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Avant-propos

Avant-propos

« Les choses ne changent pas. Tu changes ta facon de regarder c’est
tout. »
Carlos Castaneda"

L’obtention en juillet 1995 de la premiere séquence complete du gé-
nome d’un organisme vivant, Haemophilus influenzae (Fleischmann et al.,
1995) a été accueillie de maniere contrastée par la communauté scientifique
(Rechenmann et Gautier, 2000). Si certains chercheurs [’ont pressentie comme
un événement majeur ouvrant des voies radicalement nouvelles d’investigation
du vivant, d’autres 1’ont per¢ue au mieux comme un exploit purement techni-
que. Le séquencage des nombreux organismes modeles qui a suivi s’est accom-
pagné de progres technologiques fulgurants permettant 1’apparition d’outils
nouveaux. Parmi ceux-ci, les puces a ADN offrent la possibilité d’obtenir des
estimations simultanées des niveaux d’expression de plusieurs milliers de genes
d’un organisme au cours d’une expérience unique (Gerson, 2002). Cette
prouesse technologique marque I’avenement de la transcriptomique.

Aujourd’hui, alors qu’une premiere version du génome humain est
disponible (Venter et al., 2001) et qu’une base de données comme celle de
I’Institut Européen de Bioinformatique* (EMBL-EBI) contient plus de 70 mil-
liards de nucléotides, les divergences d’appréciation concernant le séquencage
et ’engouement pour la technologie des puces ont laissé la place a de nouveaux
défis. En effet, la quantité considérable de données obtenues et leur nature par-
ticuliere est une révolution qui pose le probleme de la qualité, de 1’analyse et du
stockage de ces données (Hedge ef al., 2000). La biologie, peu atteinte jusqu’a
présent par le formalisme mathématique, 1’analyse statistique et I’informatique,
a donc vu entrer ces disciplines dans le quotidien de ses chercheurs. Ces appro-
ches dites in silico qui completent les études in vivo et in vitro sont rassemblées

1
Castaneda, C. Voir : les enseignements d'un sorcier yaqui. Gallimard, Paris (1973).
http://www3.ebi.ac.uk/Services/DBStats/.
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Avant-propos

sous le terme de « bioinformatique » dont il est difficile de donner une défini-
tion précise qui fasse I’'unanimité. Ce terme n’est apparu dans la littérature
scientifique qu’au début des années 1990, cependant ce domaine de recherche
existait bien avant ’essor de la génomique et des dizaines de laboratoires dans
le monde travaillent depuis longtemps en biomathématiques ou biométrie. Les
premieres étapes de la bioinformatique coincident avec celles de la biologie
moléculaire (Ouzounis et Valencia, 2003). Aujourd’hui son enjeu est double
avec d’une part le développement de méthodes d’acquisition, de contrdle et
d’analyse des données transcriptomiques (Brazma et Vilo, 2000), et d’autre part
le passage du niveau de I’analyse des données a celui de la connaissance
(Rechenmann, 2000). L’essor de la génomique offre aujourd’hui a la biologie la
quantité de données nécessaires a une nouvelle approche expérimentale engagée
des 1978 par des précurseurs comme Pierre Delattre et Michel Thellier, fonda-
teurs de 1’actuelle « Société Francophone de Biologie Théorique ». Il s’agit de
poursuivre cet effort de modélisation afin d’établir entre les données une cohé-
rence nécessaire a la compréhension des organismes en tant que systemes com-
plexes (Legay, 1996).

Bien avant le développement des puces a ADN, ’'UMR INRA/INSA
« Biologie Fonctionnelle, Insectes et Interactions » (BF2I) étudiait le modele de
la bactérie Buchnera aphidicola, une Entérobactériacée proche d’Escherichia
coli qui vit en symbiose avec le puceron du pois Acyrthosiphon pisum. Ces in-
sectes se nourrissent exclusivement de la seve phloémienne des plantes qui est
un aliment tres déséquilibré, riche en sucres mais pauvre en acides aminés et
tout particulierement en acides aminés essentiels. De nombreux travaux phy-
siologiques ont donc été réalisés pour étudier leur nutrition et notamment le
métabolisme de certains acides aminés et du saccharose (Febvay et al., 1995)
(Febvay et al., 1999). Des chromatographies d’acides aminés réalisées a partir
de broyats de pucerons ont ainsi permis de montrer que des pucerons privés de
leurs bactéries symbiotiques et nourris sur un aliment déséquilibré conservent
un profil d’acides aminés libres déséquilibré. Au contraire, les pucerons sym-
biotiques sont capables, sur ce méme milieu, de reconstituer un profil
« normal ». Cette observation laisse supposer que Buchnera est capable de
fournir a son hdte les acides aminés qui lui manquent.

Récemment, le séquencage de cette Buchnera {Shigenobu, 2000 #381}
a montré que son génome extrémement réduit ne contient que 619 genes.
Contrairement a la bactérie Escherichia coli, le génome de Buchnera a perdu
I’essentiel de ses genes de régulation. Certains genes du métabolisme général
sont également absents, mais une des caractéristiques fonctionnelles de ce gé-
nome est la conservation de la plupart des voies de biosynthese des acides ami-
nés essentiels. Le séquencage du génome de Buchnera et le développement des
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puces a ADN offrent a présent la possibilité d’explorer 1’ensemble des réponses
métaboliques et régulatrices de cet organisme.

Dans ce contexte, les objectifs de cette these ont été de développer un
ensemble de méthodologies, nécessaires a la conception et a 1’utilisation d’une
puce a ADN dédiée a Buchnera, pour étudier la capacité de la bactérie a adapter
son métabolisme aux besoins du puceron.

Une étude bibliographique de ce double contexte méthodologique et
biologique fait I’objet de la premiere partie de cette these. La deuxieme partie
est consacrée aux aspects méthodologiques avec le développement du logiciel
ROSO (Recherche et Optimisation de Sondes oligonucléotides) et la conception
d’une puce dédiée a Buchnera. Enfin, la troisieme partie a pour objet
I’utilisation de cette puce pour étudier I’impact de la bactérie Buchnera sur les
capacités physiologiques de son hote et sa capacité a réguler I’expression de ses
genes. Pour cela, les transcriptomes de bactéries issues de pucerons élevés sur
des milieux contenant des quantités variables d’acides aminés et de saccharose
ont été comparés. Compte tenu de la spécificité de chacun des aspects de ce tra-
vail, le plan, volontairement tres détaillé de ce manuscrit, devrait permettre au
lecteur de retrouver rapidement les parties susceptibles de 1’intéresser.

L’ensemble de ce travail a naturellement imposé la mise en place
d’une démarche pluridisciplinaire. Cette these m’a donc permis d’aborder des
domaines aussi divers que 1’écriture de lignes de code et les joies du dévelop-
pement logiciel avec ROSO, I’élevage des pucerons et les interminables comp-
tages quotidiens de larves, le plaisir des « manips a la paillasse » avec parfois
des extractions et des purifications d’ARN sans ARN, des marquages non mar-
qués, des pannes d’appareil a hybrider juste avant les hybridations ou de scan-
ner juste avant les lectures d’images, le coté psychédélique des grilles
d’acquisition de données avec leur multitude de points rouges et verts a ins-
pecter manuellement, le charme inestimable de la manipulation et de 1’analyse
statistique des données sous R et bien siir le casse-tete des voies métaboliques.
Mais cette these m’a également offert la possibilité de travailler avec des per-
sonnes différentes. Et si elle existe aujourd’hui, c’est aussi un peu grace a Lau-
rent Duret pour ROSO, Bruno Spataro pour sa mise en place sur le site du Pdle
Bioinformatique Lyonnais (PBIL), Angela Douglas et Claire Allen pour leur
accueil a York, Gabrielle Duport pour 1’élevage des pucerons, Jacques Bernil-
lon pour la fabrication des puces, Federica Calevro pour les expérimentations,
Nicolas Morin pour les analyses statistiques et Yvan Rahbé pour les interpréta-
tions biologiques. Enfin ¢a n’aurait pas été pareil sans Gérard Febvay qui m’a
permis de me rendre a de nombreuses formations, Hubert Charles qui a réponse
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a presque toutes les questions insolubles et bien siir Jean-Michel Fayard qui y a
toujours cru.
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1  Contexte biologique

« Former un couple c’est n’étre qu’un ; mais lequel ? »
Oscar Wilde

1.1 La symbiose

1.1.1 Généralités

Etymologiquement le mot symbiose provient du grec « symbidsis » qui
signifie vie (biose) avec (sym). Il est employé pour la premiere fois par
I’historien grec Polybe (205 avant J.-C.) pour parler de la vie en communauté
des compagnons. Il réapparait ensuite dans un manuscrit latin d’Althussius
(1603) ou il s’integre dans un vocabulaire a la fois philosophique et naturaliste
destiné a I’analyse de la vie politique (Perru, 2003). Mais ce n’est qu’a partir de
1877, qu’il est employé d’abord en anglais et en allemand, puis en francais,
pour désigner les associations d’organismes biologiques. En fait, c’est Albert
Frank qui utilise pour la premiere fois, en 1877, le terme de « symbiotismus »,
pour caractériser les lichens et définir la réalité biologique de ce phénomene :

« La relation en question est encore quelque chose de plus que le sim-

ple parasitisme au sens habituel, en fait le parasite et I’hdte sont ré-

unis des [’origine pour constituer un nouvel organisme unifié
qu’aucune des deux autres parties n’entreprend de construire pour
elle-méme, et ou les deux compagnons se partagent le travail en vue
de leur nutrition ».
Alors que Frank vient de définir la symbiose comme « vivre ensemble » (zu-
sammenleben) entre 1’algue et le champignon, le lichénologue Anton de Bary
travaille, lui aussi, a approfondir le concept de symbiose a partir de I’exemple
des lichens, mais sans restriction et dans une perspective probablement plus ou-
verte. Il définit en 1879 la symbiose comme étant un état de fait qui résume
« les phénomenes de la vie en commun d’organismes différents » (De Bary,
1879) :

« On peut alors appliquer le terme de symbiose a toutes les relations,

telles que celles qui existent entre les insectes qui entrent dans les

fleurs, et les fleurs qui recoivent le pollen des insectes, entre les ani-
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maux qui cherchent leur nourriture ou un abri et les autres animaux
ou les plantes qui les leur procurent. Je n’ai aucune objection a faire
contre cette généralisation, je me suis efforcé de montrer que tous ces
phénomenes se touchent ».
Il distingue également pour la premiere fois deux catégories différentes : la
symbiose antagoniste, dans laquelle il y a lutte et la symbiose mutualiste dans
laquelle il y a avantage réciproque pour les symbiotes.

Actuellement, cette vision de la symbiose n’a pas changé. En revan-
che, elle exclut généralement la symbiose antagoniste ou parasitisme comme le
montre la définition de 1’Encyclopedia Universalis (2001). Elle rappelle que si
tous les intermédiaires existent entre symbiose au sens strict et parasitisme,
I’appellation « symbiose » est généralement réservée au cas d’associations coo-
pératives dans lesquelles les relations entre les deux partenaires tendent, pour
I’un comme pour 1’autre, a un équilibre entre les profits et les pertes, ou sont
favorables a 1I’un des partenaires sans nuire sensiblement a 1’ autre.

Les deux classes de symbiose initialement définies par de Bary, ont
laissé la place a cinq niveaux d’association qui correspondent aussi probable-
ment en partie a des degrés différents d’évolution ou de coévolution (Nardon et
Grenier, 1993) :

- La symbiose antagoniste ou parasitisme dans laquelle il existe une
agressivité réciproque des deux partenaires qui mettent en place
des mécanismes de défense, I’hote est globalement affecté.

- La symbiose primaire ou symbiose facultative qui affecte peu
I’hote et pour laquelle les symbiotes n’ont pas de localisation pré-
cise (infection a virus ou a bactéries chez certaines Drosophiles).

- La symbiose secondaire ou symbiose chronique dans laquelle
I’interaction est plus forte. Elle concerne I’ensemble de la popula-
tion (contrairement aux précédentes), se caractérise par une amé-
lioration des performances de 1’hdte et une localisation précise des
symbiotes (symbioses racinaires des légumineuses).

- L’endocytobiose intégrée dans laquelle toute 1’espece est symbio-
tique. Le symbiote intracellulaire est hébergé dans des structures
spécialisées qui sont appelées mycétocytes quand le symbiote est
un champignon ou une levure et bactériocytes lorsqu’il s’agit
d’une bactérie. Le symbiote est devenu obligatoire, intégré et
améliore nettement les performances de 1’hodte. Les symbiotes ont
tendance a se comporter comme des organites cellulaires. Il est
possible que des transferts de genes du symbiote vers le noyau
aient déja eu lieu (puceron).
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- La symbiose organogénétique avec un symbiote qui est devenu un
organite cytoplasmique. A ce niveau, il existe un transfert impor-
tant de genes vers le noyau de la cellule hote. Actuellement, la ge-
nese de la cellule eucaryote est expliquée par de nombreux biolo-
gistes comme des associations successives de procaryotes avec une
cellule hote. Ces procaryotes ont ensuite évolué pour donner nais-
sance aux plastes et aux mitochondries, ce qui est maintenant ad-
mis.

Cette gradation en cinq niveaux suggere un continuum de relations depuis le pa-
rasitisme jusqu’a la symbiose organogénétique. Néanmoins, des travaux plus
récents d’analyse des génomes complets de différentes bactéries parasites ou
intracellulaires obligatoires proposent des scénarios différents (Moran et Wer-
negreen, 2000). En effet, lorsqu’une bactérie devient le parasite exclusif d’un
hote, elle perd la plupart de ses genes non essentiels comme les genes de bio-
synthese de nombreux nutriments. Incapable de synthétiser des molécules pour
son hote, elle peut alors tres difficilement devenir un symbiote. Quoi qu’il en
soit I’ensemble de ces hypotheses reste encore a I’heure actuelle du domaine de
la spéculation. En revanche si la symbiose a longtemps été considérée comme
une curiosité biologique, il est aujourd’hui admis que tous les &tres vivants sont
symbiotiques. Ainsi, bien que tous les niveaux de symbiose soient représentés
de facon variée dans le monde vivant, I’endocytobiose a certainement joué un
role fondamental dans I’évolution (Lang et al., 2000).

1.1.2 Une origine endocytobiotique pour la cellule eucaryote

L’endocytobiose concerne toutes les formes de vie a deux dans les-
quelles I’un des deux partenaires vit dans le corps de 1’autre (Boullard, 1990).
L’endocytobiose est plus qu’une relation étroite entre deux organismes, puis-
qu’il s’agit d’une symbiose intracellulaire au sens strict qui a pris tres tot une
grande importance d’un point de vue évolutif. En effet, des 1883, Schimper
imagine une origine endocytobiotique pour les plastes des cellules eucaryotes :
« S’il est définitivement établi que les plastes ne sont pas formés de
novo dans la cellule eceuf, alors leur situation dans la cellule ou ils se
trouvent rappelle celle de symbiontes. Peut-étre une plante verte n’est-
elle que I’union entre un organisme incolore et un microbe possédant
les pigments chlorophylliens. »

A I’époque, cette hypothese se heurte a I’incompréhension de la majorité de ses
pairs et elle est rapidement abandonnée. Elle n’est remise au golit du jour qu’en
1967, sous I’'impulsion de Margulis. Elle utilise comme argument majeur la
mise en évidence en 1962 d’un génome dans les plastes (Ris et Plaut, 1962),
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puis dans les mitochondries 1’année suivante. Cet ADN ressemble a celui des
procaryotes car il n’est pas isolé au sein de l’organite et se présente sous la
forme de plusieurs copies identiques d’une molécule circulaire. Il existe égale-
ment des ribosomes dans les mitochondries et les plastes, qui participent a la
synthese de protéines et ont la taille et la composition en ARN des ribosomes
de procaryotes. Dans les années 1990, la biologie moléculaire a permis de sou-
ligner la parenté de ces organites avec les procaryotes (Reith et Munholland,
1993).

Ainsi, I’acquisition des mitochondries se serait produite par endocyto-
biose il y a 2 a 3 milliards d’années, constituant une étape majeure pour les eu-
caryotes. Elle marque ’acquisition de la respiration cellulaire par la cellule eu-
caryote qui devient capable d’utiliser I’oxygene pour oxyder les sucres et
produire son énergie. Compte tenu de la rareté actuelle des eucaryotes dépour-
vus de ces organites, cette endocytobiose semble avoir été déterminante dans le
succes évolutif des eucaryotes. Les plastes auraient été acquis plus tardivement,
probablement entre 1,2 et 2 milliards d’années, par certains eucaryotes qui for-
ment les différentes lignées actuelles de végétaux.

Une fois que ’association est devenue permanente, un contrdle réci-
proque de la multiplication de chacun des partenaires s’instaure pour la survie
de Dl'organisme chimere formé. La voie est alors ouverte a une évolution
conjointe (ou coévolution) des partenaires, et des échanges réciproques peuvent
s’établir. Pour I’endocytobiote, la vie a ’intérieur d’une cellule est extréme-
ment confortable car 1’hdte supporte les agressions du milieu extérieur. Cet ha-
bitat protégé explique la disparition des enveloppes protectrices. Mais
I’évolution régressive la plus curieuse est certainement la réduction de taille du
génome des organites par rapport aux formes libres dont ils sont issus. Ainsi,
certains genes nécessaires pour se repérer, se déplacer, se protéger dans le mi-
lieu extérieur ont pu disparaitre, alors que d’autres en revanche existent tou-
jours mais ont €té transférés dans le noyau de la cellule hdte. Ces transferts
scellent 1’association entre les partenaires, et expliquent 1’impossibilité de
cultiver isolément les organites qui sont devenus completement dépendants de
leur hote. La symbiose est donc devenue obligatoire et les partenaires forment
un nouvel organisme chimérique. Des régulations couplent 1’expression des
deux génomes, qui concourent ensemble au bon fonctionnement de la nouvelle
entité physiologique. L’endocytobiose a donc profondément influé sur
I’évolution des eucaryotes en leur permettant d’acquérir des potentialités méta-
boliques de procaryotes. Plus qu’une curiosité biologique, la symbiose est cer-
tainement 1’'un des moteurs les plus puissants de 1’évolution du monde vivant.
Elle crée tres rapidement des organismes chimériques qui peuvent engendrer
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des lignées nouvelles. Elle rapproche des partenaires et favorise des transferts
de genes massifs qui créent des génomes eux aussi chimériques car le génome
nucléaire contient des genes eucaryotes, mais aussi des genes d’origine bacté-
rienne, issus des mitochondries ou des plastes.

1.1.3 Endocytobiose et unité de sélection

D’un point de vue évolutif, la sélection peut intervenir a trois niveaux.
Tout d’abord, au niveau de I’entité chimérique elle-méme appelée aussi sym-
biocosme (Nardon, 1995) qui s’adapte au milieu environnant. Puis au niveau de
I’hote pour qui la symbiose peut etre un facteur d’adaptation permettant une di-
versification des formes de vie par 1’acquisition par exemple de nouvelles capa-
cités métaboliques. Enfin, au niveau du symbiote, qui dans les cas extrémes
peut devenir un organite cytoplasmique entierement controlé par I’hote (cf.
1.1.2).

