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D. : Non-coding RNAs pro�ling : molecular network involved in phenotypic
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6 Introduction

1.1 Introduction générale : étudier un réseau de régulation
impliqué dans le polyphénisme de reproduction chez le
puceron

1.1.1 Les réseaux : une représentation des di�érentes régulations bio-
logiques et un moyen d'intégrer des données hétérogènes

L'arrivée à la fois de la génération de données à haut débit en biologie et de la bio-
informatique a permis l'émergence d'une nouvelle discipline : la biologie des systèmes.
Cette discipline consiste à étudier à grande échelle les génomes, les transcriptomes,
les protéomes ou encore les métabolomes, pour ne citer qu'eux, et à intégrer, mettre
en relation ces di�érents niveaux d'information du fonctionnement du génome. Cela
a permis de mettre en évidence des relations existantes entre di�érentes molécules au
sein d'une même catégorie de molécules mais aussi entre ces di�érentes catégories. Ces
approches intégratives à grande échelle permettent d'avoir une vision systémique d'un
processus biologique avec un ensemble d'acteurs agissant en synergie plutôt que comme
di�érents acteurs agissant de manière plus ou moins isolée. Néanmoins, devant le nombre
très élevé d'éléments et de relations, des outils spéci�ques doivent être mis au point pour
visualiser, interpréter les di�érentes relations existantes ainsi qu'en déduire de nouvelles
connaissances. Il s'agit par exemple d'étudier les relations entre les 1.800 facteurs de
transcription et les 20.000 gènes humains ou encore les interactions protéines-protéines
possibles entre les 100.000 protéines humaines. La modélisation par des réseaux de ces
relations et leur étude permet de tendre vers ce but.

Les réseaux, qui sont mathématiquement des graphes, sont un moyen de représen-
tation, de visualisation et d'analyse de données très utile dans toutes les applications
informatiques. L'analyse des réseaux permet d'extraire de la connaissance issue d'in-
teractions complexes entre objets et est un outil d'aide à la décision : la lecture et
l'interprétation des réseaux permettent de poser des hypothèses de travail sur le proces-
sus étudié. Chaque élément est représenté par un n÷ud dans le graphe et chaque relation
entre deux éléments est représentée par une arête, orientée ou non, entre deux n÷uds.
En biologie moléculaire, on trouve notamment des réseaux métaboliques, des réseaux
d'interactions protéines-protéines ou encore des réseaux de régulation transcriptionnelle
par des facteurs de transcriptions.

Avec l'émergence en biologie des relations à grande échelle décrites plus haut, l'ana-
lyse des réseaux prend une importance croissante. En analysant la topologie de ces
graphes, c'est-à-dire la façon dont sont répartis les n÷uds et les arêtes, on peut mettre
en évidence des groupes spéci�ques de relations ou des éléments clés pour formuler de
nouvelles hypothèses et aider à sélectionner des expérimentations biologiques pouvant
permettre de formuler de nouvelles conclusions sur le phénomène étudié. Par exemple,
la Figure 1.1 montre un réseau de gènes impliqués dans des maladies où chaque n÷ud
représente un gène avec une couleur qui indique la type de maladie et une arête signi�e
que les deux gènes sont impliqués dans un même maladie. Cette visualisation permet
de mettre en évidence des regroupements de gènes suivant le nombre d'arêtes qu'ils ont
entre eux et que ces regroupements correspondent aux couleurs/maladies associées aux
gènes.
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Fig. 1.1 � Réseau de gènes impliqués dans des pathologies humaines. Chaque n÷ud
représente un gène et il existe une arête entre deux gènes s'ils sont impliqués dans une
même maladie. Image tirée de Goh et al. [1].

1.1.2 La plasticité phénotypique : un des modes d'adaptation des es-
pèces aux changements de leur environnement

Classiquement en biologie, le dogme veut que l'on associe à un génome un phéno-
type. Nous pouvons voir ça de la façon suivante : à un ensemble d'informations (le
génome et son ensemble de gènes), on associe une lecture de ces informations, le phé-
notype. La plasticité phénotypique au sens large peut-être dé�nie comme la capacité
d'un organisme à répondre à un facteur environnemental en modi�ant son phénotype
au niveau physiologique, biochimique ou comportemental. Pour reprendre la vision pré-
cédente, la plasticité phénotypique peut être vue comme la capacité d'un organisme à
lire l'information contenue dans son génome de façon di�érente selon le contexte ou les
di�érentes conditions expérimentales.

La plasticité phénotypique est présente chez de nombreux organismes que ce soit
dans des bactéries comme Escherichia coli qui répond di�éremment à la présence de
lactose dans son environnement [2], chez les plantes avec l'acacia Acacia drepanolobium
qui répond à l'attaque d'herbivores par la production de tiges avec de grosses épines
[3] ou encore chez les insectes avec la taille des ailes de Drosophila melanogaster qui
varie en fonction de la température ou la chenille Nemoria arizonaria qui mime son
habitat [4] (Figure 1.2). Parmi les di�érents cas de plasticité phénotypique, on peut
distinguer deux classes : continue et discrète [5]. La plasticité phénotypique continue
est caractérisée par un nombre élevé de phénotypes qui évoluent de façon graduelle
entre deux phénotypes extrêmes comme le cas des ailes D. melanogaster dont la taille
varie de façon continue en fonction du nombre de cellules qui les constituent en passant
par toutes les valeurs des plus petites aux plus grandes. La plasticité phénotypique
discrète, appelée polyphénisme, se dit pour un organisme lorsque que pour son génome
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les phénotypes alternatifs sont très di�érenciés et sans intermédiaire. Il existe di�érents
types de polyphénisme. On peut notamment citer chez les insectes le polyphénisme
de caste où les individus n'ont pas la même physiologie ni le même rôle au sein de la
communauté comme chez les fourmis ou les abeilles ; le polyphénisme de dispersion avec
des individus ailés ou non comme chez les pucerons ; le polyphénisme de reproduction
avec des individus possédant di�érents modes de reproductions, présent encore une fois
chez les pucerons.

Le polyphénisme constitue un trait biologique très particulier où les facteurs envi-
ronnementaux in�uencent le développement des individus en modi�ant ou ré-orientant
des programmes génétiques et par conséquent les di�érentes régulations opérant sur le
génome, le transcriptome, le protéome, etc.

