadaires seront réalisées par du personnel qualifié d’Advanta durant
toute la durée de I’essai. Elles permettront de garantir que tout événement imprévu

soit identifié de maniére précoce.

L’essai est un essai de betteraves végétatives. Cependant, toute betteraves
14



(transgénique ou non transgénique) qui monterait a graines sera détectée et arrachée
bien avant floraison.

En cas de besoin, les plantes de I’essai pourraient étre détruites par application d'un
herbicide adapté (par exemple, metsulfuron-methyl ou glyphosate).

10.1 nspection

L’Inspection générale des Matiéres premieres et des Produits finis est chargée en
Belgique du contrdle des essais de champ de plantes génétiquement modifiées. Afin de
planifier ces contréles, le notifiant est obligé d’informer a I’avance le service concerné
des dates de semis et de récolte. Sur le terrain, les contrdleurs veillent a ce que les
opérations de semis et de récolte se déroulent en accord avec les autorisations
ministérielles et les protocoles en place. En outre, les contrdleurs prélévent des
échantillons de mateériel végétal qui seront analysés dans les laboratoires officiels.

11. Rapport d’activité

A la fin de la saison de culture, le notifiant doit transmettre un rapport d’activité au
service concerng, I’Inspection générale des Matiéres premieres et des Produits finis au
plus tard le 31/12/02. Ce rapport d’activité doit au moins comprendre des
informations qui suivent:

= Une copie du cahier de champ

= Laplace et la dissémination

= La nature précise des transformants disseminés

= Lasurface précise de la parcelle d’essai

= Les objectifs de I’essai

= Lafréquence et la nature des observations menées dans la parcelle d’essali

= Les mesures prises pour éviter la dissémination involontaire du transgéne hors de
la parcelle d’essai

= Laméthode utilisée pour la destruction de la récole et son efficacité

= Les résultats de I’expérimentation

= Une description du plan de surveillance de la parcelle

12. Aspects socio-économiques
La rhizomanie ne cesse de progresser dans les différents pays d’Europe. En France, le
pourcentage de la surface betteraviere infectée par la virus est passé de 39% en 1999 a

46% en 2000. Aux Pays-Bas, la présence de rhizomanie a été reportée dans diverses
zones par Heijbroek (Heijbroek,1984 and Heijbroek, 1989).
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En Belgique, depuis 1995, des sources d’infection ont été identifiées dans différentes
regions du pays (Wauters et al, 1996) et il est probable que cette progression va
s’intensifier dans les prochaines années, comme cela a été observé chez nos voisins
francais et hollandais.

Comme il n’existe pas de méthode efficace pour contrler a grande échelle la
propagation d’un tel virus par des moyens chimiques ou physiques (Henry et al.,
1992), les efforts se sont concentrés sur la recherche de sources de résistance génétique
issues de I’espéce Beta vulgaris. Différents génes de tolérance au virus ont été
identifiés, dont certains ont été utilisés avec succes par les selectionneurs de betterave
sucriére.

Depuis 1986, des variétés tolérantes a la rhizomanie ont été diffusees sur le marché,
sauvant la culture betteraviere dans des zones infectées qui étaient prétes a
I’abandonner. La betterave sucriére est en effet une composante essentielle de la
rotation et contribue significativement au revenu des agriculteurs.

Cependant, peu d’études semblent indiquer que, bien qu’issus de différentes sources
de betteraves sucrieres ou de betteraves sauvages (Whitney, 1989), les génes de
tolérance utilisés actuellement interviennent dans des mécanismes de resistance
distincts.

La progression tres rapide de la maladie dans les zones de culture betteraviére et
I’apparition récente de souches de virus particulierement virulentes démontrent qu’il
y a intérét a diversifier les mécanismes de résistance, de facon a établir, en les utilisant
séparément ou en combinaison une stratégie de résistance a long terme au BNYVV.

La nouvelle stratégie explorée dans ce projet vise a rendre la betterave résistante a la
rhizomanie en bloguant le mouvement du virus dans la plante. Les premiers résultats
obtenus avec les transformants primaires et des hybrides de premiere génération
indiquent que la séquence virale modifiée confére une résistance stable au BNYVV
tout au long de la culture.

Des expérimentations en plein champ sont maintenant nécessaires pour verifier en

conditions agronomiques réelles que le mécanisme impliqué blogue la multiplication
du virus et permet d’obtenir un rendement en sucre normal.
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14. Dictionnaire explicatif

ARN :
BNYVV:

CP:
Démariage:
Furovirus:

Na+:
K+:

P13, P42, P15:

TGB:

Replicon:

acide ribo-nucléique

‘beet necrotic yellow vein virus’, virus qui provoque la maladie
des nervures jaunes et nécrotique de la betterave. Ce virus est
transmis par un champignon du sol le Plymyxa betae a la
betterave.

coat protein, protéine de la capside d’un virus

opération consistant a ajuster, aprées la levee, la population de
plantes dans une parcelle par arrachage des plantes
excédentaires.

fungal rod shape virus Classe de virus comportant des virus de
plante. Les furovirus comprennent plusieurs particules de RNA
ion sodium

ion potassium

proteines impliquées dans la formation d’un complexe
spécifique indispensable au mouvement de cellule a cellule du
BNYWVV.

triple gene block Ensemble de trois génes de I’ARN 2 du
BNYVV impliqués dans le mouvement de cellule a cellule du
virus.

systeme ‘vecteur d’expression’ basé sur I’utilisation des
sequences d’ARN non codantes d’un virus pour exprimer des
protéines en dehors de leur contexte normal.
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