1.1.31 Impact sur I’'héte

Le role de la symbiose intracellulaire dans le pouvoir adaptatif des
hotes a des environnements tres différents a longtemps été ignoré ou sous-
estimé. Pourtant, I’endocytobiose a permis a des hotes divers d’exploiter et de
coloniser des milieux pauvres ou inhospitaliers. L’adaptation des pucerons au
phloeéme, un milieu nutritionnel particulierement déséquilibré semble ainsi etre
liée a ’acquisition des symbiotes. Par ailleurs, les nouvelles capacités métabo-
liques et écologiques héritées des symbiotes, isolent écologiquement les grou-
pes qui les possedent de ceux qui en sont dépourvus. En ce sens, la symbiose
intracellulaire favoriserait la divergence des populations et pourrait représenter
une barriere écologique favorable a la spéciation sympatrique (ou spéciation
non géographique). De méme, des symbiotes comme les Wolbachia peuvent
intervenir directement sur la reproduction de leur hote, en induisant par exem-
ple des incompatibilités qui isolent la population contenant les symbiotes
(Moran et Baumann, 1994).

1.1.32 Impact sur le symbiote

La vie intracellulaire et la transmission maternelle des symbiotes favo-
risent une évolution originale des génomes. Tant pour les endocytobiotes que
pour les parasites intracellulaires, il a été observé un manque de recombinaisons
génétiques, une fixation importante de mutations déléteres acquises par dérive
génétique, un taux de mutations important et un biais mutationnel élevé
(Wernegreen, 2002).

Le manque de recombinaisons génétiques dans les populations
d’endocytobiotes résulte d’une part de la séquestration des symbiotes dans les
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cellules hotes et d’autre part de la perte possible de certains éléments (comme
les séquences répétées ou les transposons) qui sont impliqués indirectement
dans la recombinaison. Par ailleurs, le fait que seul un petit nombre de symbio-
tes soit transmis a la descendance de 1’hdte a chaque génération a pour consé-
quence une diminution drastique de I’effectif efficace de la population. Ce phé-
nomene appelé « Muller’s ratchet » ou « cliquet de Muller » (processus nommé
ainsi apres avoir été décrit pour la premiere fois par Muller en 1964) ou
« goulots d’étranglement » se traduit en effet par une accélération de la dérive
génétique qui favorise la fixation de mutations déléteres (Moran, 1996).

Ce manque de recombinaisons et cette accélération de la dérive géné-
tique aboutissent a une augmentation de la vitesse d’évolution chez les sym-
biotes intracellulaires. Parallelement, les génomes symbiotiques présentent une
accumulation tres importante de bases A et T, aussi bien dans les régions co-
dantes que non codantes. Ce phénomene, qui a également été observé dans les
mitochondries (Crozier et Crozier, 1993), semble &tre une caractéristique des
génomes des organismes vivant dans un milieu intracellulaire. Son origine et
les pressions sélectives qui le maintiennent ne sont pas encore completement
élucidées bien qu’une nette corrélation entre taux de GC et taille des génomes
bactériens ait été observée. Certains auteurs 1’expliquent par une déficience ou
une absence des enzymes capables de corriger les erreurs de réplication
(Wernegreen, 2002). D’autres se basent sur une « faiblesse » de la polymérase
dans les régions de I’ADN déja particulierement riches en bases A qui aurait
pour conséquence l’ajout de bases A et T par I’enzyme dans ces régions
(Tamas, 2002).

Enfin la taille des génomes d’endocytobiotes est souvent tres petite en
comparaison des groupes bactériens dont ils sont issus (Andersson et al., 2002 ;
Andersson et Kurland, 1998). Deux explications ont été proposées a cette parti-
cularité. D’une part, des mécanismes de délétions massifs et de réarrangements
chromosomiques permettraient de limiter les effets de 1’accumulation de muta-
tions déléteres (Andersson et Andersson, 1999 ; Ochman et Moran, 2001) et
d’autre part, la vie dans un milieu intracellulaire assurant une fourniture de nu-
triments et éventuellement d’enzymes expliquerait la perte de genes devenus
inutiles aux endocytobiotes (Moran, 1996).

1.1.33 Impact sur le symbiocosme

La dépendance mutuelle des deux partenaires montre que 1’association
entre 1’hOte et ses symbiotes est une véritable entité coadaptée. En effet, toutes
les tentatives de cultures in vitro de bactéries endocytobiotiques ont jusqu’a
présent échoué, confirmant la perte d’autonomie des symbiotes en 1’absence de
I’hdte (Hinde, 1971b). Parallelement, dans le cas de symbioses anciennes,
I’hdte ne survit pas ou est généralement tres diminué en 1’absence de ses sym-
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biotes. Cet état de coadaptation est souvent le résultat d’une longue coévolution
entre les deux génomes des partenaires.

Mais plus encore que cet aspect de coévolution, il est possible de voir
le symbiote comme un ensemble de genes préts a s’exprimer, acquis simulta-
nément et transmis a toute la descendance par voie maternelle. Ce processus
d’acquisition génique est donc bien plus efficace que la mutagenese ou les re-
maniements chromosomiques. En ce sens, la symbiose apparait comme un mé-
canisme sophistiqué de prédation génique et comme la source d’innovation la
plus efficace. Elle ne peut pas s’interpréter bien slir en termes de gradualisme
dans la mesure ou le symbiocosme est en fait un groupe de génomes qui ne dé-
rivent pas les uns des autres, mais se sont assemblés selon un processus parti-
culier (Nardon, 1995).

La définition de la symbiose, la théorie de 1’origine endocytobiotique
des cellules eucaryotes et tout particulierement les aspects évolutifs de
I’endocytobiose mettent en avant la difficulté a définir un concept a priori évi-
dent, celui de 1’individu.

1.1.4 Le concept d’individu

La symbiose, loin d’&tre une curiosité biologique, est un phénomene
révélateur d’une tendance a I’association qui existe de facon universelle dans le
monde vivant et qui remet en question le concept d’individualité biologique
(Perru, 1997). Ainsi, ce que nous appelons « un homme » contient 10" cellules
eucaryotes, 10" bactéries sur la peau et les muqueuses et 10'* bactéries dans
I’appareil digestif. De méme, dans les cas de symbioses plus évoluées qui asso-
cient des microorganismes avec des métazoaires, le nombre de symbiotes est du
méme ordre de grandeur que le nombre de cellules de 1’hdote (Nardon et Gre-
nier, 1993). Alors, qu’est-ce qu’un individu ? D’un point de vue étymologique,
le terme « individu » provient du latin « individuum » qui signifie « corps indi-
visible ». D’un point de vue biologique, un individu est donc un corps organisé
dont I’ensemble de ses constituants possede une certaine homogénéité généti-
que. Ce corps vit une existence propre et ne peut &tre divisé sans &tre détruit.
Mais en appliquant strictement cette définition, comme le souligne Margulis
(1993), seules les bactéries méritent le terme d’individu, les autres formes étant
des assemblages plus ou moins sophistiqués d’organismes différents.

L’autonomie d’un individu est donc limitée, que se soit au niveau de
I’organisme avec la digestion, ou au niveau de 1’écosysteme avec la nutrition ou
la reproduction. Poussant ce raisonnement a 1’extréme, Giglio-Tos définit en
1903 le monde vivant comme une immense symbiose ou chaque espece ne peut
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vivre qu’aux dépens des substances nourrissantes fournies par les autres. Le
concept de symbiose signifie alors une interdépendance au plan de la nutrition,
chaque espece assimilant des substances provenant d’autres especes auxquelles
elle fournit a son tour de la nourriture. Pour lui, I’individu n’existe pas car il est
toujours possible de le considérer comme symbiose d’individualités élémentai-
res.

Cette difficulté a définir I’individu montre la relativité qui existe en
biologie ou le réel peut &étre vu comme un systeme continu dans lequel il est né-
cessaire de définir les limites des systemes étudiés en fonction des questions
posées (Kupiec et Sonigo, 2000). En ce sens, I’individu constitue plus une ap-
proximation de travail « utile » qu’une réalité, et pour I’étude d’un systeme dy-
namique ce sont les interactions qui deviennent les éléments déterminants. En
ce qui concerne 1’étude de la symbiose, I’association des deux partenaires crée
une nouvelle entité biologique, le « symbiocosme », qui peut s’interpréter
comme un micro écosysteme, avec des interactions entre les partenaires et avec
le milieu. Il s’agit finalement d’une communauté interdépendante, avec perte
d’autonomie du symbiote, et évolution vers une nouvelle forme d’individualité
(Nardon et Grenier, 1993).

Cette présentation de la symbiose montre qu’aujourd’hui la question
n’est plus vraiment, contrairement aux querelles initiales, de savoir si la sym-
biose est plus ou moins mutualiste ou parasitaire. Il s’agit plutot de décrire ce
que représente le complexe vivant qui émerge de ces relations, et qui peut &tre
étudié comme un systeme dans lequel 1’association des deux organismes donne

naissance a des propriétés émergentes qui ne sont pas celles des deux entités
séparées.

1.2 Les deux partenaires de lI'association puceron -

bactérie

La symbiose puceron - bactérie est un modele étudié depuis de nom-
breuses années au laboratoire BF2I en raison des caractéristiques inhabituelles
de sa physiologie nutritionnelle et de son impact agronomique. En effet, le pu-
ceron se nourrit exclusivement du phloeme des plantes qui est un liquide de
haute pression osmotique excessivement déséquilibré. Pour survivre sur ce mi-
lieu pauvre et fortement osmotique, le puceron a développé d’une part de re-
marquables adaptations anatomiques, physiologiques et biochimiques et d’autre
part une intime symbiose avec des micro-organismes, et principalement avec
une bactérie du genre Buchnera, qui I’approvisionne en nutriments difficiles a
obtenir directement du phloeme.
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Cette association est indispensable pour le puceron comme pour Buch-
nera. En effet, il est possible d’éliminer les bactéries des pucerons par un trai-
tement antibiotique, mais ces pucerons dépourvus artificiellement de bactéries
(appelés pucerons aposymbiotiques) présentent une croissance fortement ralen-
tie et leur descendance n’est pas viable (Douglas, 1992 ; Mittler, 1971). De
meéme la bactérie Buchnera peut étre isolée par dissection mais ne survit que
quelques heures en dehors du puceron (Whitehead et Douglas, 1993b).

De nombreuses études attribuent le début de cette association a
I’infection d’un ancétre commun a I’ensemble des especes de pucerons par une
bactérie, il y a environ 180 a 250 millions d’années (Moran et al., 1993). Cet
événement a été suivi d’une coévolution stricte des deux partenaires sans
transmission horizontale d’un autre symbiote (Clark et al., 2000).

La compréhension des mécanismes d’adaptation de la symbiose puce-
ron - bactérie au phloeme est un premier pas pour appréhender le fonctionne-
ment global de ce systeme. Au-dela de cet intérét académique, cette compré-
hension permettra éventuellement de lutter plus efficacement contre le puceron
du pois, véritable ravageur des cultures légumieres, tant par ses dommages di-
rects que par la transmission de virus aux plantes dont il est responsable.

1.2.1 Du c6té du puceron Acyrthosiphon pisum

1.2.11 Caractéristiques biologiques

Le puceron du pois Acyrthosiphon pisum (cf. Figure A.1.1) appartient
a la famille des Aphididae et a I’ordre des Hémipteres. Les adultes apteres ou
ailés ont un cycle de reproduction annuel hétérogonique impliquant une alter-
nance de plusieurs générations parthénogénétiques (les femelles produisent leur
descendance sans accouplement) et une seule génération sexuée. Les femelles
parthénogéniques sont toujours vivipares, c’est-a-dire qu’elles donnent nais-
sance a de jeunes larves capables de s’alimenter et de se déplacer immédiate-
ment. Ce cycle complexe lui permet d’exploiter de facon optimale les ressour-
ces de sa plante hdte (Baumann et Baumann, 1994).
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Figure A.1.1 Larves de pucerons sur leur plante hote (a gauche) et puceron adulte

avec ses larves en vue rapprochée (a droite) (Rahbé, Y., communication personnelle).

1.2.12 Nutrition

1.2.121 Composition du phloéme

Les pucerons se nourrissent exclusivement de la seve phloémienne des
plantes qui est composée essentiellement de sucres, et tout particulierement de
saccharose qui associe une grande stabilité chimique et une faible viscosité en
solution concentrée. Les principaux composants azotés sont des acides aminés
libres dont la concentration est comprise entre 50 et 800 mM. Les acides aminés
les plus représentés sont généralement 1’aspartate, le glutamate, 1’asparagine et
la glutamine. Les acides aminés essentiels, c’est-a-dire les acides aminés que
les animaux ne peuvent synthétiser de novo, sont pour les pucerons aposymbio-
tiques, 1’histidine, 1’isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phényla-
lanine, la thréonine, le tryptophane et la valine (Mittler, 1971). Ils sont présents
en faible concentration (Sandstrom et Moran, 2001 ; Sandstrom et al., 2000) et
représentent seulement 10 a 30 % de 1’ensemble des acides aminés (Abisgold et
al., 1994). Enfin, le phloeme contient des substances inorganiques. Il s’agit
principalement de potassium et de phosphate a une concentration de 1’ordre de
1 25¢gl" et de micro-nutriments (fer, manganese, zinc, cuivre et molybdene).
En revanche, les lipides tout comme les stérols ne sont présents qu’en infimes
quantités dans la seve.

1.2.122 Prise alimentaire

Le saccharose et les acides aminés, en tant que principales sources
respectivement de carbone et d’azote dans la seve phloémienne, ont fait 1’objet
de nombreuses études nutritionnelles chez le puceron. Il a ainsi été observé que
la prise alimentaire des pucerons varie en fonction de la teneur nutritive de ces
deux sources alimentaires. Des études ont montré que le saccharose a une
concentration supérieure a 0,1 M et la méthionine peuvent &tre considérés
comme des phagostimulants. De plus, les pucerons adoptent des réponses nutri-
tionnelles compensatoires en augmentant leur prise alimentaire en présence
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d’un aliment contenant de faibles concentrations en saccharose (Abisgold et al.,
1994). De la méme facon, les pucerons montrent une réponse alimentaire com-
pensatoire pour des concentrations en acides aminés comprises entre 75 et 250
mM, mais pas pour des concentrations plus élevées (Abisgold et al., 1994). En
revanche, ce mécanisme est altéré chez les pucerons aposymbiotiques (Prosser
et al., 1992).

1.2.123 Utilisation du saccharose

Le saccharose présent en tres forte concentration dans la seve phloé-
mienne est responsable d’une pression osmotique deux a quatre fois plus élevée
que celle des fluides de 1’insecte (Douglas et al., 2001). Le puceron a donc dé-
veloppé des stratégies lui permettant de maintenir 1’équilibre hydrique et
d’acquérir les autres nutriments de la seve en quantité suffisante (Rhodes et al.,
1997 ; Wilkinson et al., 1997). 1l est capable de diminuer cette pression par la
production d’oligosaccharides a partir des sucres du milieu et cela, indépen-
damment de la présence de Buchnera (Wilkinson et al., 1997).

Les pucerons utilisent essentiellement le saccharose comme source
d’énergie (Febvay et al., 1995 ; Rhodes et al., 1996). Cependant, bien que le
saccharose soit composé d’un glucose et d’un fructose, les pucerons utilisent
préférentiellement le fructose, et pour de fortes concentrations en saccharose,
éliminent le glucose sous forme d’oligosaccharides retrouvés dans le miellat
(Ashford et al., 2000).

1.2.124 Utilisation des acides aminés

Si le puceron utilise le saccharose comme source d’énergie, les acides
aminés sont par contre réservés a la production de composés structuraux
(Rhodes et al., 1996). Les acides aminés aromatiques comme la tyrosine et son
précurseur, la phénylalanine, sont ainsi des acides aminés indispensables au dé-
veloppement larvaire des insectes (Dadd, 1973). Ils interviennent tout particu-
lierement dans la formation de I’exosquelette, fondamental pour le développe-
ment des insectes qui synthétisent une nouvelle cuticule apres chaque mue
larvaire.

Les pucerons sont capables de survivre sur différentes plantes hotes
dont les phloemes contiennent des proportions extrémement variables en acides
aminés (Bernays et Klein, 2002 ; Sandstrom et Pettersson, 1994). Il est a noter
que méme sur une plante hote unique, la composition du phloeme varie parfois
dans des proportions importantes suivant la localisation de la plante, la saison,
en réponse a la prise alimentaire des pucerons (Telang et al., 1999) ou encore
sous I’effet de champignons pathogenes (Johnson et al., 2003). Des études ont
donc été menées pour étudier I’impact de la concentration en acides aminés es-
sentiels dans le milieu nutritionnel des pucerons. Il a ainsi ét€ montré qu’une
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variation de la concentration en acides aminés essentiels comprise entre 20 %
(taux de la seve phloémienne) et 50 % (taux des milieux artificiels) de la tota-
lit¢ des acides aminés du milieu n’a pas de répercussion sur leur croissance
(Prosser et Douglas, 1992). En revanche pour des concentrations plus faibles, le
poids des pucerons diminue.

1.2.13 Localisation des symbiotes

Parmi les micro-organismes présents chez le puceron, Buchnera, en
tant que symbiote primaire ou principal, peut représenter plus de 90 % des
bactéries. Par opposition, les bactéries restantes sont appelées symbiotes se-
condaires ou parfois bactéries accessoires. Ces symbiotes secondaires ne sont
pas présents de fagon universelle dans les populations naturelles de pucerons.
Chez les pucerons qui en possedent, elles peuvent se trouver dans
I’hémolymphe des insectes comme dans certaines cellules de 1’appareil digestif
(Darby et al., 2001 ; Fukatsu et al., 2000 ; Sandstrom et al., 2001).

Les bactéries Buchnera sont présentes a une densité d’environ
107 cellules.mg™ de pucerons frais, ce qui correspond a approximativement
10 % du volume total de 1’insecte (Baumann et al., 1996 ; Humphreys et Dou-
glas, 1997 ; Wilkinson ef al., 2001). La population de bactéries augmente du-
rant les stades larvaires, pour atteindre son maximum durant la période de re-
production des jeunes adultes et finalement décliner chez les pucerons agés
(Koga et al., 2003). La dynamique de la population reflete donc 1’activité bio-
logique des pucerons, suggérant un éventuel controle de leur prolifération par le
puceron (Moran et al., 1993).

Contrairement aux bactéries accessoires, Buchnera est localisée dans
des structures particulieres (cf. Figure A.1.2). Il s’agit de cellules polyploides
appelées bactériocytes (Griffiths et Beck, 1973) dont la seule fonction est appa-
remment d’assurer la survie des bactéries qui occupent 60 a 70 % de leur cyto-
plasme (Whitehead et Douglas, 1993a). Un puceron adulte possede entre 60 et
80 bactériocytes, contenant au total plus de 5 millions de bactéries (Baumann et
Baumann, 1994 ; Douglas et Dixon, 1987). Ces bactériocytes sont regroupés
dans une structure bilobée appelée bactériome qui est située dans I’hémolymphe
de l’insecte a proximité des ovarioles (Baumann et al., 1995). Cette structure
continue et dorsale par rapport a I’appareil digestif forme un V dont la base est
dirigée vers la partie postérieure de I’insecte.