Fig. 1.2 � Image des deux phénotypes de la chenille Nemoria arizonaria. À gauche
une chenille nourrie avec des �eurs de chênes, ressemblant à ces �eurs. À droite, une
chenille nourrie avec des feuilles de chênes, ressemblant à une brindille. Image tirée de
Greene [4].

Plan de l'introduction

La plasticité phénotypique du mode de reproduction est étudiée dans l'équipe INRA
dans laquelle j'ai travaillé. A�n d'appréhender la complexité des mécanismes mis en
÷uvres, l'équipe développe une approche intégrative, via des réseaux de gènes [6].

Lors de cette thèse, le réseau de régulation post-transcriptionnelle entre microARN
et ARNm a été étudié dans le contexte de la plasticité phénotypique de reproduction chez
Acyrthosiphon pisum, le puceron du pois, à l'aide d'une méthode d'analyse de relations
binaires, l'analyse de concepts formels. Ainsi les paragraphes suivants décrivent :

1. Les microARN ;

2. Le polyphénisme de reproduction du puceron du pois ;

3. L'analyse de concepts formels.
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1.2 Régulation post-transcriptionnelle par les petits ARN
non codant : le cas des microARN

Pendant longtemps, on a considéré que les régions du génome qui étaient transcrites
mais non traduites, c'est-à-dire des régions qui ne codent pas pour des protéines, étaient
de l'ADN inutile et que ces transcrits étaient dégradés par la cellule. Cette idée a été
remise en cause avec la découverte de nouveaux types de régulation par des ARN non co-
dants (ARNnc). En e�et, certains ARNnc ont été identi�és comme étant impliqués dans
des régulations épigénétiques, transcriptionnelles ou encore post-transcriptionnelles. La
régulation de la stabilité et de la traduction des ARNm par les microARN fait partie
de ces régulations post-transcriptionnelles par les ARNnc.

1.2.1 Les microARN : découverte et identi�cation

Découverte des microARN chez les animaux

La première description d'un microARN remonte à 1993 avec la découverte chez
Caenorhabditis elegans d'un petit ARN issus du gène lin-4 qui est complémentaire de
séquences répétées dans le 3'UTR de l'ARNm du gène lin-14 [7, 8, 9]. Lee et al. et
Wightman et al. observent que lin-4 est nécessaire à la transition entre les stades L1
et L2 du développement larvaire [7, 8]. L'inactivation de lin-14 produit un phénotype
opposé à la perte de lin-4 ; les auteurs en déduisent que lin-4 régule négativement l'ex-
pression de lin-14 [9]. Plus tard en 2000, Reinhart et al. montrent qu'un ARN de 21
nucléotides, let-7, régule le développement chez C. elegans [10] dont la séquence a été
trouvée comme étant conservée chez plusieurs espèces notamment chez Drosophila me-
lanogaster et l'humain [11]. La dénomination � microARN � a été donnée en 2001 dans
trois publications par Lagos-Quintana et al., Lau et al. et Lee et Ambros [12, 13, 14].
Aujourd'hui, on sait qu'un microARN mature (fonctionnel) se présente généralement
comme un ARN simple-brin d'environ 22 nucléotides. La chaîne de réaction permettant
de passer d'un gène de microARN à un microARN mature est schématisée Figure 1.3.
Ce microARN mature est issu de la transcription de son gène en un pri-microARN, long
ARN. Ce pri-microARN possède une ou plusieurs structures en tige-boucle qui sont en-
suite clivées pour former des pré-microARN. La boucle d'un pré-microARN est ensuite
clivée pour former un ARN double-brin à partir duquel le microARN mature est libéré
et intégré à un complexe nucléoprotéique appelé RISC. La structure en tige-boucle des
di�érents précurseurs est très conservée car elle est nécessaire à la reconnaissance et la
maturation de ces précurseurs. La biosynthèse des microARN est décrite plus en détail
ci-dessous partie 1.2.3. La fonction d'inhibition des microARN matures est principa-
lement portée par ce que l'on appelle la graine du microARN mature, classiquement
dé�nie comme les six nucléotides situés entre les positions 2 et 7 incluses, qui est complé-
mentaire d'une zone de son/ses ARNm cible(s), préférentiellement située à l'extrémité
3'UTR de l'ARNm. Cette reconnaissance aboutit dans certains cas à une diminution
ou un arrêt de la traduction de la protéine de l'ARNm reconnu et à une baisse de sa
stabilité. Les microARN sont donc des régulateurs post-transcriptionnels des gènes.

En 2009, dans sa revue sur les microARN [16], Bartel stipule qu'il peut s'avérer dif-
�cile de trouver des fonctions biologiques qui ne sont pas in�uencées par les microARN.
Depuis cette date, l'implication des microARN chez de nombreuses espèces et dans de
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Fig. 1.3 � Voie de biosynthèse des microARN. Figure adaptée de IAGC [15].

nombreux processus biologiques a été mise en évidence. Chez les insectes, des fonctions
comme le vieillissement, la régulation de l'insuline, la croissance cellulaire ou encore la
reproduction sont soumis au contrôle de microARN [17]. Les microARN ont aussi un
rôle dans de nombreuses maladies. miR2Disease est une base de données qui regroupe
un ensemble de microARN impliqué dans di�érentes maladies [18].

Identi�cation des microARN par méthodes haut débit

Depuis la découverte des premiers microARN lin-4 et let-7 (qui à cette époque
n'étaient pas encore appelés � microARN �), de nombreux microARN ont été identi�és
grâce au développement du séquençage à haut débit. La base de données miRBase
[19, 20, 21, 22, 23] regroupe actuellement plus de 28.000 microARN pour 223 espèces
di�érentes (pour la version 21 de juin 2014 de miRBase). Par exemple, le génome humain
contient 2.588 microARN matures, 1.915 pour la souris, 434 pour C. elegans ou encore
427 pour Arabidopsis thaliana. La Figure 1.4 présente le nombre de microARN présent
dans miRBase ainsi que le nombre de publications contenant le mot � microRNA � dans
PubMed.