A l’intérieur du cytoplasme des bactériocytes, les bactéries sont entou-

rées individuellement ou par petits groupes, d’une membrane d’origine euca-
ryote appelée membrane symbiosomale. Bien que les propriétés de cette mem-
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brane n’ont pas encore été élucidés, elle joue probablement un role clé dans

I’association symbiotique en controlant les entrées et les sorties de nutriments.

P2

Figure A.1.2 Des bactériocytes de pucerons du pois adultes (observation par micros-

copie électronique a transmission) (Rahbé, Y., communication personnelle).

Les bactériocytes se différencient tres tot dans I’embryon. En consé-
quence, les pucerons parthénogénétiques qui portent les embryons dans leurs
ovaires possedent a la fois des bactériocytes dans 1’hémolymphe maternelle et
des bactériocytes dans les embryons. De la naissance au milieu de la période
reproductive des pucerons, le nombre de bactéries d’origine embryonnaire est
méme plus important que celui d’origine maternelle et peut représenter jusqu’a
75 % de la population totale (Humphreys et Douglas, 1997 ; Whitehead et Dou-
glas, 1993a).

Les bactéries sont transmises par voie verticale aux embryons, via les
ovaires maternels (Baumann et Baumann, 1994). Chez les pucerons ovipares,
un mécanisme d’exocytose assure le transfert des bactéries a 1’ceuf non fécondé
tandis que chez les pucerons vivipares les bactéries sont transmises aux em-
bryons au cours du stade blastoderme (Brough et Dixon, 1990 ; Hinde, 1971a).
Il existe deux populations distinctes de bactériocytes chez les embryons. La
premiere population est présente avant la transmission des bactéries maternelles
aux embryons et la seconde, qui apparait plus tard au cours du développement,
rejoint ensuite les premieres cellules. La mise en place de ces deux populations
cellulaires ne dépend pas de Buchnera car méme en 1’absence de symbiotes, la
formation des bactériocytes est initiée (Braendle et al., 2003).
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1.2.2 Du c6té de la bactérie Buchnera aphidicola

Buchnera aphidicola est une bactérie gram-négative sphérique ou 1é-
gerement ovale de 2 a 5 um de diametre (Houk et Griffiths, 1980) (cf. Figure
A.1.3). Elle appartient au sous-groupe y-3 des protéobactéries (Munson et al.,
1991) et fait partie, tout comme Escherichia coli, des Entérobactériacées.

La bactérie Buchnera n’est pas cultivable en dehors de son hote, ce qui
rend son étude directe difficile. En revanche, son génome est completement sé-
quencé pour trois pucerons : Acyrthosiphon pisum (Ap) {Shigenobu, 2000
#381}, Schizaphis graminum (Sg) (Tamas et al., 2002) et Baizongia pistaciae
(Bp) (Van Ham et al., 2003). Ainsi, bien qu’il soit difficile de déterminer son
taux de croissance, I’étude de son génome montre que seule une copie de
I’opéron des ARN ribosomiaux est présente, ce qui est spécifique d’une bactérie
a croissance lente (Baumann et al., 1995). Cet opéron est divisé en deux unités
de transcription rrs et rri-rrf (Unterman et al., 1989). 1l semble de plus que la
division des bactéries soit dépendante du stade de développement de son hote.
Elle est par exemple réduite de moitié au cours du quatrieme et dernier stade
larvaire du puceron (Whitehead et Douglas, 1993a). De la m&me facon, 1’étude
de ses capacités métaboliques reste délicate.

TLy e iy
Figure A.1.3 Une bactérie Buchnera entourée de ses deux membranes (comme toutes

les bactéries gram négative) et d’une troisieme membrane d’origine eucaryote : la
membrane symbiosomale (observation en microscopie électronique a transmission)

(Rahbé, Y., communication personnelle).

1.2.21 Un génome avec une organisation originale

Compte tenu de la disposition et de I’annotation des genes chez Buch-
nera, son génome est souvent considéré comme un sous-ensemble de genes
d’Escherichia coli (Charles et Ishikawa, 1999 ; Moran et Wernegreen, 2000).
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La majorité des genes de Buchnera possedent en effet des genes orthologues
déja séquencés et disponibles dans les bases de données. Seuls quatre genes
(ybal, yba2, yba3 et yba4) ont été annotés comme orphelins. Deux explications
ont été avancées concernant leur origine. La premiere est que ces genes ont été
perdus récemment chez Escherichia coli et la seconde que leur dégradation
chez Buchnera ne permet plus leur identification par homologie (Tamas, 2002).
Quoi qu’il en soit, les connaissances disponibles pour Escherichia coli rendent
cette ressemblance globale particulierement intéressante pour 1’étude de Buch-
nera, méme si son génome montre une organisation originale a tous les ni-
veaux.

1.2.211 Au niveau global

Une taille réduite
Le génome de Buchnera Ap est composé d’un chromosome circulaire
de 680 681 paires de bases et deux plasmides portant un total de 619 genes dont
9 pseudogenes {Shigenobu, 2000 #381}. Cette taille est extrémement réduite en
comparaison des 4 a 5 Mpb des génomes des Entérobactéries libres (Charles et
Ishikawa, 1999).

Il semble que cette réduction de taille ait eu lieu avant la divergence
des lignées de Buchnera appartenant aux différents hotes. Ainsi, la taille du gé-
nome de la bactérie libre correspondant au dernier ancétre commun a Buchnera
et Escherichia coli est estimée entre 1818 (Silva et al., 2001) et 2425 genes
(Moran et Mira, 2001). Quant a la taille du génome du dernier ancétre symbio-
tique commun aux especes actuellement séquencées de Buchnera, elle est esti-
mée approximativement a 640 genes (Silva et al., 2003). La redondance de ge-
nes entre 1’hdte et le symbiote et la stabilité du milieu intracellulaire ont
vraisemblablement diminué de facon drastique la pression de sélection sur un
grand nombre de genes avec pour conséquence des délétions rapides et massi-
ves dans le génome de Buchnera. Cette hypothese semble beaucoup plus proba-
ble qu’une sélection directe visant a une compaction du génome (Mira et al.,
2001), d’autant plus que le chromosome de Buchnera est soumis a une forte
polyploidie (cf. paragraphe suivant). Par ailleurs, le faible nombre de symbiotes
transmis au cours des générations de pucerons a certainement favorisé la fixa-
tion de mutations déléteres et donc 1’accélération de la dérive génétique
(Moran, 1996) (cf. 1.1.32, phénomene dit de « Muller’s rachet »). Naturelle-
ment, le faible nombre de genes restants a alors été soumis a une pression de
sélection beaucoup plus forte et a donc peu évolué depuis le dernier ancétre
commun. Cette période de stabilité génomique, appelée stase génomique dure
au moins depuis les 50 a 70 millions d’années séparant la divergence des puce-
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rons Acyrthosiphon pisum et Schizaphis graminum (Tamas et al., 2002). Elle est
confirmée par la présence d’un tres faible nombre de pseudogenes (neuf) dans
le génome de Buchnera Ap, qui ont pour la plupart été supprimés des le début
de la réduction massive du nombre de genes.

Par ailleurs, une étude portant sur la taille du génome de Buchnera is-
sues de pucerons plus éloignés phylogénétiquement a montré que les pucerons
du genre Cinara (Lachninae) possedent des bactéries avec un génome contenant
seulement 450 kbp (Gil et al., 2002). La réduction du génome s’est donc pour-
suivie pour certaines lignées. Cette taille est méme inférieure aux 580 kpb co-
dant les 480 genes de Mycoplasma genitalium, le plus petit génome libre et au-
tonome connu actuellement (Fraser et al., 1995). Cette étude suggere que le
génome de Buchnera est toujours en cours de réduction contrairement a
I’hypothese précédente de stase génomique (Silva et al., 2001).

Une forte polyploidie

Chaque Buchnera contient entre 60 et 80 copies du chromosome
(Komaki et Ishikawa, 1999). Komaki et Ishikawa (2000) ont montré de plus que
cette forte polyploidie varie avec 1’age et le stade de développement du puce-
ron. Ainsi, le nombre de copies varie de 50 chez les embryons a plus de 100
chez les adultes avant de redescendre a 80 chez les pucerons agés. Ces auteurs
expliquent cette polyploidie comme un moyen de conserver pour chaque gene
des copies fonctionnelles non touchées par les nombreuses mutations déléteres.
Cependant, s’il est vrai que certaines études en évolution moléculaire suggerent
effectivement que la transmission verticale des symbiotes pose le probleme de
I’accumulation de mutations déléteres, d’autres semblent suggérer le contraire.
Ainsi, la comparaison entre les génomes de Buchnera issues des pucerons Uro-
leucon ambrosia et Pemphigus obesinymphae montre une similarité remarqua-
ble. La majorité des polymorphismes concernent de rares alleles et semblent ré-
sulter d’un polymorphisme ancestral, probablement lié a des fluctuations
démographiques des populations de pucerons (Abbot et Moran, 2002). Le faible
nombre de copies chez les embryons pourrait résulter d’une élimination des co-
pies mutées au moment de la transmission des bactéries a la génération sui-
vante, cependant le mécanisme de transmission n’a pas encore été décrit. Quant
a la diminution du nombre de copies chez les insectes agés, elle serait simple-
ment liée a une dégradation de I’ADN génomique ou a une perte de la capacité
de réplication de I’ADN (Komaki et Ishikawa, 2000). Il est également possible
d’imaginer que la polyploidie joue un rdle dans les interactions entre le puceron
et les bactéries et notamment dans la régulation de 1’expression des genes.
Néanmoins, a I’heure actuelle aucune étude n’a permis de démontrer une telle
possibilité.
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La présence de deux plasmides

Chez Acyrthosiphon pisum, comme chez la plupart des autres puce-
rons, les bactéries Buchnera possedent deux plasmides, présents en de nom-
breux exemplaires. Le plasmide Leucine (pLeu) est constitué de 786 pb qui co-
dent les 7 genes de I’opéron de biosynthese de la leucine (Silva et al., 1998),
tandis que le plasmide Tryptophane (pTrp) porte de cinq a dix répétitions en
tandem d’une partie de I’opéron tryptophane (Panina et al., 2001). Le nombre
de copies de ces deux plasmides dépend du puceron hote. Il n’a pas été déter-
miné chez Acyrthosiphon pisum, mais chez Schizaphis graminum les nombres
de copies des genes situés sur le plasmide tryptophane et le plasmide leucine
par rapport aux genes localisés sur le chromosome sont, respectivement, de 14,5
et 23,5, révélant une amplification importante (Plague et al., 2003).

La leucine et le tryptophane sont indispensables a la croissance et a la
survie de 1’hdte et jouent un rdle essentiel dans la relation symbiotique. Cer-
tains auteurs expliquent donc le transfert des voies de biosynthese de la leucine
et du tryptophane sur deux plasmides afin de permettre leur surproduction pour
le puceron (Baumann et al., 1995 ; Komaki et Ishikawa, 2000), et I’adaptation
de cette production aux variations environnementales indépendamment des ge-
nes situés sur le chromosome (Plague et al., 2003). Néanmoins, une étude expé-
rimentale a récemment démontré que la production de tryptophane n’était pas
corrélée avec le rapport entre le nombre de copies d’un gene codant une enzyme
clé de la voie de biosynthese du tryptophane sur le plasmide et le nombre de
copies du gene sur le chromosome (Birkle et al., 2002). Cette étude ne prend
cependant pas en compte les copies inactives du gene et ne permet pas
d’exclure un contrdle par rétroaction du nombre de copies du plasmide, en
fonction de la concentration en tryptophane.

L’organisation du génome de Buchnera a un niveau global montre une
réduction drastique de taille accompagnée par une extraordinaire quantité de
copies aussi bien du chromosome que des plasmides. Cela rappelle les caracté-
ristiques des plastes et des mitochondries, et ce d’autant plus que la bactérie est
en partie transmise par voie maternelle entre les générations de pucerons.

1.2.212 Au niveau des génes

Le génome de Buchnera Ap contient 610 genes (dont 10 genes locali-
sés sur les plasmides) qui représentent 88 % de la séquence et 9 pseudogenes.

Synténie

Il existe un phénomene de synténie lorsqu’une conservation de 1’ordre
des genes homologues entre les génomes de deux especes est observable sur la
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séquence du chromosome. En comparaison avec Escherichia coli, le génome de
Buchnera comporte de nombreuses pertes dont notamment les genes répétés et
une partie des genes indispensables pour mener une existence indépendante.
Ainsi, certains genes du métabolisme intermédiaire, et certains genes impliqués
dans les phénomenes de transport, de signalisation et de réparation de I’ADN
sont absents {Shigenobu, 2000 #381;Silva, 2001 #680;Tamas, 2002 #220}. En
revanche, une étude comparative des génomes des Buchnera Ap et Sg montre
que le chromosome ne comporte aucune inversion, translocation, duplication ou
meéme acquisition de genes étrangers par transfert horizontal (Tamas, 2002). Le
séquencage récent du génome de Buchnera Bp a permis de conforter cette ob-
servation. En effet, la comparaison des trois génomes a mis en évidence seule-
ment quatre réarrangements entre Buchnera Bp et les génomes de Buchnera Ap
et Sg (Van Ham et al., 2003).

Cette remarquable stabilité génomique a I’origine d’une forte synténie
entre les trois génomes s’explique par la perte de nombreux genes impliqués
dans les processus de recombinaison et d’insertion de I’ADN qui a abouti,
d’une part, a la perte des capacités de réarrangement du génome, et d’autre part,
a la difficulté d’acquisition de nouveaux genes par transferts horizontaux (Silva
et al., 2003 ; Wernegreen et al., 2000). De plus, la disparition des séquences ré-
pétées qui sont des sites potentiels de recombinaison (Tamas et al., 2002), et la
vie dans un milieu intracellulaire limitent considérablement la probabilité de
transfert horizontaux.

Répartition des génes sur les brins précoce et tardif du

chromosome

Chez la plupart des bactéries, les genes essentiels (c’est-a-dire tous les
genes dont la délétion par mutation ponctuelle est 1étale chez Escherichia coli)
sont principalement localisés sur le brin précoce du chromosome (Rocha et
Danchin, 2003b). Ainsi, des études menées chez Bacillus subtilis et Escherichia
coli ont montré une fréquence élevée de genes essentiels sur le brin précoce
meéme pour des genes a faible expression (Rocha et Danchin, 2003a). D’autres
études ont également été réalisées pour une dizaine de y-protéobactéries, dont
Buchnera. Cependant des biais ont été observés dans les génomes des bactéries
intracellulaires obligatoires comme Buchnera. 1ls sont sans doute liés au pro-
bleme posé par la définition de I’essentialité d’un gene. En effet, compte tenu
du mode de vie particulier de Buchnera, il est loin d’étre évident que les genes
essentiels chez Escherichia coli le soient chez Buchnera. Une définition adé-
quate de I’essentialité des genes chez Buchnera couplée a une étude de leur ex-
pression permettrait d’étudier de facon pertinente le biais de positionnement des
genes et éventuellement de retrouver les résultats observés chez les y-
protéobactéries libres. Une premiere étude indique pour le moment que les ge-
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nes supposés les plus fortement exprimés sont préférentiellement localisés sur
le brin précoce du chromosome (Rispe et al., 2004). 1l existe de plus une dis-
symétrie de composition en bases tres marquée entre les deux brins avec un ex-
ces de T et de G sur le brin direct (Rispe et al., 2004).

1.2.213 Au niveau des séquences

Le génome de Buchnera avec un taux de GC de seulement 26,3 % est
I’un des génomes présentant le biais le plus important en bases A et T (Clark et
al., 1999). Ce biais compositionnel est expliqué par un fort biais mutationnel
vers les bases A et T durant la réduction massive du génome (Tamas et al.,
2002). Chez toutes les bactéries, il semble qu’une richesse en bases A et T soit
corrélée a une taille relativement faible des genes. Ceci peut s’expliquer de fa-
con neutraliste en observant simplement que les différents codons « stop » ri-
ches en bases A et T, possedent une probabilité d’apparition plus élevée chez
les organismes a faible taux de GC. Buchnera n’échappe pas a cette regle avec
une taille moyenne de 988 pb pour I’ensemble de ses genes, ce qui est relative-
ment faible en comparaison d’Escherichia coli (Charles et al., 1999).

Les régions intergéniques sont encore plus riches en bases A et T que
la moyenne du génome avec, pour certaines, un taux avoisinant les 90 %
{Shigenobu, 2000 #381}. En revanche les genes codant pour I’ARN 16S mon-
trent une différence moins significative de leur taux en AT par rapport aux
bactéries non symbiotiques, ce qui indique probablement une forte pression de
sélection sur ces genes (Woolfit et Bromham, 2003).

Des études basées sur I’utilisation des différents acides aminés pour la
synthese protéique chez Buchnera, par rapport a Escherichia coli, montrent
I’existence d’une corrélation entre 1’usage de certains acides aminés pour la
synthese protéique et I’expression des genes correspondant chez Buchnera
(Palacios et Wernegreen, 2002 ; Rispe et al., 2004). En effet, les acides aminés
des protéines codées par les genes les plus exprimés chez Buchnera ne sont gé-
néralement pas des acides aminés aromatiques. Cette absence peut s’expliquer
par le fait que ces acides aminés sont particulierement cofliteux a produire. De
plus, les genes les plus exprimés présentent également des taux en G et en C
plus élevés que le reste du génome. Cette constatation s’explique sans doute par
I’existence d’une pression de sélection plus importante sur les genes fortement
exprimés qui limiterait le biais mutationnel vers les bases A et T. Il est égale-
ment possible d’imaginer que Buchnera évite d’utiliser les acides aminés aro-
matiques afin de les fournir préférentiellement au puceron.

63



Partie A
Etude bibliographique / Contexte biologique

1.2.22 Un métabolisme essentiellement dédié a la biosynthése des

acides aminés

Buchnera fournit a son hote les acides aminés essentiels qui sont ab-
sents de son milieu nutritionnel (Douglas, 1998 ; Sasaki et Ishikawa, 1995) et le
séquencage du génome de la bactérie a conforté cette évidence. En effet, bien
que Buchnera ne possede plus que 35 % des genes d’Escherichia coli, son gé-
nome contient encore 45 % des genes codant pour la biosynthése des acides
aminés (Douglas et al., 2001) (cf. Tableau A.1.1).