Les microARN étant codés par les génomes, plusieurs méthodes existent pour la
prédiction des gènes de microARN, soit in silico en utilisant le génome, soit en couplant
ces prédictions avec des données de séquençage de petits ARN. Parmi les critères utilisés
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par ces méthodes on peut citer la stabilité et la taille de la structure en tige-boucle
correspondant au pré-microARN ou la conservation des gènes de microARN chez des
espèces proches [24].

Fig. 1.4 � Nombre de microARN présent dans miRBase (en noir) et nombre de publi-
cations sur PubMed qui font référence au terme � microRNA � (en gris). Figure tirée
de Kozomara et Gri�ths-Jones [22].

1.2.2 Dynamique évolutive des gènes de microARN : apparition, du-
plication et conservation

Le nombre important de gènes de microARN par espèce ainsi que leur relative conser-
vation ont permis d'étudier leurs caractéristiques. Nozawa et al. en 2010 ont comparé les
microARN de 12 espèces de Drosophila [25]. À partir d'un catalogue de microARN ho-
mologues dé�ni sur D. melanogaster et d'un arbre phylogénétique sur ces 12 espèces, si
un microARN est présent chez deux espèces alors ils associent ce microARN à l'ancêtre
commun de ces deux espèces. Ceci leur permet de dé�nir un � âge � d'apparition pour
chaque microARN, même si il y a un fort biais induit par le fait que le catalogue des
microARN initial n'est fait qu'à partir de D. melanogaster . Ils ont pu observer qu'en-
viron 50 % de l'apparition de nouveaux microARN se déroulait préférentiellement dans
des régions introniques de gènes codants pour des protéines. Une des explications de
l'apparition préférentielle des gènes de microARN dans des introns est que le nouveau
gène de microARN est co-transcrit avec le gène codant pour une protéine et ne nécessite
donc pas la présence d'un promoteur propre au gène de microARN. L'apparition de ces
gènes de microARN se ferait aussi dans des régions intergéniques (∼25 %). Dans une
moindre mesure (∼10 %), l'apparition de nouveaux gènes de microARN peut aussi se
faire par la duplication de gènes de microARN existants. Les auteurs montrent aussi
que ∼30 % des nouveaux gènes au sein des clusters de microARN sont obtenus par des
duplications en tandem. En comparant le taux de mutations des microARN récents et



12 Introduction

anciens, les auteurs ont montré que les microARN les plus anciens possédaient un taux
de mutation beaucoup plus bas que les microARN nouvellement apparus et que ce taux
était d'ailleurs plus faible dans la région de la graine du microARN mature. Cela sug-
gère que les microARN ont gardé leurs fonctions au cours de l'évolution. À partir de ces
observations, ils émettent l'hypothèse que lors de l'apparition de nouveaux microARN,
nombre d'entre eux ne sont pas fonctionnels et disparaissent. Cependant si le nouveau
gène possède une fonction alors il se �xe et est conservé. En conclusion, il semble ad-
mis que la dynamique de création et disparition des gènes de microARN puisse être
très forte, avec des turn-over peut-être plus importants que pour les gènes codant des
ARNm. Cependant, l'existence de microARN conservés dans l'arbre du vivant (comme
let7) montre que certains gènes peuvent être très stables. En�n, une conservation de
séquence ne signi�e pas une conservation de fonction : un microARN muté sur la graine
peut reconnaître de nouvelles cibles [26].

1.2.3 Voie de biosynthèse des microARN

La transcription et la maturation des gènes de microARN intergéniques chez les in-
sectes se fait en quatre étapes [17] qui sont illustrées Figure 1.3. Les gènes des microARN
sont tout d'abord transcrits par le complexe ARN polymérase II en pri-microARN [27],
brin d'ARN pouvant faire une taille de plusieurs centaines de nucléotides contenant
une structure en tige-boucle d'environ 70 nucléotides et dont la tige constitue les fu-
turs microARN matures (potentiellement fonctionnels). Ce pri-microARN est ensuite
reconnu dans le noyau par un complexe protéique appelé le complexe microprocesseur
qui contient deux protéines particulières : Drosha - une ARNase III - et Pasha - une
protéine se �xant sur de l'ARN double brin (remplacé par DiGeorge Syndrome Critical
Region 8, DGCR8 chez les mammifères et Caenorhabditis elegans). Ce complexe pro-
téique va cliver les régions situées autour de la structure en tige-boucle pour former le
pré-microARN : une tige-boucle où la tige fait environ 30 nucléotides pour un brin et
possède en 3' deux nucléotides non appariés. Il est à noter que le pri-microARN peut
contenir plus d'un gène de microARN [28] ; on parle dans ce cas de pri-microARN po-
lycistronique et chacune des tiges-boucles du pri-microARN polycistronique (les gènes
de microARN) formeront un pré-microARN unique après clivage de ces structures par
le complexe microprocesseur. Une fois le pré-microARN obtenu, il est transporté du
noyau vers le cytosol par l'Exportin-5, une protéine se �xant à l'ARN double brins et
RanGTP dépendante [29].

Une fois dans le cytosol, le pré-microARN est pris en charge par un autre complexe
protéique constitué de Dicer-1 (Dcr-1) - une ARNase III - et Loquacious. À noter que
chez les insectes Dcr existe en deux copies : Dcr-1 est spéci�que à la maturation des
microARN et Dcr-2 spéci�que à la maturation des pARNi, petits ARN interférents (en
anglais : small interfering RNA, siRNA). Après que le complexe a pris en charge le pré-
microARN, la boucle est clivée par Dcr-1 pour former le duplexe ARN double brins,
le reste de la tige, où chaque brin possède une taille approximative de 22 nucléotides.
Ce complexe contient les deux microARN matures potentiellement fonctionnels. Il est
à noter que l'in�uence d'autres protéines a été mise en évidence dans ces di�érents
processus de maturation [30, 31]. L'un de ces microARN matures est pris en charge
par le complexe protéique RISC (RNA induced silencing complex), complexe appelé
miRISC et principalement formé par des protéines de la famille Argonaute (Ago). Les
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protéines de la famille Ago peuvent être divisées en deux sous catégories : Ago et Piwi
où la sous-catégorie Ago contient les protéines Ago-1 et Ago-2 qui font partie du com-
plexe miRISC. La sous-famille Piwi regroupe des protéines principalement exprimées
dans les cellules germinales et qui prennent en charge d'autres petits ARN, les ARNpi
(piRNA) [32]. Le chargement de l'un des deux microARN mature dans le complexe
Ago-1/miRISC ou Ago-2/miRISC dépend de certaines caractéristiques du duplex ARN
double brins [33]. À l'origine, ces deux microARN étaient appelés microARN mature
pour le microARN fonctionnel et microARN* pour le second microARN, qui lui n'était
pas considéré comme fonctionnel. Néanmoins, des preuves suggèrent que ces deux mi-
croARN matures peuvent être fonctionnels [34, 35]. Il a donc été décidé de considérer
les deux brins de la tige comme des microARN matures potentiellement fonctionnels et
de les nommer 5p et 3p selon leur position sur le pré-microARN, notation e�ective dans
les dernières version de miRBase [23].