1.2.221 Les voies de biosynthése des acides aminés

L’analyse du génome de Buchnera montre que les voies de biosyn-
these des acides aminés non essentiels sont pour la plupart completement ab-
sentes (a part celle de la cystéine), contrairement a celles de la biosynthese des
neuf acides aminés essentiels pour le puceron qui sont parfaitement conservées
(cf. Figure A.1.4). Il semble donc que les processus évolutifs favorisant la perte
des genes chez Buchnera (Rispe et Moran, 2000) soient compensés par une sé-
lection retenant les genes de biosynthese des acides aminés essentiels. Le gé-
nome de la bactérie contient ainsi 10 % de genes ayant des fonctions dans le
métabolisme des acides aminés essentiels, alors qu’Escherichia coli n’en
compte que 2 %. L’étude des voies de biosynthese de Buchnera laisse donc
supposer que la bactérie fournit a son hote les acides aminés qu’il ne peut syn-
thétiser et réciproquement que 1’hdte apporte a la bactérie les acides aminés qui
lui font défaut. De plus, comme les précurseurs de plusieurs acides aminés es-
sentiels sont des acides aminés non essentiels (glutamate et aspartate par exem-
ple, cf. Figure A.1.4). les voies de biosynthese de I’hote et du symbiote sont non
seulement complémentaires mais également dépendantes les unes des autres
{Shigenobu, 2000 #381}.
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Tableau A.1.1 Nombre de génes chez Buchnera par catégorie fonctionnelle en fonc-
tion de la classification de Riley (1993). La liste compléte des génes est disponible sur

le site de l'institut RIKEN : http://Buchnera.gsc.riken.go.jp.

Meétabolisme des petites molécules

Dégradation des petites molécules 3
Meétabolisme énergétique 51
Glycolyse 9
Déshydrogénation du pyruvate 3
Cycle de I’acide tricarboxylique 2
Voie des pentoses phosphate 6
Respiration 23
Fermentation 0
Force motrice ATP-proton 8
Meétabolisme central intermédiaire 13
Biosynthese des acides aminés 55
Voie du glutamate 8
Voie de I’aspartate 11
Voie de la sérine 4
Voie des acides aminés aromatiques 16
Histidine 8
Voie du pyruvate 0
Voie des chaines branchées 8
Biosynthese de polyamine 2
Purines, pyrimidines, nucléosides et nucléotides 34
Biosynthese des cofacteurs, groupements prosthétiques et transporteurs 26
Biosynthese des acides gras 6
Fonctions de régulation

7
Meétabolisme des macromolécules
Synthese et modification des macromolécules 187
ARN ribosomiaux et ARN stable 4
Modification des protéines ribosomales, synthese et modification de protéines 54
Maturation et modification des ribosomes 0
ARN de transfert 32
Synthese des ARNt aminoacylés et modification 34
Nucléoprotéines 2
Réplication de I’ADN, restriction, modification et recombinaison 32
Traduction et modification des protéines 18
Synthese des ARN, modification des ARN et transcription 9
Polysaccharides (cytoplasmique) 0
Phospholipides 2
Dégradation des macromolécules 22
Enveloppe cellulaire 46
Membranes, lipoprotéines et porines 4
Polysaccharides de surface, lipopolysaccharides, et antigenes 2
Structures de surface 25
Muréine et peptidoglycane 15
Processus cellulaires
Transport et protéines de liaison 18
Chaperonnes 11
Division cellulaire 12
Chimiotactisme et mobilité 0
Sécrétion de protéines et de peptide 7
Adaptation osmotique 0
Détoxification 3
Autres
Fonctions en relation avec la colicine 1
Sensibilité aux médicaments et analogues 2
Adaptations et conditions atypiques 2
Autres non classés 111
Autres catégories 28
Hypothétiques conservés 79
Non connus (unique chez Buchnera) 4
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Figure A.1.4 Représentation des voies de biosynthése des acides aminés essentiels (a
gauche) et non essentiels (a droite) déduites de I'annotation du génome de Buchnera
{Shigenobu, 2000 #381}. Les étapes pour lesquelles aucun géne n’a été annoté sont
indiquées en rose.

Voies de biosynthése des acides aminés essentiels : L'enzyme ilvE (en vert) est
absente des voies de biosynthése de la valine, l'isoleucine et la leucine, mais une au-
tre aminotransférase assure sans doute ces étapes. Dans la voie de biosynthese de la
lysine, le géne dapC (en bleu) n’a été identifié chez aucun organisme. Enfin, la der-
niere étape de biosynthése de la phénylalanine est catalysée par TyrB chez Escherichia
coli mais peut étre remplacée par HisC chez Buchnera.

Voies de biosynthése des acides aminés non essentiels : De méme que chez Es-

cherichia coli, la voie de biosynthése de I'alanine n’a pas été élucidée.

L’observation attentive des voies de biosynthese des acides aminés es-
sentiels montre néanmoins que deux genes sont absents. Le premier est le gene
ilvA, qui code pour la thréonine désaminase, premiere enzyme de la voie de
biosynthese de 1’isoleucine, et le second est metC, qui code pour la cystathione
B-lyase, enzyme de la voie de biosynthese de la méthionine. Pourtant les don-
nées concernant la nutrition des pucerons suggerent que Buchnera est capable
de synthétiser I’isoleucine et la méthionine. Plusieurs hypotheses ont été avan-
cées pour expliquer cette incohérence entre données génomiques et physiologi-
ques. Il est en effet possible que d’autres enzymes catalysent ces réactions en
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raison d’une faible spécificité de substrat, ou encore que ilvA et metC aient
été transférés vers le génome du puceron, que ces deux genes soient transcrits et
traduits dans les bactériocytes puis que les enzymes soient fournies a Buchnera
(Douglas, 2003).

Contrairement a Escherichia coli qui possede 86 ARN de transfert,
Buchnera ne contient plus que 32 ARN de transfert, ce qui implique que la plu-
part des acides aminés n’ont qu’un seul ARN de transfert (Moran et Mira,
2001). Ce nombre limité d’ARN de transfert pourrait éventuellement permettre
une vitesse plus élevée de traduction et donc de biosynthese des acides aminés
pour son hote.

Enfin, il est a noter que, contrairement aux parasites obligatoires,
Buchnera possede non seulement les voies de biosynthese des acides aminés es-
sentiels mais que la plupart des voies de biosynthese des nucléotides sont éga-
lement completes. Aucune étude n’a été menée a ce jour pour déterminer si la
bactérie produit des nucléotides pour son propre usage ou pour son hodte
{Shigenobu, 2000 #381}.

1.2.222 Le métabolisme énergétique

Les données génomiques montrent que Buchnera dispose d’un méta-
bolisme aérobie, ce qui est compatible avec sa localisation dans le bactériocyte,
qui regoit certainement 1’oxygene circulant dans les trachées de I’insecte et dont
le cytoplasme contient de nombreuses mitochondries. En revanche Buchnera a
perdu les genes impliqués dans les phénomenes de fermentation et de respira-
tion anaérobie.

L’opéron de la déshydrogénase NADH (nuo) et I’opéron du cyto-
chrome C (cyo) sont parfaitement conservés, en revanche la voie de biosynthese
de I’'ubiquinone est absente. La bactérie possede également I’opéron d’une ATP
synthase (type FyF,) indiquant sa capacité a produire de I’ATP a partir du gra-
dient électrochimique de protons généré par le systeme de transport d’électrons.

Buchnera possede I’ensemble des genes du cycle du pentose phosphate
et ceux de la glycolyse, excepté le géene codant pour I’hexokinase qui permet la
phosphorylation du glucose. Cependant, il est possible que la bactérie importe
et phosphoryle le glucose en méme temps, d’autant plus que la bactérie possede
deux genes (crr et ptsG) spécifiques de I’importation du glucose (Tamas et al.,
2001). En revanche seuls deux genes (sucA et sucB) du cycle de ’acide tricar-
boxylique (TCA) sont présents dans le génome. Ce cycle de la respiration aéro-
bie permet normalement 1’oxydation du pyruvate en dioxyde de carbone. Ce-
pendant, les genes codant pour le complexe pyruvate déshydrogénase sont
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présents, suggérant que le pyruvate produit par la glycolyse peut €tre converti
en acétyl-coA (Tamas et al., 2001).

1.2.223 Que reste-t-il des autres voies ?

Buchnera semble posséder une capacité limitée de réparation de
I”’ADN et présente un répertoire plutdt inhabituel de genes appartenant a cette
catégorie. En effet, Buchnera ne semble pas posséder de méthylase (Akman et
Aksoy, 2001) et le gene recA est absent alors qu’il s’agit d’un élément crucial
pour les recombinaisons homologues (Hughes, 2000). Buchnera est actuelle-
ment le seul organisme connu a posséder recBCD sans recA et ce, bien que de
nombreuses especes aient perdu recA (Marais et al., 1996). Il est possible que le
produit du gene recBCD soit une exonucléase qui assure la fonction de répara-
tion a la place de la réparation par recombinaison de recA (Van Ham et al.,
2003). De méme dans le systeme de réparation uvr, Buchnera a perdu le gene
uvrABC mais conservé mfd. Or, excepté chez Buchnera, ces deux genes sont
conservés dans tous les génomes séquencés d’eubactéries (Eisen et Hanawalt,
1999). Cet inventaire unique de genes montre que les mécanismes de réparation
et de recombinaison de I’ADN sont séverement détériorés chez Buchnera.
Quant a 1’absence de nombreux genes impliqués dans le systeme SOS (recA,
lexA, umuCD et uvrABC), elle indique que le génome de Buchnera est poten-
tiellement vulnérable aux dommages de I’ADN.

En ce qui concerne les aspects structuraux, Buchnera ne semble pas
capable de fabriquer des lipopolysaccharides. Les genes impliqués dans leur
biosynthese sont en effet tous absents, exceptés IpcA et kdtB. Par ailleurs, seul
un petit nombre de genes codants pour des lipoprotéines ou des protéines mem-
branaires sont présents. La membrane de Buchnera est donc particulierement
vulnérable, ce qui s’explique certainement par son mode de vie intracellulaire
qui la protege des attaques extérieures. En revanche, I’absence des genes res-
ponsables de la biosynthese des phospholipides (excepté cls codant pour la car-
diolipine synthétase) est plus surprenante car les phospholipides sont des com-
posants indispensables de la membrane. Il est donc possible que Buchnera
importe les phospholipides de son hdte ou qu’elle les synthétise avec des enzy-
mes dont les genes ont été transférés dans le noyau de son hodte. Ces constata-
tions peuvent aussi indiquer que Buchnera est dans un processus d’abandon des
voies de biosynthese de son enveloppe cellulaire, enveloppe qui pourrait &tre
remplacée par une membrane d’origine eucaryote.

1.2.224 lLe transport des métabolites

L’état de symbiose obligatoire qui existe entre Buchnera et le puceron nécessite
certainement de nombreux échanges entre le symbiote et le cytoplasme de la
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cellule hote. Pourtant, seuls 18 genes, soit 3 % du génome de la bactérie sont
annotés comme transporteurs (cf. Tableau A.1.1). A titre de comparaison, le gé-
nome d’Escherichia coli compte 661 genes potentiellement impliqués dans le
transport’, soit plus de 15 % de son génome.

Le génome de Buchnera ne contient qu’un faible nombre de genes im-
pliqués dans le systeme de transport spécifique ABC qui assure le transfert de
nutriments et autres substances a travers la membrane, souvent contre un gra-
dient de concentration ou par hydrolyse d’ATP. Ce systeme est pourtant présent
de facon ubiquitaire chez les bactéries (Tomii et Kanehisa, 1998). Le seul sys-
teme de transport spécifique annoté chez Buchnera est le complexe phosphoe-
nolpyruvate-carbohydrate phosphotransférase (PTS) qui permet 1’importation
du glucose et du mannitol. Pour ce qui est du transport non spécifique, les pro-
téines hypothétiques YnfM et YajR sont probablement des transporteurs de fai-
ble affinité. De méme GIpF et les porines ompA et ompF sont probablement
impliqués dans des phénomenes de diffusion passive et les genes du systeme de
sécrétion protéique sec sont conservés {Shigenobu, 2000 #381}.

En ce qui concerne le transport des acides aminés, il n’existe actuelle-
ment aucune donnée permettant de valider l’existence d’un transport actif
d’acides aminés vers 1’extérieur ou vers I’intérieur de la bactérie et aucun gene
n’a pu lui etre attribué. En revanche, le génome de Buchnera contient un nom-
bre étonnamment élevé de genes codant pour des protéines du flagelle. Les ge-
nes du flagelle chez Buchnera sont situés dans deux opérons fIg et fli contenant
12 genes chacun. Il existe également un petit opéron supplémentaire composé
de 2 genes (flhA et flhB). Ces 26 genes représentent une grande partie du gé-
nome de Buchnera, suggérant une fonction importante (Tamas et al., 2001).
Plusieurs arguments ont été€ avancés pour un role possible de ces genes dans le
transport. Il est en effet possible que la bactérie utilise son flagelle pour effec-
tuer des transports actifs, comme cela a déja été observé chez Salmonella ty-
phimurium (Blattner et al., 1997 ; Kubori et al., 1998) et Yersinia enterocoliti-
ca. Pour cette derniere, le flagelle assure a la fois des fonctions d’import et
d’export des protéines (Young et al., 1999). Chez Buchnera, la séquence des
genes du flagelle montre un niveau élevé de divergence par rapport a Escheri-
chia coli, suggérant également une modification de leur fonction (Tamas et al.,
2002). Par ailleurs, le flagelle est généralement composé de trois éléments : un
corps basal, un crochet et un filament. Or Buchnera ne possede pas le gene fliC
qui est normalement impliqué dans la synthese du filament responsable de la

3http://ecocyc.org.
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mobilité cellulaire. Les cellules de Buchnera ne semblent d’ailleurs pas possé-
der de flagelle et aucun mouvement n’a jamais été observé, d’autant que la
bactérie a également perdu les genes impliqués dans les phénomenes de chi-
miotactisme.

Une seconde alternative est que le transport est assuré par 1’hdte, pro-
bablement au niveau de la membrane symbiosomale entourant les bactéries.
Actuellement, il n’existe aucune donnée expérimentale permettant de confirmer
cette hypothese et les propriétés de cette membrane sont completement incon-
nues. De méme d’autres protéines de la bactérie, et notamment celles impli-
quées dans le transport, pourraient étre en voie de remplacement par des protéi-
nes de 1’hOte, comme cela a déja été observé dans les mitochondries (Kurland et
Andersson, 2000). Si tel est le cas, il devient difficile de définir avec précision
le passage de 1’état d’organisme a celui d’organite cellulaire (Andersson, 2000).

1.2.23 Une régulation de I'expression des génes plutét
énigmatique

1.2.231 De rares éléments de régulation

En comparaison des bactéries libres, le génome des bactéries parasitai-
res et symbiotiques ne contient que tres peu d’éléments de régulation de la
transcription (Wilcox et al., 2003). Buchnera n’échappe pas a ce constat et
I’analyse de son génome a mis en évidence 1’absence de nombreux systemes de
régulation présents chez Escherichia coli.

Les genes codant pour les deux systemes impliqués normalement dans
le contrdle de I’expression des genes en fonction des conditions environne-
mentales sont completement absents. Excepté dnaA, les autres types de régula-
teurs dont les systemes d’atténuation de la transcription sont également absents
{Panina, 2001 #178;Shigenobu, 2000 #381}. De plus, le génome de Buchnera
ne contient ni les genes codant pour I’adénylate cyclase (cyaA), ni ceux codant
pour les récepteurs protéiques de I’AMP cyclique (crp). La répression cataboli-
que par I’AMP cyclique n’est donc pas possible chez Buchnera, malgré la pré-
sence dans le génome de protéines généralement impliquées dans cette réponse
régulatrice. La bactérie ne possede donc plus les éléments de régulation de la
transcription permettant de répondre a un changement de source de carbone
dans I’environnement, ce qui est cohérent avec son mode de vie intracellulaire.
En revanche, la bactérie possede un régulateur normalement impliqué dans le
stockage du carbone, codé par le gene csrA, qui est peut-€tre impliqué dans une
régulation globale et post-transcriptionnelle du métabolisme des sucres
(Nogueira et Springer, 2000). Enfin, contrairement a Bacillus subtilis et Esche-
richia coli qui possedent respectivement 18 et 7 genes codant pour des facteurs

70



Partie A
Etude bibliographique / Contexte biologique

de transcription sigma, le génome de Buchnera ne possede que le gene rpoH qui
code pour le facteur 032, et le gene rpoD qui code pour le facteur o70
{Shigenobu, 2000 #381}.

La perte des promoteurs semble associée de facon fréquente a
I’apparition d’un nouveau groupe de genes contigus qui forment une nouvelle
unité de transcription. D’autant plus que dans la plupart des cas, le regroupe-
ment des genes au sein d’un polycistron a également été suivi de la perte des
genes présents sur le brin opposé de I’ADN (Moran et Mira, 2001). Ce regrou-
pement des geénes au sein d’une méme unité de transcription peut étre interprété
comme un mécanisme favorisant I’efficacité de la transcription ou de la traduc-
tion (Shcherbakov et Garber, 2000).

Il est important de noter que 1I’hypothese de la perte des régions de ré-
gulation est basée sur les homologies de séquences entre le génome de Buchne-
ra et le génome actuel d’Escherichia coli. Or aucune étude expérimentale n’a
permis d’écarter la possibilité que les promoteurs apparemment dégradés de
Buchnera soient encore fonctionnels, ou que le symbiote puisse utiliser des
promoteurs différents de ceux qui ont été identifiés chez Escherichia coli. De
plus, la recherche de motifs de régulation dans les régions intergéniques de
Buchnera est rendue particulierement difficile par la richesse importante en AT
(Baumann et al., 1995). Enfin, la position des codons « start » des genes n’a pas
été vérifiée expérimentalement et peut, en cas d’erreur, biaiser la recherche des
séquences régulatrices (Moran et Mira, 2001). De méme, de nombreux genes
régulés au niveau transcriptionnel chez Escherichia coli n’ont pas de sites de
liaisons potentiels dans les génomes des autres y-protéobactéries. Il est possible
que cela soit simplement un artefact lié aux techniques de recherche utilisées
qui ne permettent de retrouver que des régions hautement conservées par rap-
port a Escherichia coli. Or si ces régions ont pour la plupart été déterminées
expérimentalement chez Escherichia coli, les sites correspondant chez les au-
tres bactéries (et en particulier chez Buchnera en raison du fort biais AT) n’ont
pas été découverts de facon expérimentale mais par analyse bioinformatique.

Les conséquences de la perte des genes de régulation sont également a
modérer en fonction du role de I’hdte dans la relation endocytobiotique. D’une
part, il est possible que le puceron fournisse au symbiote les protéines ou molé-
cules régulatrices dont ce dernier a besoin. D’autre part, il existe peut-&tre des
transferts de geénes de la bactérie vers le noyau de 1’hote. Cette derniere hypo-
these pourra &tre vérifiée lorsque le génome complet du puceron sera disponi-
ble.

L’étude du génome de bactéries parasitaires telles que Mycoplasma
genitalium (Fraser et al., 1995) ou Rickettsia prowazekii a mis en évidence des
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pertes similaires des systemes de régulation. Cependant, la perte des régulateurs
s’accompagne en général de la disparition simultanée des genes qui sont sous
leur contrdle. Le génome de Buchnera est pour cela un spécimen unique, dans
le sens ou il possede encore beaucoup de genes cibles des systemes de régula-
tion absents. Sur ce constat, {Shigenobu, 2000 #381} imaginent Buchnera
comme un organite spécialisé dans la fourniture d’acides aminés essentiels, de
la méme facon que les mitochondries fournissent 1’énergie aux cellules euca-
ryotes. Il existe cependant une différence fondamentale entre la fourniture
d’énergie et celle de nutriments, car la fourniture d’acides aminés nécessite une
adaptation constante avec ’environnement. Quelques expériences ont donc été
orientées vers I’étude de la capacité de Buchnera a répondre a des variations
environnementales, elles sont présentées dans les paragraphes suivants.

1.2.232 Régulation du choc thermique

Le mécanisme de régulation du choc thermique a été le plus étudié
chez de nombreuses bactéries modeles car il compte parmi les plus conservés et
les plus fortement induits au niveau transcriptionnel (Neidhart et al., 1996). 11
s’agit de plus d’une des expériences les plus simples a mettre en ceuvre. Ce
choix est certainement discutable pour une bactérie comme Buchnera qui, en
plus de vivre dans un milieu intracellulaire particulierement protégé des varia-
tions environnementales, ne semble pas avoir conservé ’ensemble des genes
impliqués dans la protection contre le choc thermique. Elle n’a cependant pas
échappé a cette premiere expérience portant sur la régulation de 1’expression
des geénes (Wilcox et al., 2003).

Les pucerons, comme 1’ensemble des insectes ne sont pas capables de
réguler la température. Des études préliminaires ont montré que les bactéries
Buchnera meurent lorsque les pucerons sont soumis a des températures supé-
rieures a 37 °C (Ohtaka et Ishikawa, 1991) et que la densité des symbiotes est
fortement réduite durant la saison estivale (Montllor et al., 2002).

Chez Escherichia coli, le choc thermique induit une augmentation de
I’expression du gene codant pour le facteur de transcription oE. oE est lui-
meéme responsable de 1’expression du gene rpoH codant pour le facteur 032 et
de la déstabilisation d’une structure secondaire du transcrit rpoH, diminuant
son affinité pour les génes Dnak et Dnaj. Cette affinité est particulierement éle-
vée en condition normale. Cela permet donc la synthese et la libération du fac-
teur 032 qui active les genes codant pour les protéines impliquées dans la ré-
ponse au choc thermique dont la protéine GroEL. Buchnera possede vingt des
trente-cinq genes impliqués dans le choc thermique chez Escherichia coli dont
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les genes rpoH codant le facteur 032 et le géne mopA codant pour la protéine
GroEL (Wilcox et al., 2003).

Une étude globale de 1’expression des genes du symbiote Buchnera de
Schizaphis graminum a été réalisée pour étudier sa réponse au choc thermique
(Wilcox et al., 2003). Pour cela, les pucerons ont été soumis a des températures
élevées puis I’expression des genes des bactéries symbiotiques a été étudiée au
moyen d’une puce a ADN avec pour sondes des produits de PCR représentant
I’ensemble du génome. Les données obtenues ont été comparées a des données
d’expression d’Escherichia coli et de Bacillus subtilis soumis également a un
stress thermique. Cette méthodologie est discutable dans la mesure ou Buchnera
bénéficie de la protection du milieu intracellulaire de 1’hdte. D autant plus que
les bactéries ne sont pas réellement dans les mémes conditions. Alors que
Buchnera est exposée durant 120 minutes a une température qui atteint progres-
sivement 36 °C, Escherichia coli est exposée 7 minutes a 50 °C (Richmond et
al., 1999) et Bacillus subtilis (Helmann et al., 2001) 2 minutes a 48 °C.

Les résultats de cette expérience montrent néanmoins que dix genes de
Buchnera présentent une surexpression. Parmi ceux-ci, cinq appartiennent au
régulon de choc thermique d’Escherichia coli (mopA, mopB, dnakK, grpE, ibpA)
et un sixieme, dnaJ fait également partie des genes de stress thermique chez
Escherichia coli. Sur les dix-huit genes de Buchnera Sg qui sont orthologues
des genes de choc thermique surexprimés chez Escherichia coli, six présentent
donc une induction significative, soit 1/3. Par ailleurs, deux autres genes, Fpr
(exprimé au cours du stress oxydant chez E coli) et yieA sont surexprimés, pro-
bablement en méme temps que ibpA, avec lequel ils forment un polycistron en
raison de la réduction du génome. Pour les deux derniers genes (ychF et rne),
les auteurs n’avancent aucune raison a leur surexpression (Wilcox et al., 2003).
Ils ne commentent pas d’avantage 1’absence de surexpression du gene rpoH, qui
joue pourtant théoriquement un rdle clé dans I’activation de la réponse au choc
thermique. Et malgré les nombreux aspects discutables de cette expérience, les
auteurs concluent cette étude sur 1incapacité de Buchnera a réguler
I’expression de ses genes en réponse au choc thermique.

Il est possible cependant d’avoir une autre interprétation de cette expé-
rience. En conditions normales, la synthése de la protéine chaperonne GroEL
est élevée chez la bactérie, suggérant que le promoteur est constitutivement ac-
tif. Cependant, le niveau de 032 dans les cellules de Buchnera n’est pas détec-
table (Wilcox et al., 2003). L’étude des séquences montre que le gene rpoH,
contrairement aux autres bactéries, n’est pas précédé d’une séquence promo-
trice spécifique du facteur oE, suggérant que le gene rpoH ne présente pas de
séquence régulatrice (Yuzawa et al., 1993). De plus, le transcrit rpoH ne pos-
sede pas la structure secondaire qui permet normalement la régulation de sa tra-
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duction (Nakahigashi et al., 1995). Enfin, en dépit d’une structure relativement
bien conservée, 032 est incapable de complémenter la fonction chez des mu-
tants d’Escherichia coli (Sato et Ishikawa, 1997). Ces études semblent suggérer
que la perte de la fonction de 032 chez Buchnera n’est pas due a des modifica-
tions importantes, mais plutdt a de faibles changements qui affectent I’ensemble
de la molécule. Par ailleurs, le taux de AT dans la région promotrice du choc
thermique est extrémement élevé. Ce biais AT pourrait favoriser 1’expression
de ’opéron sans nécessiter une activation par le 632, comme cela a été montré
pour les opérons des ARN ribosomiaux chez Escherichia coli (Petho et al.,
1986). Ces études montrent donc une expression constitutive des protéines de
I’opéron choc thermique.

En ce qui concerne la surproduction de la protéine GroEL en condi-
tions normales chez Buchnera, cette caractéristique est également retrouvée
chez les mitochondries et les plastes (Tamas, 2002). Mais bien que GroEL re-
présente 10 % des protéines retrouvées chez Buchnera (Sato et Ishikawa, 1997),
sa fonction n’est pas encore completement élucidée. Elle pourrait jouer un rdle
dans le transport membranaire ou le repliement des protéines dégradées. Une
étude bioinformatique du repliement des protéines de Buchnera et d’autres
bactéries intracellulaires, a d’ailleurs montré une efficacité de repliement plus
faible que celles des protéines des bactéries libres (Van Ham et al., 2003).
L’effet des mutations déléteres qui affectent le génome de Buchnera pourrait
ainsi étre compensé par la surexpression constitutive de la chaperonne GroEL
(Moran, 1996). De méme, le repliement tres bien conservé de la chaperonne
DnaK suggere que la protéine soumise a une relativement forte pression de sé-
lection, assure une fonction similaire (Fares et al., 2002a). Des expériences me-
nées chez Escherichia coli ont confirmé que les chaperonnes pouvaient com-
penser la présence de mutations déléteres en assurant tout de méme un
repliement correct des protéines (Fares et al., 2002b). L’étude de GroEL et des
mécanismes de régulation associés suggere donc que Buchnera utilise les genes
normalement dédiés a la réponse au choc thermique pour d’autres fonctions que
celles qui sont assurées chez Escherichia coli, probablement en raison de son
mode de vie intracellulaire. Dans ce cas, la question n’est plus de savoir si
Buchnera possede encore la capacité a réguler I’expression de ces genes en ré-
ponse au choc thermique, puisque certains des genes impliqués normalement
dans cette réponse sont peut-&tre dédiés a une autre fonction essentielle.

Il semble donc que 1’étude de la régulation du choc thermique ne soit
pas la plus appropriée pour analyser les mécanismes de régulation d’une bacté-
rie intracellulaire telle que Buchnera, et ce d’autant plus que le role principal de
la bactérie est certainement la biosynthese d’acides aminés essentiels pour son
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hote. Le travail expérimental réalisé dans cette these a donc été orienté vers
I’étude de la régulation de la biosynthese des acides aminés chez Buchnera.

1.2.233 Régulation de la biosynthése des acides aminés

La synthese des acides aminés chez les bactéries est généralement ré-
gulée a un niveau post-traductionnel par un systeme de rétroaction négative de
I’acide aminé produit sur la derniere enzyme de sa voie de biosynthese (régula-
tion allostérique). Un acide aminé est donc synthétisé en abondance uniquement
s’il est présent en faible quantité. En plus de cette premiere possibilité, de nom-
breux systemes de régulation existent au niveau transcriptionnel. Cependant,
chez Buchnera, I’annotation du génome indique que les régulateurs, incluant les
systemes d’atténuation, sont apparemment absents pour tous les geénes contri-
buant a la synthese des acides aminés (Tamas et al., 2002).

Des études théoriques ont donc été menées pour étudier de fagon plus
spécifique la régulation de la synthese des acides aminés. Elles ont d’abord été
conduites pour quelques acides aminés en particulier.

Ainsi, une analyse de la régulation de la synthese de la phénylalanine
par ’étude de la séquence génomique semble indiquer une surproduction cons-
titutive de cet acide aminé. La premiere raison est l’absence de région
d’atténuation, pourtant souvent observée chez d’autres bactéries, et la seconde
est la dégradation du site de liaison allostérique de la phénylalanine sur
I’enzyme intervenant dans sa synthese. Cette dégradation empéche vraisembla-
blement le rétrocontrdle négatif de la phénylalanine sur sa propre synthese
(Jimenez et al., 2000). La perte apparente de ces éléments de régulation
contraste avec les études nutritionnelles qui suggerent que Buchnera est capable
de fournir au puceron la phénylalanine absente de son milieu nutritionnel
(Douglas et al., 2001).

D’autres études ont porté sur 1’analyse de la régulation du tryptophane.
Une analyse théorique du génome de la bactérie semble indiquer que la produc-
tion de tryptophane est libre de tout contrdle (Panina et al., 2001). Cette étude
met néanmoins en évidence une grande variété de systemes de régulation chez
différentes bactéries, suggérant que le mode de régulation des bactéries est sous
I’influence d’une forte pression de sélection qui dépend fortement du mode de
vie des bactéries. Cela peut suggérer la possibilité d’un contrdle différent pour
une bactérie intracellulaire comme Buchnera. Une autre étude a ét€ menée avec
des clones différents de pucerons pour analyser le niveau d’amplification des
genes de la biosyntheése du tryptophane en comparaison avec le taux de syn-
these du tryptophane. Pour cela, les rapports entre le nombre de copies du gene
de ’anthranilate synthase sur le plasmide tryptophane (trpG) et le nombre de
copies du gene porté par le chromosome (trpE) ont été calculés pour tous les
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clones. L’amplification des genes portés par les plasmides varie de deux a seize
fois suivant les clones, et bien que la production de tryptophane soit tres varia-
ble, elle n’est pas corrélée avec le niveau d’amplification (Birkle et al., 2002).
Cependant cette étude se limite a 1’analyse d’une seule enzyme. Or, le contrdle
de la synthese d’un métabolite ne dépend certainement pas du changement
d’activité d’une seule enzyme, mais de nombreuses enzymes. Elle ne peut donc
pas a elle seule remettre en cause la possibilité d’un contrdle de la biosynthese
du tryptophane par I’amplification des genes sur le plasmide.

En ce qui concerne la leucine, quelques éléments de régulation ont tout
de méme été découverts. Ainsi, une analyse des régions intergéniques du plas-
mide leucine a révélé la présence de séquences bien conservées en amont du
gene repA2 qui pourraient correspondre a des sites de fixation de la sous-unité
o070 de I’ARN polymérase. Ces régions sont également présentes dans 1’opéron
des genes des ARN 16S et 23S (Munson et al., 1993). Par ailleurs, une autre
étude a mis en évidence la présence d’une longue séquence palindromique pro-
che de la région intergénique séparant repA2 et leuA. Cette séquence est relati-
vement bien conservée dans les différentes especes de Buchnera, ce qui suggere
une contrainte fonctionnelle forte (Silva er al., 1998). Elle pourrait éventuelle-
ment &tre impliquée dans le contrdole de 1’expression de 1’opéron leucine par la
formation d’une épingle a cheveux qui permettrait la continuité de la transcrip-
tion (Rutberg, 1997) ou la stabilisation des transcrits (Emory et al., 1992 ;
Wong et Chang, 1986), comme cela a été€ observé chez d’autres bactéries.

Une étude tres générale de I’expression des genes par PCR soustrac-
tive pour des Buchnera issues de pucerons jeunes et agés montre une surexpres-
sion de deux genes du métabolisme des acides aminés (argA et thrB) impliqués
respectivement dans les voies de synthese du glutamate a partir de 1’arginine et
de la thréonine a partir de 1’aspartate (Nakabachi et Ishikawa, 1997). Cette ex-
périence suggere que les bactéries sont capables d’adapter leur production
d’acides aminés en fonction de 1’age des pucerons.

Une expérience menée pour étudier plus spécifiquement la régulation
de la biosynthese des acides aminés de facon globale a également été réalisée.
Pour cela, la puce utilisée pour I’étude du choc thermique chez la bactérie sym-
biotique de Schizaphis graminum a été€ de nouveau employée (Moran, 2003).
Elle révele que Buchnera produit un nombre important de transcrits codant pour
la biosynthese de 1’arginine et de la lysine qui sont deux acides aminés absents
du milieu nutritionnel des pucerons des céréales. L’étude porte sur des bactéries
issues de pucerons élevés sur des plantes présentant des taux en acides aminés
favorables et défavorables (d’apres la définition de Telang er al., 1999).
L’étude semble montrer une faible différence d’expression entre les deux types
de plantes sur lesquelles les pucerons ont été élevés, mais aucune valeur n’est
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explicitée. L’auteur avance plusieurs hypotheses pour expliquer ces résultats. 11
envisage une absence de régulation ou un biais éventuel 1ié a une forte hétéro-
généité dans la population bactérienne. En effet, les pucerons en plus de leur
propre population, dite maternelle, de bactéries symbiotiques, contiennent une
forte densité de bactéries dans les embryons (cf. 1.2.13). Enfin il n’exclut pas la
possibilité d’une régulation assurée par un transport actif d’acides aminés par
I’hote lui-meéme. Il convient certainement d’attendre la publication de cette
étude (les résultats n’ont pour I’instant fait I’objet que d’une présentation lors
d’un colloque). De plus les auteurs ne semblent pas maitriser et connaitre par-
faitement la composition de la seve des plantes utilisées.

Les processus régulant la synthese des acides aminés essentiels sont-
ils forcément visibles dans le génome de Buchnera ? Si la synthese des acides
aminés essentiels est limitée par le substrat, c’est-a-dire si elle est régulée par
I’approvisionnement en précurseurs, alors la réponse sera négative. Cependant,
une régulation de la biosynthese des acides aminés essentiels chez Buchnera
par la production semble peu cohérente avec son mode de vie symbiotique. Il
serait sans doute plus « intéressant » pour le symbiocosme que la production en
acides aminés essentiels soit controlée par la fourniture en précurseurs. Par ail-
leurs, les genes de la biosynthese des acides aminés sont fortement exprimés
chez Buchnera (Baumann et al., 1999). Or une modélisation de la dynamique
des voies métaboliques chez Escherichia coli a montré que la régulation est po-
sitive pour des niveaux élevés d’expression des genes et négative pour des ni-
veaux faibles (Neidhart e al., 1996). Cet argument laisse envisager un controle
non pas négatif, mais positif de la synthese d’acides aminés chez Buchnera.

Ainsi, le contrdle de I’expression des genes de la biosynthese des aci-
des aminés reste encore une énigme chez Buchnera. 1l est vrai que les caracté-
ristiques du génome rendent la recherche des éléments de régulation difficile et
que seules quelques expériences ont été réalisées pour étudier spécifiquement
cette régulation chez Buchnera. Mais, méme si les éléments traditionnels de ré-
gulation sont réellement absents, le mode de vie particulier de Buchnera laisse
envisager que les mécanismes mis en ceuvre pour la régulation de la biosyn-
these des acides aminés puissent étre différents de ceux qui existent chez les
autres bactéries.

1.2.234 FEt si la réponse était ailleurs ?

Certains auteurs ont émis [’hypothese que le génome « dégénéré » de
Buchnera n’est plus capable d’assurer la régulation de ’expression de ses ge-
nes. C’est sans doute sous-estimer la diversité des systemes de régulation mis
en place au cours de 1’évolution chez les organismes vivants. Sans remettre en
cause les mécanismes de régulation transcriptionnelle mis en évidence chez
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tous les organismes et tout particulierement chez les bactéries, ce constat sug-
gere 1’existence possible de systemes de régulation chez Buchnera différents
des systemes classiques qui sont connus chez les autres bactéries. Il existe déja
quelques exemples de mécanismes alternatifs moins complexes a mettre en ceu-
vre et sans doute plus rapides que les systemes indirects nécessitant la mise en
ceuvre de molécules régulatrices. Il ne s’agit pas de dresser ici une liste exhaus-
tive de tous les mécanismes possibles de régulation mais simplement de mon-
trer qu’il existe une grande variété de systemes de régulation pouvant &tre utili-
sés en fonction des circonstances par les bactéries.

Le mécanisme de régulation le plus élémentaire concerne les varia-
tions du surenroulement négatif de la chromatine sur les nucléosomes. En effet,
le chromosome bactérien d’Escherichia coli est mille fois plus long que la cel-
lule, impliquant la formation de boucles dont les ouvertures permettant la trans-
cription peuvent étre indépendantes. Plusieurs mécanismes sont possibles et ont
été observés chez Escherichia coli. Le surenroulement négatif de I’ADN est
maintenu par les gyrases (Westerhoff et al., 1988) dont ’activité dépend forte-
ment du rapport de concentration entre ATP et ADP, rapport qui est directement
impliqué dans les phénomenes métaboliques. Par ailleurs, I’acétylation des
histones en relaxant le surenroulement permet 1’activation de I’expression des
genes (Sheridan et al., 1998). Enfin les régions riches en AT déstabilisent le su-
renroulement, ce qui faciliterait I’expression des genes correspondants. Ce su-
renroulement joue un rdole important dans les modifications de ’expression des
genes chez Escherichia coli au cours de la croissance (Kusano et al., 1996) ou
du stress osmotique (Higgins et al., 1988). Des mutations touchant les genes
codant pour les topoisomérases aboutissent d’ailleurs a des modifications du su-
renroulement de I’ADN qui affectent les niveaux de I’expression d’un grand
nombre de protéines (Steck er al., 1993).