Les gènes de microARN peuvent être localisés dans des régions intergéniques mais
aussi dans des gènes codant des ARNm. Dans ce manuscrit, on appellera � ARNm hôte �
ou � gène hôte � des ARNm ou gènes contenant un ou plusieurs gènes de microARN.
Parmi les microARN intragéniques, on peut di�érencier les gènes exoniques et les gènes
introniques. Il a été montré que les gènes de microARN au sein d'introns des gènes
codant pour des protéines étaient eux aussi exprimés [36]. L'épissage de ces microARN
peut se faire de plusieurs façons. Soit l'intron du � gène hôte �, relâché après épissage,
forme un pri-microARN pris en charge par le complexe Drosha/Pasha pour former le
pré-microARN [37]. Soit l'intron fait la taille du pré-microARN et il peut dans ce cas
être directement exporté dans le cytosol sans nécessiter l'intervention d'épissage ou
du complexe Drosha/Pasha. Ce type de gènes de microARN introniques sont appelés
mirtrons [38]. À noter que des gènes de microARN ont aussi été détectés dans de longs
ARN non codants (lARNnc) [36].

1.2.4 Mode d'action des microARN : comment ciblent-ils et régulent-
ils les ARNm

Une fois le complexe miRISC obtenu, le microARN mature va servir de � guide �
au complexe miRISC pour sa �xation sur l'ARNm cible à l'aide d'une complémenta-
rité partielle entre ce microARN mature et l'ARNm. La �xation du complexe se fait
préférentiellement sur le 3'UTR des ARNm même si d'autres sites de �xation ont été
identi�és dans les 5'UTR ou dans les cadres ouverts de lecture [17]. La �xation préfé-
rentielle de miRISC sur le 3'UTR peut s'expliquer par le fait que si le complexe se �xe
dans le 5'UTR ou le cadre ouvert de lecture, le ribosome et les autres complexes impli-
qués dans la traduction risquent de déplacer/détacher le miRISC de l'ARNm [16]. La
�xation du miRISC peut avoir di�érents e�ets sur l'ARNm : soit inhiber sa traduction,
soit induire sa dégradation, soit les deux.

Inhibition de la traduction

Il a été montré chez l'humain que l'inhibition de la traduction par miRISC pouvait
se faire à l'aide de Ago-2. Un domaine protéique chez l'Ago-2 humaine a été trouvé qui
permettrait sa �xation sur la coi�e m7G (7-methyl guanosine) sur le côté 5' des ARNm
et ainsi empêcher la �xation de elF4E, protéine permettant d'initier la traduction en
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recrutant le ribosome [39]. Ce motif a été aussi retrouvé chez la protéine Ago-1 de
Drosophila melanogaster ainsi que chez les Ago des chordés et Caenorhabditis elegans
[39]. Ce domaine, non présent chez les protéines de la sous-famille Piwi, serait donc l'un
des modes d'inhibition de la traduction de l'ARNm par Ago/miRISC.

Dégradation de l'ARNm

Contrairement aux plantes, très peu de microARN induisent la dégradation de leurs
ARNm cibles par clivage de ces derniers chez les animaux. Chez les animaux, et donc les
insectes, la dégradation de l'ARNm se fait préférentiellement par leur déstabilisation. Il
a été montré chez plusieurs organismes dont D. melanogaster que cette déstabilisation
est induite par le complexe formé de la protéine Ago-1 du miRISC et du recrutement
potentiel de GW182. Ce nouveau complexe va à son tour potentiellement recruter deux
complexes protéiques : CCR4/NOT et DCP1/DCP2, respectivement un complexe de
déadénylation de la queue poly(A) et un complexe de décoi�age de l'ARNm. Le perte
partielle de sa queue et de sa coi�e va déstabiliser l'ARNm ce qui va induire sa dégra-
dation [40].

Inhibition et dégradation

Il a été montré que l'inhibition de la traduction et la déstabilisation de l'ARNm
induite par la �xation du miRISC peuvent être conjointes et que la baisse du niveau de
traduction de l'ARNm est antérieure à sa dégradation [41]. L'e�et �nal de la �xation
d'un microARN sur une cible d'ARNm est � quel que soit le mécanisme � une diminution
de la traduction de l'ARNm cible. Cette e�et est combinatoire puisque d'une part un
microARN peut se �xer sur plusieurs cibles di�érentes et d'autre part un ARNm peut
être cible de plusieurs microARN. En�n, un ou plusieurs microARN matures peuvent
se �xer plusieurs fois sur le même ARNm, intensi�ant son e�et biologique si les sites de
�xation sont à une distance permettant la coopération entre ces sites (entre 15 et 35
nucléotides) [42, 16].

L'émergence d'un nouveau paradigme : la répression des microARN par les
ARNm

Le paradigme classique sur les microARN est qu'ils régulent fonctionnellement un
ensemble d'ARNm en diminuant leur traduction/stabilité. Depuis quelques années, il
a été observé que les microARN pouvaient eux-mêmes être régulés par des ARN non
codants (ARNnc) comme de longs ARN non codants (lARNnc), des pseudogènes ou
encore des ARN circulaires (ARNcirc) [43, 44]. Ces observations ont mené à un nouveau
paradigme : les microARN ne posséderaient qu'un ensemble très restreint de � cibles �
fonctionnelles. Les autres cibles des microARN auraient pour fonction de limiter la
�xation de microARN sur les véritables cibles. Ainsi, beaucoup des microARN seraient
en réalité � titrés � par des ARNm ou d'autres ARNnc pour les empêcher d'être actifs
sur des cibles réelles. Ces � fausses � cibles joueraient le rôle � d'éponges � à microARN
[45]. Cette compétition entre microARN, ARNm, pseudogènes et lARNnc endogènes
a été uni�ée par une hypothèse globale appelée � compétition entre ARN endogènes �
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(cARNe) ou en anglais : competing endogenous RNA (ceRNA) en 2011 par Salmena et
al. [46].

1.2.5 Prédiction des cibles des microARN : identi�cation des cibles
et paradoxe entre le nombre élevé de prédictions et le nombre
restreint d'interactions identi�ées

Depuis l'identi�cation des microARN, de leur implication dans di�érentes fonctions
biologiques et de leurs modes d'actions sur les ARNm, un grand nombre de méthodes
ont été développées a�n de prédire les sites de �xation des microARN au sein des ARNm
[47, 48, 49]. Cette sous-partie décrit de façon globale les critères utilisés par di�érentes
méthodes de prédiction de sites de �xation de microARN matures sur les ARNm, et
plus particulièrement leur 3'UTR. La liste ainsi que la description des méthodes ne
sont pas exhaustives. De nombreux articles de synthèse décrivent et/ou comparent les
di�érentes méthodes existantes et on pousse à se référer notamment à [47, 48, 49] pour
une introduction plus approfondie.

Conservation des sites de �xation

Les sites de �xation des microARN matures sur les ARNm sont souvent conser-
vés [16]. Cette conservation serait à la base de la conservation de la fonction des mi-
croARN puisque une perte du site de �xation entraîne une perte de l'interaction et par
conséquent, une perte de fonction qui, si elle est adaptative, diminuerait la �tness de
l'individu. Pour cette raison, de nombreuses études et programmes de prédiction d'inter-
actions soit ne prédisent que les interactions où les sites de �xation sont conservés chez
des espèces proches, soit permettent de le faire. Néanmoins, l'apparition de nouveaux
sites de �xation n'est pas à exclure et certains de ces sites ont été montrés comme étant
fonctionnels [50, 16]. De plus, lorsque que l'on étudie un caractère chez une espèce qui
n'est pas partagé par d'autres, exclure ces sites de �xation non conservés qui sont donc
spéci�ques d'une espèce peut exclure des interactions qui seraient justement impliquées
dans le caractère étudié.

Critères pour la prédiction de sites de �xation

La plupart des méthodes utilisent les critères suivants :
� La complémentarité entre le microARN mature et le 3'UTR de l'ARNm ;
� La force du duplexe formé entre le microARN mature et le site de �xation ;
� L'accessibilité du site de �xation.
Concernant la complémentarité entre le microARN mature et le 3'UTR de l'ARNm,

les méthodes (par exemple TargetScan [51]) ne considèrent généralement que les couples
microARN/ARNm pour lesquels il existe une complémentarité parfaite ou quasi parfaite
entre la graine du microARN mature et certains types de sites de �xation (voir Figure
1.5) [16]. Même si certaines interactions existent entre des microARN matures et des
ARNm où la complémentarité entre la graine et le 3'UTR n'est pas parfaite, réduire
les prédictions à celles possédant ce type de complémentarité permet de réduire le taux
de fausses prédictions. Pour la force du duplexe entre microARN mature et 3'UTR,
l'énergie libre de la liaison, ou le changement d'énergie libre, est calculée pour dé�nir la
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stabilité de l'interaction [49]. En e�et, le 3'UTR adoptant une conformation secondaire
et tertiaire, le site de �xation peut être inclus dans une structure et donc ne pas être
accessible pour la �xation du complexe. L'énergie nécessaire pour � ouvrir � cette partie
du 3'UTR est donc importante dans l'accessibilité du site. Les critères d'accessibilité
du site peuvent être très di�érents entre les méthodes. Certaines méthodes calculent
l'énergie nécessaire pour rendre le site de �xation du 3'UTR de l'ARNm accessible au
complexe miRISC comme la méthode PITA [52]. La méthode TargetScan [51] calcule
le pourcentage en A/U autour du site de �xation. Les liaisons A/U étant plus faibles
que les liaisons G/C, un pourcentage élevé en A/U autour du site de �xation facilitera
la �xation du complexe miRISC. En plus de ces di�érents critères, certaines méthodes
comme miRanda-mirSVR [53], DIANA-microT-CDS [54, 55], SVMicrO [56] utilisent
l'apprentissage supervisé a�n d'aider à la prédiction des sites de �xation. Les données
d'apprentissage utilisées sont généralement des données d'expressions de microARN
matures et d'ARNm. Un autre critère qui est utilisé par la majorité des méthodes est
la conservation des sites de �xation chez des espèces proches a�n de ne prédire que des
sites fonctionnels et de réduire le nombre de faux positifs prédits.

Fig. 1.5 � Les di�érents sites de �xation considérés comme canoniques par la méthode
TargetScan. Une complémentarité parfaite des nucléotides deux à sept du microARN
mature sur le 3'UTR de l'ARNm ainsi que : soit une complémentarité supplémentaire
du huitième nucléotide du microARN mature (7mer-m8), soit une adénosine en aval du
site de �xation sur le 3'UTR (7mer-A1), soit ces deux critères (8mer). Image adaptée
de Grimson et al. [51].

Sur l'ensemble des méthodes développées et publiées permettant de prédire ces sites
de �xation, certaines comme miRanda-mirSVR ou DIANA-microT-CDS ne sont uni-
quement accessibles que sous forme de base de données de prédiction chez l'humain, la
souris ou encore la mouche et restent donc d'emploi limité sur des espèces non modèles.
Des méthodes comme miRanda [57], PITA ou TargetScan peuvent elles être utilisées
sur des données personnelles.