Il est possible que ce type de mécanisme joue un role chez Buchnera.
En effet, Nakabachi et Ishikawa (2000) ont montré que les cellules de Buchnera
contiennent un quantité importante de polyamine sous forme de spermidine. Les
polyamines sont des cations organiques qui interviennent dans une grande va-
riété de processus biologiques et sont probablement impliquées dans la régula-
tion des différents niveaux de condensation de la chromatine chez les eucaryo-
tes (Matthews, 1993). Les polyamines semblent également intervenir dans les
phénomenes de liaisons spécifiques a I’ADN et jouent sans doute un rdle im-
portant dans les phénomenes de régulation de la structure tertiaire des génomes
tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes (Feuerstein et al., 1991). Or la
bactérie n’a pas la capacité de synthétiser les polyamines. Elle possede seule-
ment les genes (speD et speE) qui permettent de convertir la putrescine en
spermidine. Il semble donc que 1’hdte fournisse a Buchnera des polyamines
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sous forme de putrescine que la bactérie convertit en spermidine. Une étude a
en effet mis en évidence une abondante production de S-adénosylméthionine
décarboxylase (SAMDC) dans le cytoplasme des bactériocytes des pucerons
jeunes (Nakabachi et Ishikawa, 2001). Cette enzyme catalyse une des étapes li-
mitantes de la biosynthese des polyamines chez les eucaryotes. Par ailleurs,
meéme en 1’absence d’un rdle de la spermidine, le mécanisme d’enroulement et
d’ouverture de la chromatine permettant la transcription des genes pourrait etre
assuré par les chaperonnes. Or la chaperonne GroEL est produite de fagon
constitutive et a un niveau élevé chez Buchnera (Sato et Ishikawa, 1997), (cf
1.2.232).

Si tel est le cas, la polyploidie offrirait alors une régulation extréme-
ment fine & ce mécanisme de régulation. En effet, si la régulation la plus évi-
dente semble en général 1’adaptation du nombre de copies d’ARN messager
dans la cellule, rien n’empéche d’imaginer que cette variation soit réalisée di-
rectement au niveau du génome avec un phénomene de polyploidie, tout comme
elle est possible au niveau du protéome par des phénomenes de régulation post-
traductionnelle ou par la régulation des activités enzymatiques (Schaechter,
2001).

Par ailleurs, toujours en ce qui concerne la structure du génome, il est
possible que la distance entre genes impliqués dans une méme voie métabolique
le long du chromosome permette leur régulation commune en fonction du re-
pliement du chromosome. Cette régulation ne nécessiterait donc que tres peu
d’opérons. Cette organisation périodique de la transcription a été mise en évi-
dence chez la levure (Kepes, 2003) mais également chez Escherichia coli
(Kepes, 2004).

Evidemment, ces mécanismes alternatifs de régulation, completement
spéculatifs, ne remettent pas en cause la possibilité d’une régulation a un niveau
transcriptionnel. Il est tout a fait possible que des éléments de régulation n’aient
pas encore été découverts dans le génome de Buchnera ou que les genes de
Buchnera ne possedent pas les mé&mes fonctions que ceux de 1’actuelle Escheri-
chia coli. En effet, de nombreux genes codent pour des protéines hypothétiques
dans le génome de Buchnera. Par ailleurs, ’exemple du gene ftsZ conforte
I’hypothese que certains des genes de Buchnera jouent peut-etre un role diffé-
rent de celui qui a été attribué aux genes homologues d’Escherichia coli. Ce
gene, impliqué dans la division cellulaire est responsable de la séparation de la
cellule mere en deux cellule filles chez Escherichia coli. Bien que ce gene pré-
sente une forte analogie chez Buchnera, son introduction chez des mutants
d’Escherichia coli aboutit a la formation de cellules allongées mais pas a leur
séparation (Baumann et Baumann, 1998). De plus il n’existe actuellement au-
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cun doute sur le fait que de nombreuses protéines sont impliquées dans diffé-
rentes activités physiologiques. Ainsi, la protéine RecA assure par exemple le
role de recombinase ou de coprotéase selon les circonstances (Schaechter,
2001). Dans les mitochondries de levure, la chaperonne Hsp60, analogue de la
protéine GroEL de Buchnera, est par ailleurs capable de se fixer sur ’ADN
mitochondrial pour activer la réplication (Kaufman et al., 2000). Hall et al.
(2004) ont également montré qu’une enzyme mitochondriale impliquée dans la
biosynthese de 1’arginine était capable de réguler directement I’expression des
genes dans le compartiment mitochondrial mais aussi dans le noyau de la cel-
lule. Chez Buchnera, il est également possible que les pseudogenes aient un
role dans la régulation de ’expression des genes qui leur sont associés, comme
cela a déja été montré chez la Souris (Hirotsune et al., 2003). Et méme en
I’absence d’éléments de régulation, il est toujours possible d’imaginer une ré-
gulation basée sur une variation non pas de la synthese mais de la dégradation
des ARN messagers.

Enfin les mécanismes de régulation pourraient &tre situés a 1’extérieur
de Buchnera, c’est-a-dire assurés par le puceron, comme c’est le cas pour les
mitochondries ou les plastes et les cellules qui les abritent. Aucune donnée
n’est actuellement disponible concernant la présence de genes de Buchnera
dans le génome du puceron, bien que le transfert des genes ilvA et metC vers le
noyau du puceron soit une explication possible de la capacité de Buchnera a
synthétiser respectivement 1’isoleucine et la méthionine (cf 1.2.221). De méme
des éléments de régulation pourraient &tre localisés dans le noyau du puceron.
Enfin, en ce qui concerne la régulation de la synthese des acides aminés essen-
tiels chez Buchnera, aucune étude ne peut écarter la possibilité d’une régulation
par le puceron de la fourniture des précurseurs via la membrane symbiosomale.

En conclusion, Buchnera présente toutes les caractéristiques de
I’endocytobiose, a tel point qu’il est parfois difficile de savoir s’il est encore
possible de parler d’individu ou s’il n’est pas préférable de parler d’organite.
D’un point de vue génomique, la bactérie a en effet perdu les genes devenus
inutiles dans le milieu intracellulaire mais conservé ceux qui sont essentiels
pour la survie du puceron. D’un point de vue métabolique, il existe une forte
complémentarité avec son hdte. Quant a la régulation, elle reste encore une
énigme a décrypter.
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1.2.3 Le couple du point de vue de la problématique du
métabolisme des acides aminés

Malgré 1’existence d’une grande diversité de types de symbiose,
Buchner (1965) est le premier a avoir proposé un role fonctionnel unique pour
I’ensemble des symbiotes. Leur « raison d’&tre », comme il 1’écrit lui-meéme, est
I’approvisionnement de 1’hdte en nutriments absents ou présents en quantité
tres limitée dans le milieu nutritionnel, et que 1’hdte est incapable de synthétiser
lui-méme. Pour avancer cela, il s’appuie sur 1’existence d’une étroite corréla-
tion entre le régime alimentaire des insectes et la présence des symbiotes. En
effet, les symbiotes sont généralement absents chez les insectes vivant sur des
milieux nutritionnels complets, mais existent chez ceux dont I’alimentation est
carencée. Ainsi les insectes carnivores sont dépourvus de symbiotes, alors que
les insectes qui se nourrissent de sang ou de la seve des plantes en possedent.

Le couple formé par Buchnera et le puceron n’échappe pas a cette re-
gle et de nombreuses études ont révélé que leur association était essentiellement
nutritionnelle. Et méme si un rdle de recyclage de 1’azote a partir de ’acide
urique a également été avancé pour Buchnera (Douglas, 1998 ; Whitehead et
al., 1992), la fonction principale du symbiote reste la synthese des neuf acides
aminés essentiels pour le puceron. Cette fourniture endogene d’acides aminés
essentiels est cruciale pour le puceron, car dans le phloeme les ratios acides
aminés essentiels : acides aminés non essentiels sont compris entre 1: 3 et 1 :
10 alors que ce ratio est de 1 : 1 dans ses protéines. La nutrition des pucerons a
donc fait I’objet d’études utilisant des milieux nutritifs carencés et d’analyses
métaboliques avec incorporation de traceurs radioactifs. L’ensemble de ces étu-
des est basé sur la comparaison de pucerons symbiotiques et aposymbiotiques.
Quelques travaux ont également été réalisés sur des préparations de bactéries
isolées, mais ils ne présentent que peu d’intérét pour 1’étude du couple symbio-
tique. En effet, bien que ces bactéries isolées soient viables quelques heures,
leur métabolisme est différent de celui des bactéries en symbiose, comme le
montre 1’observation des différentes classes de protéines produites (Ishikawa,
1984).

1.2.31 Des études nutritionnelles

De nombreuses études nutritionnelles ont é&té réalisées par
I’élimination d’un acide aminé du milieu nutritif des pucerons. Ces expériences
sont réalisées sur différents milieux dépourvus successivement de chacun des
vingt acides aminés pour des pucerons symbiotiques et pour des pucerons apo-
symbiotiques.
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La premiere étude réalisée chez le puceron Myzus persicae (Mittler,
1971) montre que les pucerons symbiotiques supportent toutes les carences,
hormis 1’absence de méthionine en raison de ses propriétés phagostimulantes.
En revanche, les pucerons aposymbiotiques ont besoin de tous les acides ami-
nés essentiels, montrant le role des bactéries symbiotiques dans la fourniture
des acides aminés essentiels.

La croissance de larves de pucerons a ensuite été étudiée chez le puce-
ron Acyrthosiphon pisum sur milieu équilibré puis déséquilibré en acides ami-
nés essentiels. Les résultats montrent que les larves aposymbiotiques ont une
croissance deux fois plus rapide sur milieu équilibré (c’est-a-dire sur un milieu
dont la composition permet d’assurer une croissance normale des pucerons)
alors que les larves symbiotiques ont une croissance identique sur les deux mi-
lieux (Prosser et Douglas, 1992). Cependant méme sur un milieu parfaitement
équilibré, les performances des pucerons aposymbiotiques et symbiotiques ne
sont jamais comparables, ce qui suggere que la compensation du milieu nutri-
tionnel ne peut pas remplacer Buchnera (Prosser et al., 1992).

1.2.32 Des études métaboliques

Les études métaboliques sont toutes basées sur des analyses biochimi-
ques utilisant des marqueurs radioactifs.

Une premiere expérience basée sur l'utilisation d’acides aminés mar-
qués au "*C a permis de comparer le devenir des acides aminés chez des puce-
rons symbiotiques et aposymbiotiques élevés sur milieu équilibré et déséquili-
bré en acides aminés. Les résultats montrent que les pucerons aposymbiotiques
conservent un profil d’acides aminés libres déséquilibré, contrairement aux pu-
cerons symbiotiques qui sont capables de reconstituer un profil « normal »
(Liadouze et al., 1995). Une expérience complémentaire menée sur des milieux
contenant des quantités variables d’acides aminés montre que les pucerons
n’adaptent pas leur assimilation en fonction du milieu (Wilkinson et Ishikawa,
1999). Ces expériences suggerent une éventuelle régulation de 1’apport en aci-
des aminés par une productivité différentielle de Buchnera. Par ailleurs, la
synthese de trois acides aminés essentiels (thréonine, isoleucine et lysine) a été
mise en évidence chez les pucerons symbiotiques (Febvay et al., 1995) a partir
du carbone des acides aminés libres non essentiels (Liadouze et al., 1996).

L’étude du devenir du glutamate marqué au '*C révele que ce dernier
joue un role primordial dans la synthese des acides aminés. Cette constatation
est d’autant plus intéressante que d’autres expériences montrent que le gluta-
mate semble &€tre le principal composé nutritionnel apporté a Buchnera
(Whitehead et Douglas, 1993b ; Febvay ef al., 1995 ; Sasaki et Ishikawa, 1995).
Des expériences ont montré qu’il pénetre dans les bactériocytes ou il représente
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30 % des acides aminés totaux (Whitehead et al., 1992). Par ailleurs, la gluta-
mine entre également dans les bactériocytes a 1’aide d’une enzyme, la gluta-
myltranspeptidase (Sasaki et Ishikawa, 1993) et la réaction de désamination de
la glutamine en glutamate existe dans les bactériocytes (Sasaki et Ishikawa,
1995). Le puceron fournit divers autres acides aminés non essentiels a la bacté-
rie dont la valine, la proline et surtout l’aspartate (Whitehead et Douglas,
1993b) qui s’accumulent chez le puceron aposymbiotique (cf. Figure A.1.5).
L’aspartate aminotransférase, une enzyme responsable de la désamination de
I’asparagine en aspartate, est en effet surproduite chez les pucerons (Nakabachi
et Ishikawa, 1997) et ’aspartate est converti en glutamate dans les bactériocy-
tes (Febvay et al., 1995).

Enfin, le devenir du saccharose, composé majoritaire du phloeme, a
également été étudié. Une expérience réalisée sur un milieu contenant du sac-
charose marqué au '*C, montre ainsi que chez les pucerons symbiotiques la ra-
dioactivité est incorporée dans tous les acides aminés composant les protéines.
La méme étude réalisée sur des pucerons aposymbiotiques montre en revanche
que les acides aminés essentiels ne contiennent pas de '*C radioactif. Les ré-
sultats complets de cette étude indiquent que, chez les pucerons symbiotiques,
le saccharose participe a la synthese de pratiquement tous les acides aminés
(sauf I’histidine et I’arginine) par l’intermédiaire des voies de la glycolyse
(Febvay et al., 1999).

L’ensemble de ces études tant nutritionnelles que métaboliques a per-
mis de définir un premier modele des voies de biosynthese des acides aminés
pour le couple formé par Buchnera et son hote (cf. Figure A.1.5). La bactérie
est capable de synthétiser les acides aminés qui sont essentiels pour son hodte
mais elle a besoin de plusieurs acides aminés non essentiels et principalement
de glutamate et d’aspartate qui sont probablement importés du cytoplasme de
I’hote (Zientz et al., 2001).
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Figure A.1.5 Modele des interactions existant entre Buchnera et son hote pour le

métabolisme des acides aminés. Buchnera est capable de synthétiser les acides ami-
nés qui sont essentiels pour son héte (en rouge) et semble avoir besoin de plusieurs
acides aminés non essentiels (en bleu). Parmi ces acides aminés, les deux principaux

sont I'aspartate et le glutamate (en rose) (d'aprés Zientz et al., 2001).

1.2.4 Un couple ou un mariage a trois ?

Les populations naturelles de puceron du pois hébergent Buchnera qui
en tant que symbiote primaire et obligatoire contribue directement a leur survie
en leur fournissant les acides aminés essentiels absents de leur milieu nutritif.
Mais les pucerons hébergent aussi fréquemment de nombreuses bactéries se-
condaires (Fukatsu et al., 2000 ; Tsuchida et al., 2002), (cf. Figure A.1.6). Ces
y-protéobactéries sont de cinq types : le type R (PASS), le type T (PABS), le
type U (PAUS), Rickettsia (PAR) et Spiroplasma (Haynes et al., 2003).
Contrairement a Buchnera, elles peuvent &tre transmises de facon horizontale
(Sandstrom et al., 2001). Elles semblent impliquées dans des rdles spécifiques,
comme celui de permettre une meilleure tolérance des pucerons aux températu-
res élevées (Montllor er al., 2002) et une résistance a certains parasitoides
d’Hyménopteres. Elles semblent également permettre aux pucerons d’exploiter
une plus large gamme de plantes hotes (Tsuchida ez al., 2004).
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Figure A.1.6 Distribution des symbiotes primaires PASS (en rouge) et secondaires
(en vert) chez un embryon de puceron du pois (image obtenue par FISH et observa-

tion au microscope a transmission), (Koga, R., communication personnelle).

Buchnera est vulnérable aux températures élevées. Lorsque les puce-
rons sont soumis a des températures supérieures a 30 °C, ils ne sont plus capa-
bles de se reproduire et les bactéries Buchnera meurent. Une infection avec des
PASS améliore la reproduction des pucerons en conditions de stress thermique
(Montllor et al., 2002), ce qui laisse envisager que les bactéries secondaires
sont capables de compenser la déficience de Buchnera lorsque la température
est élevée. La fonction des bactéries secondaires serait alors de favoriser la sur-
vie des pucerons durant la saison d’été (Koga et al., 2003).

Ces bactéries secondaires sont peut-&tre en compétition avec Buchnera
tant pour les ressources que pour I’espace disponible ou, au contraire, cooperent
pour la fourniture de nutriments aux pucerons. Des interactions symbiotes-
symbiotes et symbiotes-hdte existent donc au sein d’un super systeme symbio-
tique. Cependant les bases physiologiques de ces interactions n’ont été que peu
étudiées jusqu’a présent. Des études ont montré que des pucerons rendus apo-
symbiotiques présentent une extraordinaire prolifération de micro-organismes
(Nakabachi et al., 2003) et qu’une infection par des symbiotes secondaires
permet la survie et la reproduction des pucerons aposymbiotiques sur plusieurs
générations (Koga et al., 2003). Il semble en effet qu’en I’absence de Buchnera,
les bactéries symbiotiques secondaires colonisent les bactériocytes et soient ca-
pables d’assumer le role des symbiotes primaires, établissant ainsi un nouveau
systeme symbiotique. Pour d’autres auteurs, ces symbiotes secondaires pallient
les fonctions déficientes de Buchnera, notamment dans les lignées ou le gé-
nome de Buchnera est extrémement réduit. Ils avancent pour preuve la grande
quantité de symbiotes secondaires dans ces lignées de pucerons (Chen et al.,
2000).
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Le puceron et Buchnera forment bien une entité biologique, cependant
les expériences précédentes montrent que d’autres bactéries peuvent potentiel-
lement remplacer Buchnera. Nul n’est irremplagable, et pas m&me un symbiote
obligatoire ! C’est ce qu’illustre I’exemple des pucerons appartenant au groupe
des Cerataphidini chez lesquels les bactéries Buchnera ont été completement
perdues et remplacées par un symbiote ascomycete (Fukatsu et Ishikawa, 1996).

Meéme si certains auteurs ont suggéré que la bactérie Buchnera pourrait
a terme etre remplacée par un nouveau symbiote (Moran et Baumann, 1994 ;
Von Dohlen et al., 2001), I’acquisition de symbiotes secondaires ayant des ro-
les biologiques variés semble surtout destinée a compléter ceux que le symbiote
primaire ne peut pas assurer. Il est tentant de comparer ce phénomene a celui de
la duplication génique qui offre au gene dupliqué la capacité d’évoluer vers de
nouvelles fonctions car les contraintes fonctionnelles restent assumées par le
gene original. De la méme facon, dans le super systeme symbiotique, les sym-
biotes secondaires offrent une ouverture vers de nouvelles fonctions biologi-
ques alors que le symbiote primaire est maintenu. L’endocytobiose est une
source d’innovation importante pour 1’évolution (cf.1.1.33) et les symbiotes fa-
cultatifs le prouvent en apportant un ensemble de nouveaux genes au couple
initial (Margulis et Fenster, 1991).

1.3 Les objectifs de la thése du point de vue biologique

Presque cent ans apres les premieres observations de Buchner, il ne
fait plus aucun doute que Buchnera fournit a son hdte les acides aminés essen-
tiels absents de son milieu nutritionnel. En revanche, la régulation de
I’expression des genes chez Buchnera, et tout particulierement de 1’expression
des genes responsables de la biosynthese des acides aminés reste encore au-
jourd’hui une énigme. Certains auteurs considerent la stabilité de
I’environnement de Buchnera comme une raison suffisante pour expliquer
I’absence de systemes de régulation (Goebel et Gross, 2001). Mais méme s’il
est possible de souscrire a la vision de Buchnera comme organite (Andersson,
2000), il n’est pas nécessaire d’en conclure que le génome de Buchnera est
completement dégénéré. Les chloroplastes et les mitochondries sont en effet
encore capables de réguler I’expression de leurs genes en fonction des besoins
de leur cellule hote. Enfin, si 1’association existe avec succes depuis plus de
200 millions d’années (Tamas, 2002), c’est probablement que le génome de
Buchnera est loin d’avoir révélé toutes ses possibilités.

Le développement de la génomique a conduit a 1’émergence de nou-
velles technologies, comme les puces a ADN, qui permettent d’appréhender si-
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multanément 1’expression de I’ensemble des geénes d’un organisme par 1’étude
de son transcriptome (Covacci et al., 1997). Les puces a ADN ont acquis leur
notoriété en permettant 1’identification des genes d’organismes modeles répon-
dant de facon extréme a des traitements extérieurs, comme 1’ont montré les re-
cherches sur le cancer. Cependant les progres du séquencage associés a la
baisse des colits des expériences (Gibson, 2002) ont permis aux puces a ADN
de faire récemment leur apparition dans tous les domaines de la biologie et no-
tamment dans ceux de la physiologie et 1’écologie (Ye et al., 2001). Des puces
ont ainsi été développées ces dernieres années pour étudier les interactions
complexes entre hote et bactéries (Cummings et Relman, 2000 ; Kato-Maeda et
al., 2001).

Dans ce contexte récent, la problématique biologique de cette these est
de lever une partie de 1’énigme de la régulation des genes chez Buchnera.
Compte tenu du role de la bactérie dans I’association symbiotique avec le puce-
ron, I’étude du métabolisme global des acides aminés par la technologie des pu-
ces a ADN semble offrir un cadre idéal pour poser cette question. Pour cela,
une étude de 1’expression des genes de Buchnera issues de pucerons élevés sur
des milieux nutritionnels contenant des quantités variables d’acides aminés a
donc été réalisée. Ce travail est en quelque sorte une facon nouvelle d’aborder
la symbiose. La combinaison des précédentes études nutritionnelles et de cette
étude est en effet un premier pas vers la compréhension globale des interactions
du systeme symbiotique puceron - bactérie.
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2 Contexte méthodologique
Les puces a ADN de Aa Z (ou
presque)

2.1 Introduction

Loin de correspondre a une technique unique, les puces a ADN re-
groupent un ensemble tres divers de méthodes et de technologies. L’objectif de
cette partie n’est donc pas de présenter une liste exhaustive des méthodologies
qui sont en constante évolution, mais plutdot de mettre en évidence les étapes es-
sentielles de la conception et de ’utilisation des puces a ADN. Leur description
concerne principalement 1’analyse du transcriptome, qui est au centre de notre
problématique. De plus, compte tenu de I’immense quantité d’informations dis-
ponibles, certains aspects ont été volontairement limités, en raison de notre
problématique biologique, aux particularités concernant les modeles bactériens.
Les nombreuses étapes de la technologie des puces a ADN sont a l’origine
d’une variabilité expérimentale qui peut affecter la qualité des résultats (Nadon
et Shoemaker, 2002) et qu’il est essentiel de prendre en compte (Leung et Ca-
valieri, 2003). Ces sources de variabilité sont donc également décrites et discu-
tées au sein des différentes paragraphes.

2.1.1 Historique

Les premieres puces a ADN sont apparues en 1993, mais leur concept
date de 1987 (cité dans Bellis et Casellas, 1997). Suite logique aux anciennes
méthodes de northern blotting (Alwine et al., 1977) et d’expression différen-
tielle (Liang et Pardee, 1992), la technologie des puces a ADN est basée sur le
principe d’hybridation développé par Southern (1974). Ce principe stipule que
deux fragments d’acides nucléiques complémentaires peuvent s’associer et se
dissocier de facon réversible sous ’action de la chaleur et de la concentration
saline du milieu. Il s’agit simplement d’une miniaturisation du systeme classi-
que de reverse dot blot (Lennon et Lehrach, 1991) qui a vu le jour grace a une
technologie pluridisciplinaire intégrant 1’électronique (techniques de dépdt), la
chimie (préparation des lames et greffes des sondes oligonucléotidiques ou
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synthese in situ), I’analyse d’images (acquisition des données) et I’informatique
(interprétation des données). Depuis leur apparition, les puces 2 ADN suscitent
un intérét inversement proportionnel a leur taille, avec pour preuve I’explosion
du nombre de publications qui leur sont dédiées depuis 2001 (cf. Figure A.2.1).
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Figure A.2.1 Nombre de publications concernant les puces a ADN de 1994 a 2004

(d'aprés la base Entrez-PubMed4, mots-clés : microarray* ou DNA chip*).

Historiquement les macroarrays, les microarrays et les « véritables »
puces a ADN correspondent a trois méthodes différentes d’analyse (Lagoda et
Regad, 2000). Les macroarrays utilisaient des clones d’ADN complémentaire
(ADNCc) disposés sur des membranes de nylon (avec un espacement de 1’ordre
du millimetre) en association avec des cibles radioactives. Les microarrays,
plus miniaturisés, comportaient quelques milliers de genes représentés par des
produits PCR déposés tous les 200 a 400 microns sur une lame de verre et des
cibles marquées par fluorescence. Enfin, les « véritables » puces a ADN asso-
ciaient a chacun des genes d’un organisme un ensemble d’oligonucléotides
synthétisés in situ. La premiere de ces puces a ADN s’appelait la « Gene
ChipTM HIV PRT ». Commercialisée en 1998 par Affymetrix (Santa Clara, CA,
USA), elle avait été congue pour I’analyse des mutations de la transcriptase in-
verse et de la protéase du virus HIV (cité dans Hinfray, 1997). La méme année
a vu le développement de la premiere puce a oligonucléotides dédiée a une
bactérie, contenant un sous-ensemble de cent genes de Streptococcus pneumo-
niae (De Saizieu et al., 1998).

4
http://www4.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.
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Aujourd’hui ces trois distinctions n’ont plus vraiment lieu d’&tre,
d’autant plus que ces techniques sont utilisées de fagon croisée, comme le
montre I’exemple de puces a ADN utilisant des produits PCR et des cibles ra-
dioactives. Les terminologies « puce a ADN » et « microarray » sont donc em-
ployées de facon indifférente. Les termes de « biopuce » ou « microréseau »
sont également employés dans la littérature francaise.

2.1.2 Principe des puces a ADN et analyse du transcriptome

L’idée conceptuelle de la puce a ADN est tres simple. Il s’agit de gref-
fer sur une surface de quelques centimetres carrés des fragments synthétiques
d’ADN (les sondes) espacés de quelques micrometres et représentatifs de cha-
cun des genes étudiés (Ramsay, 1998 ; Rockett et Dix, 2000). Ce micro-
dispositif est ensuite mis au contact des acides nucléiques a analyser, au cours
de I’étape d’hybridation. Ces acides nucléiques, appelés cibles, correspondent
aux ARNm ou aux ADNc qui ont été préalablement couplés a un marqueur
fluorescent ou radioactif. Ce contact entre cibles et sondes conduit a la forma-
tion d’hybrides qualifiés par leurs coordonnées, et quantifiés grace a la lecture
des signaux radioactifs ou fluorescents.

En ce qui concerne la terminologie associée a la technique des puces a
ADN, il est important de rappeler que les puces ne sont qu’un northern blotting
inversé, ou la sonde est fixe alors que la cible marquée est en solution. Cepen-
dant cette différence est a ’origine d’une confusion entre les termes « cible »
(probe) et « sonde » (target). Une nomenclature a donc été recommandée
(Phimister, 1999) et semble aujourd’hui bien respectée. Les sondes correspon-
dent aux acides nucléiques fixés sur la puce, alors que les cibles représentent
I’ensemble des acides nucléiques libres étudiés.

L’analyse du transcriptome nécessite de mesurer les niveaux
d’expression des genes. Cette mesure peut &tre réalisée par une évaluation ab-
solue de 1’expression des genes. Ce type de mesure est réservé aux puces com-
mercialisées par la société Affymetrix qui sont congues de facon un peu particu-
liere. Pour chaque gene, une série de dix a vingt sondes, réparties sur toute la
séquence du gene, est représentée sur la lame. A chacune de ces sondes PM
(Perfect Match) est associée une sonde MM (MisMatch) dont la séquence est
identique a la séquence des sondes PM, excepté une mutation ponctuelle située
en position centrale. Cette sonde MM permet de quantifier la part du signal as-
pécifique (bruit de fond) associé a la sonde PM. Le calcul du niveau
d’expression d’un gene est relativement complexe, mais peut &tre considéré, en
premiere approximation, comme une moyenne pondérée des différences (PM-
MM) de chaque paire de sondes associées a ce gene (Chudin et al., 2002).
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Cependant, pour I’ensemble des puces qui sont classiquement utilisées
(et qui font I’objet de cette partie), I’étude du niveau d’expression des genes est
basée sur la détermination des variations de niveau d’expression d’un orga-
nisme dans deux conditions différentes. Il s’agit donc d’une mesure différen-
tielle de I’expression des genes. En pratique, pour réaliser cette mesure, les ci-
bles constituant deux échantillons d’étude sont marquées au moyen de deux
fluorochromes différents. Elles sont ensuite mélangées et hybridées sur la puce
(cf. Figure A.2.2). Apres hybridation, la mesure des intensités des signaux de
fluorescence relatifs a chacun des fluorochromes permet finalement de calculer
pour chaque gene le rapport des intensités, qui évalue son expression différen-
tielle.

Ces deux types de mesures ne sont cependant pas completement dis-
joints. En effet, contrairement a ce que laisse penser la description de ce prin-
cipe, les cibles marquées avec deux fluorochromes différents ne sont pas en
compétition pour se lier sur une méme sonde car les sondes sont toujours en
large exces par rapport a la quantité de cibles qui est déposée. Une étude expé-
rimentale montre méme que l’intensité du signal obtenu pour un fluorochrome
n’est pas affectée par la présence d’une cible marquée avec I’autre fluoro-
chrome ('T Hoen et al., 2004). Cette étude valide donc la possibilité de travail-
ler sur les signaux aussi bien que sur les rapports des intensités et autorise la
comparaison d’échantillons qui ne sont pas hybridés sur une mé¢me lame.

Basées sur ce principe, de nombreuses puces ont été développées avec
des jeux de sondes spécifiques pour étudier le transcriptome d’organismes di-
vers. Actuellement, des chercheurs essayent de concevoir une puce universelle
contenant des sondes qui représentent 1’ensemble des combinaisons possibles
de séquences d’ADN. Le probleme majeur est de définir la taille optimale des
sondes. Un modele a été réalisé pour concevoir une puce dédiée a la fois a la
Souris et a la levure (Van Dam et Quake, 2002). Une premiere puce universelle
appelée UMAS (Universal Micro-Array System) a méme vu le jour. Elle
contient pour sondes toutes les combinaisons possibles d’hexameres et son uti-
lisation combinée avec une étape enzymatique de fractionnement des cibles
permettrait de générer des profils d’expression pour n’importe quel organisme
(Roth et al., 2004).
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Figure A.2.2 Principe de la technologie des a puces a ADN. (A) Les séquences des
sondes sont déterminées de facon a optimiser leur spécificité et leur sensibilité. Les
sondes synthétisées sont déposées par un robot sur la surface de la lame selon un
plan défini. (B) Les ARNm sont extraits des échantillons biologiques a comparer, mar-
qués avec deux fluorochromes différents puis mélangés avant hybridation. (C) La lec-
ture des lames est réalisée avec un scanner (microscope a fluorescence) couplé a un
photomultiplicateur (PMT). (D) L'image est alors analysée de fagcon a quantifier le si-

gnal. Les données sont ensuite normalisées, analysées et interprétées.
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2.1.3 Des applications variées pour les puces

2.1.31 Des puces a ADN
Parallelement a I’analyse des profils d’expression, les puces a ADN
offrent la possibilité de réaliser des études tres diverses.

2.1.311 Criblage de mutations

Le criblage de mutations, appelé aussi SNP pour Single Nucleotide
Polymorphism, repose sur la conception de puces a ADN capables d’analyser
chaque base d’une séquence connue. Pour cela les sondes sont organisées en
ensembles au sein desquels une séquence est strictement homologue a celle du
type sauvage alors que les autres sont caractérisées par une substitution de base
toujours localisée au milieu de la séquence (Ahrendt et al., 1999). Par exemple,
pour étudier une substitution de base, les sondes sont organisées en tétrades
dans lesquelles une des quatre sondes possede en position centrale la base ho-
mologue a celle de la séquence sauvage, alors que trois autres sondes contien-
nent les trois autres bases possibles.

2.1.312 Séquencage par hybridation

N

Une autre application des puces a ADN a été développée pour le sé-
quencage par hybridation. Son utilisation permet d’accélérer considérablement
le procédé. Le gene étudié est en effet considéré comme un ensemble de plu-
sieurs séquences chevauchantes dont la détermination simultanée puis
I’assemblage permettent de reconstituer la séquence (Hacia, 1999). La méthode
est également utilisée pour la vérification de génomes déja séquencés par la
technique de Sanger.

2.1.313 Etude phylogénétique

Les puces peuvent également &tre utilisées dans les études phylogéné-
tiques et par exemple pour déterminer les distances génétiques qui existent en-
tre bactéries (Cho et Tiedje, 2001). La comparaison de plusieurs expériences de
puces montre qu’il est également possible d’identifier les niveaux d’expression
et les régulations de genes orthologues chez différents organismes (Jimenez et
al., 2002).

Une extension logique de ce type d’étude est la recherche de certaines
fonctions chez des organismes dont le génome n’est pas connu. Une puce dé-
diée a Escherichia coli a par exemple été utilisée pour obtenir des informations
sur les genes (et donc les fonctions associées) présents chez le symbiote de la
mouche tsé-tsé, tres proche phylogénétiquement d’Escherichia coli (Akman et
Aksoy, 2001).
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2.1.314 Applications industrielles

Les puces trouvent également de nombreuses applications dans
I’industrie. Des puces congues pour des cibles d’ARN ribosomiaux sont ainsi
utilisées pour identifier les souches pathogenes dans les hopitaux. De méme,
elles sont utilisées dans le secteur agro-alimentaire pour le contrdle qualité
(contrdle des micro-organismes utilisés dans certaines fabrications, détection
des séquences provenant d’organismes génétiquement modifiés) et pour
I’environnement (détection des agents infectieux dans I’alimentation, 1’air ou
I’eau), (Guschin et al., 1997).

2.1.315 Caractérisation physique du génome

Deux techniques principales ont été développées pour étudier la carto-
graphie et les modifications du génome. La premiere est la méthode ChIP on
chip basée sur une technique d’immuno-précipitation de la chromatine (ChIP)
sur une puce contenant des régions intergéniques (on chip). Ce type de puce
permet de déterminer les sites de fixation d’une protéine sur I’ADN (Iyer et al.,
2001). L’ADN sur lequel sont fixées des protéines (essentiellement des facteurs
de transcription) est tout d’abord extrait, puis les protéines sont précipitées avec
des anticorps spécifiques. L’ADN est ensuite récupéré, marqué et hybridé sur la
puce (Lo et al., 2001 ; Robyr et al., 2002 ; Shannon et Rao, 2002).

La seconde méthode développée est appelée CGH (comparative geno-
mic hybridization). Ce type de puce est destiné a la comparaison des profils
d’hybridation génomique dans différentes conditions et permet de repérer
d’éventuelles duplications ou suppressions de séquences (Kallioniemi et al.,
1992 ; Pollack et al., 1999).

D’autres types de puces sont également congues pour étudier les modi-
fications post-transcriptionnelles de I’ADN comme [’acétylation, la méthyla-
tion, la phosphorylation, et I’ubiquitination (Pollack et Iyer, 2002).

2.1.32 Et méme des puces sans ADN !

Bien que les puces soient essentiellement utilisées avec des sondes
d’ADN, leur succes a ouvert la voie a de nouvelles applications. Aujourd’hui la
technologie des puces est utilisée pour obtenir une vision du protéome (puce a
protéines) et méme accéder aux phénotypes cellulaires (puces a cellules).

Etude du protéome
L’analyse du protéome n’a pas échappé au développement des puces
(De Wildt et al., 2000 ; Tyers et Mann, 2003). Pour observer directement et a
grande échelle la présence des protéines et leur activité, des puces a protéines
ont donc été concues (Macbeath, 2002). Ces puces permettent de déterminer di-
rectement les concentrations en protéines et leur conformation spatiale, qui
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dans certains cas correspond a leur degré d’activité. Pour cela, des anticorps
spécifiques sont fixés dans des puits sur les puces. Ils permettent de piéger les
protéines présentes dans une certaine conformation. Ainsi, il est théoriquement
possible de comparer a grande échelle les concentrations de différentes protéi-
nes, et de séparer les formes actives et inactives de ces protéines. La principale
difficulté de cette technologie réside dans la production d’anticorps spécifiques
de chacune des protéines cellulaires (Zhu et al., 2000).

Etude des phénotypes

Récemment la famille des puces s’est agrandie avec le développement
des puces a cellules appelées aussi puces a transfection. Les cellules sont pié-
gées sur une puce a l’aide d’anticorps spécifiques. Un ensemble de micro-
capillaires permet ensuite de véhiculer, via un liquide, les genes utilisés pour la
transfection simultanée des lignées cellulaires présentes sur la puce. Une fois le
gene intégré dans le génome, la production de la protéine correspondante est
responsable d’un phénotype cellulaire directement observable. Pour cela, un
gene rapporteur est inséré dans le génome des cellules étudiées. Une premiere
expérience a été réalisée avec des ADNc (Ziauddin et Sabatini, 2001), et plus
récemment une autre étude a été menée en utilisant des ARN interférents (ARN-
si pour small interfering), (Baghdoyan et al., 2004).

2.2 Conception des puces a ADN

En dépit d’un principe relativement simple, il existe de nombreuses
possibilités de conception pour les puces a ADN (Freeman et al., 2000).
L’objectif de cette partie n’est pas de dresser un inventaire technique de
I’ensemble des possibilités existantes mais plutdt de présenter certains des as-
pects parmi les plus essentiels.