Un nombre élevé de fausses prédictions

Du fait de la taille réduite chez les animaux de la région d'interaction (la graine),
les prédictions réalisées peuvent comprendre un grand nombre de faux positifs. Witkos
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et al. en 2011 [47] ont publié une comparaison de di�érentes méthodes de prédiction de
sites de �xation qui étaient disponibles à cette date. Leur étude comprend les méthodes
miRanda, TargetScan, TargetScanS (une version antérieure à TargetScan) [58], DIANA-
microT (une ancienne version de DIANA-microT-CDS) [59], PicTar (l'une des premières
méthodes de prédiction) [60, 61], PITA et rna22 [62]. L'ensemble de ces méthodes a été
comparé par Witkos et al. sur la base de trois jeux de données précédemment publiés :
un premier par Sethupathy et al. [63] où les prédictions des méthodes sont comparées
à des cibles validées expérimentalement chez les mammifères issues de TarBase [64] ;
un deuxième par Beak et al. [65] où ils quanti�ent à l'aide de spectrométrie de masse
la quantité de protéine en fonction de la sur-expression ou de l'inhibition de mir-223
chez la souris ; un troisième jeu par Alexiou et al. [66] où la quantité de protéines est
évaluée en fonction de l'expression de cinq microARN. Sur la première étude, miRanda,
TargetScanS et PicTar obtiennent la meilleure sensibilité avec 49 % pour miRanda et
48 % pour les deux autres. TargetScan obtient 21 % et DIANA-microT 10%. PITA et
rna22 n'ont pas de sensibilité associée. La faible sensibilité de TargetScan et DIANA-
microT pourrait être expliquée par le fait que ces méthodes sont plus strictes mais
comme le calcul de la précision n'est pas donnée, il est di�cile de conclure. Pour la
seconde étude, pour toutes les méthodes exceptées TargetScanS et DIANA-microT, le
changement moyen en quantité de protéine pour les cibles prédites est donné. TargetS-
can et PicTar obtiennent les meilleures valeurs. Pour la dernière étude, TargetScan,
TargetScanS, PicTar et DIANA-microT possèdent les meilleurs précisions, entre 48 %
et 51 % avec TargetScan qui possède le plus fort pourcentage. MiRanda, PITA et rna22
possèdent de plus faibles précisions, entre 24 % et 29 %. Pour la sensibilité, miRanda
possède le pourcentage le plus élevé, avec 20 % alors que les autres méthodes possèdent
des pourcentages autour de 10 %. Sur la dernière étude, TargetScan possède à la fois
la meilleure précision et à la fois la sensibilité la plus élevée après miRanda avec un
pourcentage de 12 %.

Les résultats obtenus par les méthodes de prédiction peuvent parfois être véri�és par
des tests de �xation. Par exemple, un ou plusieurs microARN matures sont transfectés
dans des cellules et l'expression de cibles prédites peut être suivie au niveau de l'ARNm
ou de la protéine codée. Ces approches permettent notamment de régler les paramètres
des méthodes de prédiction en termes de sensibilité et de précision. Ce test biologique
n'est cependant pas parfait car il ne prend pas en compte la complexité des interac-
tions biologiques dans les cellules, notamment le fait que plusieurs ARNm peuvent être
cibles d'un même microARN, ou que les microARN peuvent eux-mêmes être régulés
transcriptionnellement, notamment par des facteurs de transcription [57, 67, 68].

1.2.6 Donner du sens biologique aux prédictions : l'analyse de mo-
dules d'interactions microARN/ARNm

Les microARN et leurs cibles forment un réseau d'interactions entre microARN ma-
tures et ARNm (réseau d'interaction microARN/ARNm). Suivant la question biologique
à laquelle on cherche à répondre, l'espèce étudiée ou encore les données disponibles, la
taille du réseau peut varier de quelques microARN, ARNm et interactions à des dizaines
de microARN et des centaines ou milliers d'ARNm et d'interactions.

A�n de donner des élements de caractérisation du réseau, il est possible de réali-
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ser un enrichissement fonctionnel sur les cibles de chacun des microARN matures. Il
s'agit de tester statistiquement si les ARNm qui sont ciblés par un microARN matures
sont impliqués préférentiellement dans des fonctions biologiques par rapport aux autres
ARNm de l'espèce considérée. Néanmoins, ce type d'analyse ne prend pas en compte
les groupes d'interactions impliquant plusieurs microARN matures et/ou ARNm dans
les réseaux, c'est-à-dire les modules d'interaction.

Liu et al. [69] dé�nissent les modules d'interaction comme un ou plusieurs sous-
réseaux issus du réseau d'interactions initial dans lesquels les microARN matures, les
ARNm et/ou les interactions respectent certaines contraintes. Par exemple, l'extraction
de modules où l'ensemble des microARN matures et leurs cibles sont anti-corrélés ou
encore des modules où tous les microARN ciblent tous les ARNm (une biclique). Les
méthodes permettant l'extraction de modules utilisent principalement les interactions
microARN/ARNm prédites ou validées expérimentalement ainsi que des jeux de données
d'expression pour ces microARN matures et ARNm. Certaines méthodes se basent aussi
sur d'autres jeux de données hétérogènes.

Nous pouvons notamment citer une méthode développée par Bryan et al. [70] qui
utilise à la fois le réseau d'interactions, les corrélations d'expressions entre microARN
matures et ARNm et l'annotation fonctionnelle des ARNm. Cette méthode intègre au
sein d'une même matrice les interactions et les valeurs des corrélations. Cette matrice,
où les ARNm sont représentés en ligne et les microARN en colonne, est créée de la façon
suivante :

� Si la corrélation est négative et qu'il y a une interaction, alors la valeur de corré-
lation est gardée (une inhibition directe) ;

� Si la corrélation est positive et qu'il n'y a pas d'interaction, alors la valeur de
corrélation est gardée (une activation indirecte) ;

� Pour tout les autres cas, la valeur est de zéro.
Une fois cette matrice obtenue, une recherche de biclique est faite sur cette matrice et un
enrichissement fonctionnel est e�ectué pour chacune des bicliques. Les auteurs proposent
ensuite de visualiser à l'aide du logiciel miRMAP les bicliques et les enrichissements
fonctionnels (exemple Figure 1.6).