La fabrication de la lame sur laquelle sont déposées les sondes com-
bine des problemes de chimie (traitement de la surface de la lame et fixation
des sondes) et de mécanique (dépot des sondes sur la lame par un robot). Des
disfonctionnements sur ces différentes étapes peuvent conduire a des irrégula-
rités spatiales sur la lame qu’il est nécessaire de rechercher afin d’éliminer les
données correspondantes lors de 1’analyse.

2.2.1 Le support d'hybridation

Certaines méthodes d’analyse utilisaient des sondes fixées sur un sup-
port bien avant I’apparition des puces a ADN, notamment dans le domaine des
tests de diagnostic. Cependant, ces supports ne permettent I’immobilisation que
d’un faible nombre de sondes, 96 pour les plaques de microtitration en plastique
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et une cinquantaine pour les bandelettes de nitrocellulose. Pour les puces, il
était donc nécessaire de disposer de supports de plus grande capacité. Par ail-
leurs, le choix d’un support est conditionné par ses propriétés physico-
chimiques, ou plus précisément, par 1’adéquation de celles-ci avec les condi-
tions dans lesquelles la puce est placée lors de la fixation des sondes et lors de
son utilisation. Il est donc nécessaire, avant d’envisager I’emploi d’un support
particulier, de considérer des caractéristiques comme la stabilité au pH, la ré-
sistance physique ou la stabilité chimique ainsi que la capacité a fixer de facon
non spécifique les acides nucléiques (Matson et al., 1994). Une fois le support
choisi, sa surface est rendue réactive vis-a-vis de molécules « espagantes » au
cours d’une premiere étape dite de fonctionnalisation. Ces molécules de taille
variable sont ensuite utilisées comme intermédiaires entre la surface et la
sonde. Elles permettent de s’affranchir des propriétés de surface des supports,
qui s’averent souvent génantes pour la fixation des sondes comme pour
I’hybridation.

2.2.11 Les supports dits neutres

Le rdle des supports neutres est uniquement d’assurer la fixation opti-
male des sondes. Le verre est le support classiquement utilisé, principalement
pour son faible cofit, son inertie et sa transparence qui facilite la détection par
fluorescence. Son utilisation nécessite une activation préalable de la surface par
fixation de dérivés du silane possédant des groupements actifs (comme des al-
déhydes) capables de générer des liaisons covalentes avec des nucléosides mo-
difiés (par ajout d’amine par exemple) situés a I’extrémité des sondes. D’autres
types de traitement de la surface peuvent étre réalisés. Par exemple, la techni-
que dite d’impression d’ADN développée par Derisi et al. (1996) est basée sur
I’utilisation de lame de verre traitée a la poly-L-lysine pour former une surface
adhésive. Cependant, le verre présente deux inconvénients. D’une part, la den-
sité des plots reste faible (Hoheisel et Vingron, 2000) et d’autre part, la fixation
des sondes fait généralement intervenir des interactions de charges non cova-
lentes qui ne permettent pas de créer une liaison irréversible entre la surface et
la sonde. Les sondes sont donc partiellement éliminées de la surface lors de
I’étape de lavage, ce qui peut aboutir a une perte de sensibilité (Rogers et al.,
1999 ; Schena et al., 1996). Pour pallier ce probleme, des équipes et des entre-
prises de biotechnologies ont développé des lames de verre dont la surface est
recouverte de couches de polymeres permettant la fixation covalente des son-
des. Le laboratoire IFOS de 1’Ecole Centrale de Lyon a par exemple mis au
point des puces tres résistantes aux lavages en utilisant une monocouche d’un
polymere d’aminopropyl triéthoxysilane (ATPS) (Dugas et al., 2004).
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D’autres supports comme les gels de polyacrylamide peuvent égale-
ment etre employés. Ce type de support est utilisé dans les puces appelées MA-
GIChip (MicroArrays of Gel Immobilised Compounds on a Chip) (Guschin et
al., 1997 ; Yershov et al., 1996). Le polyacrylamide est un support stable qui ne
génere qu’un faible bruit de fond pour la détection par fluorescence. De plus, la
méthode permet de multiplier par cent la densité de sondes. Sa seule limite reste
I’accessibilité des sondes situées a 1’intérieur du gel (Proudnikov et al., 1998).
Des membranes de nylon (Bertucci et al., 1999 ; Cao et al., 2002) ou encore le
polypropylene sont également utilisés comme support.

2.2.12 Les supports dits actifs

Comme les supports neutres, les supports actifs permettent la fixation
des sondes et I’hybridation des séquences cibles, mais ils interviennent égale-
ment dans I’acquisition du signal. Ils ne facilitent pas seulement la transduction
par leurs propriétés physiques, comme le verre avec sa transparence, mais
jouent un véritable rdle de vecteur du signal. Les supports les plus souvent uti-
lisés sont le silicium, les électrodes de carbone, les fibres optiques (Lee et Walt,
2000) et I’or qui, en tant que métal conducteur et inoxydable, peut intervenir
dans un mode de transduction électrochimique ou optique (Beattie et al., 1993).

2.2.2 Les sondes

2.2.21 Différents type de sondes

Les sondes greffées ou synthétisées peuvent étre de différentes tailles
en fonction de la problématique biologique, des contraintes expérimentales et
des moyens disponibles. La détermination de leur séquence nécessite une ana-
lyse bioinformatique de fagon a optimiser a la fois les parametres de spécificité
(unicité des sondes dans le génome) et les parametres thermodynamiques (sta-
bilité de I’hybride formé) dont I’ensemble des aspects est discuté dans le cha-
pitre suivant.

Le criblage de mutation ou génotypage nécessite 1’utilisation de son-
des courtes (15-20 pb) (Lindblad-Toh et al., 2000a; Lindblad-Toh et al.,
2000b). Elles se caractérisent par une spécificité tres forte (une seule base de
différence entre la cible et la sonde suffit, en théorie, a interdire 1’hybridation)
et une sensibilité faible. Un des verrous technologiques de ces puces reste la
possibilité d’effectuer des mesures quantitatives. La technologie Affymetrix uti-
lise également des sondes courtes pour 1’analyse de I’expression de génes mais
en multipliant le nombre de sondes par gene (cf. 2.1.2).
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L’analyse du transcriptome est basée sur 1’utilisation de deux types de
sondes. Les premieres sont les sondes oligonucléotidiques moyennes (30-70 pb)
qui allient a la fois des qualités de spécificité et de sensibilité. Les secondes
sont des fragments d’ADNc entiers issus d’une amplification par PCR (100 a
500 pb). Ces sondes offrent une sensibilité maximale, mais possedent, en théo-
rie, une spécificité plus faible que les précédentes.

Il existe cependant peu de travaux expérimentaux comparant les son-
des d’ADNCc et les oligonucléotides (Holloway et al., 2002). D’un point de vue
purement technique, les solutions de sondes d’ADNc présentent une viscosité
élevée qui peut compliquer le procédé de fabrication des puces a ADN (Tomiuk
et Hofman, 2001). Par ailleurs, il a été démontré sur les puces contenant des
sondes d’ADNc que seules 10 a 20 % des sondes sont disponibles pour
I’hybridation contre 20 a 50 % pour les puces a oligonucléotides ('T Hoen et al.,
2004). Des phénomenes de compétition entre cibles peuvent donc exister au
sein des plots pour lesquels les transcrits sont en concentration élevée (Stillman
et Tonkinson, 2001), et ceci d’autant plus que les plots de sondes d’ADNc pré-
sentent des variations de concentration plus importantes que les plots de sondes
oligonucléotidiques (Hessner et al., 2003).

D’un point de vue qualitatif, aucune différence de sensibilité n’a été
observée lors de la comparaison de 1’utilisation de sondes oligonucléotidiques
(50 mers) et de sondes PCR (Kane et al., 2000). Cependant, en ce qui concerne
la spécificité du signal, 1’utilisation de sondes oligonucléotidiques présente plu-
sieurs avantages. Le premier concerne la possibilité de choisir une région spéci-
fique pour chacun des transcrits et dépourvue de séquences répétées favorisant
les hybridations aspécifiques (Gerhold et al., 1999 ; Lipshutz et al., 1999). De
plus, chez les eucaryotes supérieurs beaucoup de genes possedent des variants
en fonction de 1’épissage alternatif, et la possibilité de détecter spécifiquement
ces transcrits avec des sondes oligonucléotidiques est d’une grande utilité
(Kane ef al., 2000). Un second avantage concerne la possibilité de choisir des
sondes oligonucléotidiques présentant des caractéristiques similaires et opti-
males. Cela permet d’obtenir un comportement d’hybridation comparable pour
I’ensemble des cibles étudiées, contrairement aux sondes d’ADNc, qui sont fré-
quemment de taille variable, ce qui peut impliquer des différences dans les ci-
nétiques d’hybridation (Tomiuk et Hofman, 2001).

2.2.22 Les sondes de contréle

Compte tenu de la complexité des protocoles expérimentaux mis en
ceuvre pour les puces a ADN, il est indispensable d’ajouter des sondes dites de
contrdle aux sondes représentant les genes d’intérét. Différents types de té-
moins peuvent &tre déposés sur les puces a ADN. Les premiers sont les témoins
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négatifs qui peuvent correspondre a des plots contenant du tampon ou a des
sondes qui ne sont pas capables de s’hybrider avec les cibles de 1’échantillon.
Ils permettent d’estimer le bruit de fond sur la puce (Selinger et al., 2000). Des
témoins d’hybridation aspécifique peuvent &tre ajoutés. Ils correspondent a des
sondes dont les séquences different de celles des genes étudiés pour seulement
une ou plusieurs bases situées en position centrale. Les hybridations observées
sur I’un de ces témoins témoignent de phénomenes d’hybridation non spécifi-
que dont il est nécessaire de tenir compte pour I’analyse des données (Wodicka
et al., 1997). Enfin, il est possible d’employer des témoins positifs qui pourront
étre utilisés au cours de I’étape de normalisation. Leurs séquences correspon-
dent a des séquences provenant d’un autre organisme et qui sont absentes dans
le génome étudié (Schena et al., 1996). Les transcrits, correspondant a ces té-
moins positifs, sont synthétisés in vitro puis ajoutés a des concentrations diffé-
rentes et parfaitement connues aux transcrits de 1’organisme étudié juste avant
la réaction de marquage.

2.2.3 Le plan de dépot

La définition du plan de dépdt des sondes constitue un des aspects cri-
tiques de la conception des puces a ADN. La répartition des plots sur la lame
peut en effet avoir un impact important sur 1’étape d’analyse des résultats
(Yang et al., 2002b). Il est donc essentiel d’accorder une grande importance au
choix du plan de dépdt des sondes. Dans 1’idéal, chaque lame d’un plan expéri-
mental devrait posséder un plan unique et aléatoire, compte tenu des biais po-
tentiels qui peuvent étre induits par les arrangements réguliers (Fisher, 1951).
Cependant, les contraintes liées a 1’utilisation de robots et la logistique de re-
connaissance des plots rendent impossible ce type de distribution aléatoire.
Bien qu’il soit nécessaire de ne pas oublier cette réalité, il est tout de méme
possible d’optimiser le plan de dépdt des sondes. Pour cela, le dépdot d’une
méme sonde sur la puce doit &tre répété, la meilleure solution étant évidemment
de disperser ces plots répétés sur la lame. Cela permet de limiter les problemes
causés par les lavages ou les rayures sur la lame et offre la possibilité de
moyenner les données pour un gene (Lee et al., 2000).

2.2.4 L'adressage des sondes

L’adressage, pour reprendre une terminologie utilisée par les informa-
ticiens, est défini comme la capacité a fixer de facon précise une molécule sur
un site donné. Deux approches différentes existent pour la technologie des pu-
ces a ADN. Les sondes sont soit fixées apres formation, soit synthétisées di-
rectement sur le support (synthese in situ). Le choix de la méthode utilisée dé-
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pend des contraintes d’utilisation de la puce notamment en termes de diversité,
de densité et de pureté des sondes. Dans les deux cas cependant, il est essentiel
de déposer les sondes en exces par rapport a la concentration en cibles utilisée.
Il a en effet été montré que le signal d’hybridation n’est corrélé de fagon li-
néaire avec la quantité d’ARNm que pour une concentration en sondes au moins
dix fois plus importante que celle en cibles (Lemieux et al., 1998).

2.2.41 La fixation de sondes synthétisées

Cette méthode d’adressage est utilisée pour les oligonucléotides de
synthese ou des fragments d’ADNc. Elle peut s’effectuer a 1’aide de différentes
techniques. La méthode la plus classiquement utilisée est une méthode mécani-
que. Les sondes sont fixées sur le support par un robot de dépdt dont la téte est
formée de plusieurs micropipettes appelées aiguilles de dépot (cf. Figure A.2.3).
Cependant d’autres techniques, comme |’électrochimie sont également em-
ployées. Dans ce cas, la puce est composée d’un support en silicium ou chaque
plot est recouvert d’une mini-électrode en or. Chaque sonde rejoint alors un
plot particulier lorsque les mini-électrodes sont mises successivement sous ten-
sion (Livache et al., 1994).

Figure A.2.3 Vue rapprochée des aiguilles d’'un robot de dépot.

2.2.42 La syntheése in situ

La synthese in situ est réalisée par deux types de technologies. La
premiere est la photolithographie développée par la société Affymetrix. Elle
procede par dépdts de couches successives des quatre nucléotides sur un sup-
port en verre. Un masque, dont la configuration varie pour chaque couche dépo-
sée, assure une succession correcte des bases. Ce procédé extrémement flexible
ne permet cependant pas d’analyser et de corriger les éventuelles erreurs de
synthese (Mcgall ef al., 1996). La surface de verre est recouverte d’un polymere
qui possede des groupements aminés protégés par un groupement photolabile.
La photodéprotection (lyse par la lumiere) de ces groupements est réalisée a
travers un masque photolithographique qui permet d’exposer sélectivement les
groupes fonctionnels. Durant la synthése des oligonucléotides, des déoxynu-
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cléosides possedant un groupe protecteur photolabile a I’extrémité 5’ sont
ajoutés. Ils réagissent uniquement au niveau des sites qui ont été exposés a la
lumiere lors de I’étape précédente (Heller, 2002). Ce processus répété avec dif-
férents masques permet de controler 1’endroit et 1’ordre d’addition des nucléoti-
des. Cette stratégie combinatoire permet de former un grand nombre de compo-
sés en un nombre réduit d’étapes (Jacobs et Fodor, 1994). La seconde technique
mise en ceuvre est I’impression qui est une adaptation du procédé utilisé par les
imprimantes a jet d’encre. Elle repose sur la propulsion de tres petites spheres
de fluide dont le volume est inférieur au nanolitre (Relogio et al., 2002).

2.3 Hybridation des puces a ADN

2.3.1 Préparation du matériel biologique

La préparation des échantillons est une étape critique qui est souvent
sous-estimée. Pourtant, les choix effectués au cours de cette étape et la mise en
ceuvre de protocoles complexes sont responsables d’une variabilité a la fois
biologique et expérimentale qui est rarement discutée dans les publications.

2.3.11 Choix et préparation des échantillons

Le matériel biologique est bien souvent un matériel hétérogene. Une
tumeur par exemple est constituée de nombreuses cellules tres différentes et le
prélevement des cellules malades s’accompagne souvent de celui de cellules
saines. De méme, une population bactérienne se compose de cellules dans des
états physiologiques tres variables. Malheureusement, travailler sur une cellule
unique, en plus de la miniaturisation nécessaire, ne constitue pas une meilleure
solution, car les réponses individuelles des différentes cellules sont également
tres variables (Blake ef al., 2003). L’idéal serait donc de travailler sur une po-
pulation de cellules homogenes et synchronisées, ce qui est en général loin
d’etre le cas.

Par ailleurs, une quantité de transcrits minimum est nécessaire pour
optimiser les hybridations sur puces a ADN. Cependant il est parfois difficile
d’obtenir une quantité suffisante de matériel biologique au départ (Hautefort et
Hinton, 2000). Ainsi, travailler sur une population de cellules homogenes n’est
parfois possible qu’au prix d’une réduction drastique de la taille des échantil-
lons. L’étude de certains modeles spécifiques (bactéries non cultivables ou
prélevements par microchirurgie) impose également des échantillons de taille
réduite. Dans ce cas, il est alors nécessaire de réaliser une étape d’amplification
des ARNm (Wang et al., 2000). Cette étape peut induire des biais tres impor-
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tants liés a des phénomenes d’amplifications sélectives. Récemment, de nou-
velles techniques d’amplification ont été développées afin de maintenir au
mieux les rapports entre cibles amplifiées et non amplifiées (Iscove et al.,
2002) pour conserver la possibilité d’effectuer des analyses quantitatives
(Petalidis et al., 2003).

Enfin, les conditions d’extraction des échantillons se révelent particu-
lierement importantes. En effet, ’ARN messager est une molécule relativement
instable et les demi-vies des différents transcrits d’une cellule eucaryote se ré-
velent extrémement variables. Quant aux procaryotes, I’exemple des bactéries a
croissance rapide comme Escherichia coli montre que le taux de renouvelle-
ment des transcrits est tres élevé (Gingeras et Rosenow, 2000). Dans tous les
cas, les profils d’expression obtenus ne représentent donc qu’une moyenne des
niveaux d’expression et ’étape d’extraction se révele critique. En effet, en plus
de I’instabilité des transcrits, le stress de 1’extraction conduit a des perturba-
tions comme la synthese de protéines de choc thermique ou I’activation de lipo-
polysaccharides, qui imposent une modification rapide des profils d’expression.
Il est donc essentiel de prélever puis de congeler I’échantillon le plus rapide-
ment possible (Watson er al., 1998), ce qui nécessite la mise au point
d’approches innovantes pour la préparation des échantillons. Cependant, méme
avec un protocole d’extraction standardisée et reproductible, il existe toujours
une part de variabilité expérimentale qui doit étre prise en compte.

2.3.12 Choix des cibles de référence et de contréle

La technique des puces a ADN avec marquage par fluorescence est ba-
sée sur une mesure relative de ’expression des genes entre deux conditions.
Cette absence de mesure absolue de I’expression des genes impose de définir
une référence destinée a détecter et confirmer les genes exprimés de facon dif-
férentielle. Il existe pour cela deux possibilités.

La premiere possibilité est de connaitre un ensemble de genes inva-
riants a 1’intérieur méme de I’échantillon étudié. Pour cela, les « genes de mé-
nage » dont I’expression est constitutive dans les conditions d’étude, ont été
fréquemment utilisés. Malheureusement, pour de nouvelles conditions expéri-
mentales ou sur des modeles encore peu étudiés, leur expression constitutive est
difficile a supposer a priori (Yang et al., 2002b). De plus des études décrivent
des variations parfois importantes de 1’expression de ces genes dits pourtant
« de ménage ». Une étude menée au cours de la phase stationnaire chez la le-
vure et en réponse au stress thermique chez I’Homme montre que le niveau
d’expression de la plupart des genes change au cours de I’expérience. De plus,
les résultats indiquent que méme une faible variation globale a un effet signifi-
catif sur le nombre de genes détectés comme différentiellement exprimés (Van
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De Peppel et al., 2003). Pour éviter ce type de probleme Eickhoff et al. (1999)
préconise