La recherche de modules au sein des réseaux d'interactions microARN/ARNm avec
l'intégration d'information supplémentaire permet de caractériser ces réseaux d'un point
de vue fonctionnel en isolant des microARN et des ARNm qui sont clés dans les processus
étudiés.
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Fig. 1.6 � Exemple de visualisation de modules d'interaction par miRMAP obtenus
sur un jeu de données issus de cellules immunitaires humaines. Chaque cercle représente
une biclique du réseau d'interaction et les bicliques sont projetées sur un espace à deux
dimensions à l'aide de multidimensional scaling (MDS). La couleur et la taille des cercles
représente respectivement l'annotation Gene Ontology la plus signi�cative ainsi que sa
taille pour chacune des bicliques. Image tirée de Bryan et al. [70].
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1.3 Les pucerons : un exemple de plasticité phénotypique

1.3.1 Description

Les pucerons appartiennent à l'ordre des Hémiptères et regroupent environ 4000
espèces di�érentes. Ce sont des insectes piqueurs-suceurs se nourrissant exclusivement
du phloème des plantes, sève élaborée synthétisée lors de la photosynthèse et circulant
dans les vaisseaux phloémiens conducteurs des tiges et nervures. Cette sève est très
riche en sucre (saccharose) et acides aminés. Cependant, elle est carencée en certains
acides aminés essentiels comme la phénylalanine. Au cours de l'évolution, les pucerons
se sont adaptés à cette carence en développant une symbiose avec la bactérie Buchnera
aphidicola, localisée dans des cellules particulières (les bactériocytes) dans l'abdomen
des insectes, et permettant des échanges métaboliques entre ces deux partenaires de la
symbiose. Les pucerons atteignent la sève phloémienne en insérant leurs pièces buccales
spécialisées (les stylets) au travers des tissus végétaux environnants tels que l'épiderme
ou les di�érents parenchymes. Les pucerons sont donc des insectes qui a�aiblissent
leur plante hôte en détournant des sources nutritives, et en créant des blessures sur
les tissus végétaux. La sève phloémienne est également le siège de la circulation de
virus de plantes qui se servent de ce �uide pour di�user dans les di�érentes parties
de la plante. Les pucerons peuvent ainsi absorber des virus de plantes circulant et les
transmettre à des plantes saines lors de leurs di�érents repas. Les pucerons sont donc
des vecteurs de maladies virales chez les plantes. Ainsi, les pucerons sont des ravageurs
des cultures chez les plantes cultivées. Le contrôle des dégâts causés par les pucerons
se fait essentiellement par l'application d'insecticides, voire par contrôle biologique en
condition con�née comme des cultures sous abris (serres).

Femelle parthénogénétique vivipare Femelle et mâle sexués

Fig. 1.7 � Photos de trois morphes du puceron du pois. À gauche une femelle parthé-
nogénétique vivipare qui met bas à une larve. À droite l'accouplement d'une femelle et
d'un mâle sexués. Crédit photo : Bernard Chaubet.

La réussite des pucerons à coloniser les cultures est due à di�érents traits biolo-
giques adaptatifs, dont un mode de reproduction e�cace (la parthénogenèse) et une
plasticité phénotypique leur permettant de s'adapter rapidement à des changements
des environnements locaux comme lors de l'alternance des saisons.

La plasticité phénotypique est la capacité d'un organisme à s'adapter à un e�et
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environnemental par la modi�cation de son phénotype. Le polyphénisme est un cas
particulier de la plasticité phénotypique où il y a peu de phénotypes mais qui sont très
di�érenciés [5]. Le puceron est un modèle pour l'étude du polyphénisme. En e�et, on
observe chez cette espèce deux types de polyphénisme : un polyphénisme de dispersion
pour lequel deux morphes adultes co-existent : ailés ou aptères, et un polyphénisme
de reproduction pour lequel di�érents morphes sont produits soit sexués (femelles ou
mâles), soit clonaux (femelles) : dans ce cas, c'est la succession des saisons qui gouverne
l'apparition de ces di�érents morphes.

1.3.2 Le polyphénisme de reproduction du puceron

Les pucerons possèdent deux modes de reproduction, asexué et sexué avec soit des
femelles parthénogénétiques vivipares (mode asexué), soit des femelles ovipares et des
mâles (mode sexué). Le mode de reproduction principal des pucerons est la reproduction
clonale asexuée par des femelles parthénogénétiques vivipares (à gauche Figure 1.7) :
elles donnent naissance à une descendance constituée uniquement d'individus femelles
qui sont génétiquement identiques entre elles et à leur mère (elles sont donc également à
reproduction clonale). Ces femelles sont appelées virginopares. Cette viviparité est liée au
développement d'embryons dans l'abdomen de la mère : les embryons les plus développés
possèdent déjà leurs ovaires et les premiers embryons de la génération suivante : c'est
le � télescopage � des générations. Chaque femelle clonale possède environ 80 embryons
en cours de développement qui naîtront au rythme d'environ 6 par jour. Après 15
jours, ces larves seront chacune adultes et pourront à leur tour donner naissance à 80
descendants. Ce mode de reproduction permet donc un taux de natalité très élevé ce
qui explique la capacité de ces insectes à coloniser leurs plantes hôtes et donc à créer des
dégâts importants. Ce mode de reproduction permet d'avoir des populations où chaque
individu est identique génétiquement aux autres, des populations de clones. Cependant,
la viviparité chez les insectes n'est pas adaptative : privés de mécanismes de régulation
de la température corporelle, les insectes supportent mal les hivers rigoureux. Les ÷ufs
hivernant sont chez les insectes souvent des formes de résistance au froid. Chez les
pucerons, durant l'automne, la diminution de la durée du jour (photopériode) est perçue
par les femelles comme un signal qui va modi�er le développement de ses embryons :
ces derniers se développeront en futurs femelles parthénogénétiques vivipares sexupares
(en opposition avec virginopares) qui donneront à leur tour naissance à des individus
sexués, mâles ou femelles (à droite Figure 1.7). Ces femelles sexuées sont ovipares et
après fécondation, les ÷ufs sont pondus. Ils sont diapausants (arrêt du développement
pendant une certaine période) et n'écloront qu'au printemps suivant. Il s'agit donc d'un
cas typique de plasticité phénotypique avec un signal environnemental (la photopériode)
qui provoque des embryogenèses di�érentes aboutissant à des morphes di�érents et
adaptés aux conditions environnementales.

Depuis l'après-guerre, des études se sont succédées pour tenter de comprendre les
di�érentes étapes du polyphénisme de reproduction chez les pucerons [71]. La publi-
cation [71] en Annexe (6.2.2) reprend ces éléments. Ce mécanisme complexe peut être
subdivisé en 3 grandes étapes : la perception du signal photopériodique, sa transduction
depuis le système nerveux central jusqu'aux ovaires, et la morphogenèse des embryons.
La perception de la photopériode reste mal comprise et les récepteurs non identi�és.
La photopériode est perçue et intégrée en prenant en compte deux grands paramètres :
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÷uf

Perception de la diminution
de la photopériode

Printemps Été

AutomneHiver

Fig. 1.8 � Schéma du cycle de reproduction du puceron du pois. En rouge, les femelles
parthénogénétiques vivipares virginopares. En bleu, les femelles parthénogénétiques vi-
vipares sexupares. En noir, les femelles et mâles sexués.

la longueur de la phase nocturne (scotophase) qui doit dépasser un seuil pour déclen-
cher le polyphénisme, et le nombre consécutif de phases nocturnes seuillées (de l'ordre
d'une dizaine de phases). Ces paramètres sont spéci�ques aux di�érentes espèces, voire
aux di�érentes populations. La nature du compteur moléculaire intégrant le nombre de
phases nocturnes est inconnue. Plusieurs éléments de la chaîne de transduction du signal
photopériodique vers les ovaires (lieu de développement des embryons) ont été identi�és
comme l'importance des cellules neurosécrétrices dans le protocérébron (mais la nature
des sécrétions reste inconnue) [72] ou le rôle de la mélatonine, voire de l'insuline [73, 74].
Par contre, il a été clairement montré que les hormones juvéniles étaient nécessaires à
cette transduction du signal. Corbitt et Hardie en 1985 [75] ont montré que l'application
sur des pucerons femelles asexuées d'hormone juvénile permettait de contrecarrer l'e�et
de la photopériode. Pour cela ils ont utilisé un clone d'A. pisum, LD 12:12, où les fe-
melles sexupares de ce clone produisent des embryons sexués au début de la parturition
(mise à bas) et après le huitième jour des embryons asexués. Ils ont appliqué de l'hor-
mone juvénile sur l'abdomen de trois groupes di�érents de pucerons femelles sexupares :
au début de leur stade larvaire L4, à la �n de leur stade larvaire L4 et au début de leur
stade adulte. Ils ont pu observer que pour les trois groupes de pucerons, l'application de
l'hormone juvénile permettait d'induire la production d'embryons asexués dans les huit
premiers jours de la parturition. L'apparition de ces embryons étant plus précoce en
fonction du stade lors de l'application de l'hormone : plus le puceron femelle est jeune,
plus l'apparition d'embryons asexués est précoce.

Plus récemment, des travaux réalisés à l'IGEPP ont recherché les programmes géné-
tiques chez les embryons au moment de la sélection du mode de développement sexué ou
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asexué. Dans un premier temps, il a été montré que le dernier stade embryonnaire pou-
vant répondre aux changements environnementaux était le stade 17 (sur les 20 stades
décrits, Miura et al [76]) : du kinoprène (molécule analogue à l'hormone juvénile) a été
appliqué à la mère porteuse des embryons à son stade larvaire L4 lorsque le dernier em-
bryon le plus mature est au stade 17. Ces mères sont élevées en photopériode courte et
les embryons doivent donc se développer en futurs individus sexués. Or l'application du
kinoprène contrecarre l'e�et de la photopériode et ces embryons Stade 17 se développent
en femelles parthénogénétique. Par contre, si le kinoprène est appliqué plus tardivement
aux femelles, les embryons les plus matures (Stade 18 et au-delà) ne répondent plus au
kinoprène. La fenêtre de sensibilité a donc été dé�nie ainsi : le stade développemen-
tal 17 est le dernier pouvant modi�er son programme développemental en réponse à
la photopériode. Puis les stades suivants s'engagent dans le développement sexué ou
asexué. Nous avons donc accès à un système expérimental permettant de suivre les
modi�cations des programmes génétiques se mettant en place lors du polyphénisme de
reproduction, permettant de comparer les embryogenèses sexuées et asexuées dans di�é-
rents embryons. Le fait de travailler à condition photopériodique constante (jour court)
avec ou sans kinoprène permet de plus d'assurer un développement synchrone des deux
types d'embryons. Avec ce matériel, Gallot et al. ont, à l'aide de puces à ADN, comparé
l'expression des ARNm au cours du développement d'embryons synchrones soit sexués
et soit asexués [77]. Il a été montré que 33 gènes étaient di�érentiellement exprimés
entre les trois derniers stades de développement des embryons et ces ARNm sont poten-
tiellement impliqués dans quatre grands types de fonctions : l'ovogenèse (7 ARNm), les
régulations post-transcriptionnelles (5 ARNm), les régulations épigénétiques (4 ARNm)
et le cycle cellulaire (3 ARNm).

1.3.3 Le génome du puceron du pois : annotations et duplications

Ces dernières expérimentations ont été réalisées chez le puceron du pois qui est
devenu depuis près de 10 ans un modèle en biologie et génomique des pucerons. En 2010,
le séquençage du génome et une première annotation des gènes et transcrits d'A. pisum
ont été publiés [15] et la base de données AphidBase a été créée a�n d'avoir accès à la
plupart des ressources génomiques disponibles sur A. pisum [78]. Depuis, une seconde
annotation (2.1) des gènes a été e�ectuée (disponible sur Aphidbase). Le génome du
puceron du pois, constitué de quatre chromosomes, fait environ 540 mega base (Mb) et
le séquençage a permis d'assembler un peu plus de 20.000 � sca�olds �. Sur l'ensemble
de ce génome, 36.973 gènes et 36.990 transcrits ont été identi�és. Il a été observé que
parmi l'ensemble des gènes prédits, un grand nombre résultait de duplications : environ
2.000 familles de gènes dupliqués sont décrites [15] (où une famille de gènes est dé�nie
comme des gènes similaires et donc potentiellement de fonction biochimique proche).
Parmi les fonctions des familles dupliquées nous pouvons citer la modi�cation de la
chromatine, le transport des sucres ou encore la synthèse des microARN (discuté plus
bas). Par contre, certains gènes qui sont généralement conservés durant l'évolution sont
ici manquants, comme des gènes impliqués dans la réponse immunitaire de type IMD
ou certaines voies métaboliques.

Sept protéines sont impliquées dans la synthèse et la maturation des microARN :
Drosha et Pasha pour le passage de pri-microARN vers le pré-microARN, l'Exportine-5
pour le transport du pré-microARN du noyau vers le cytoplasme, Dicer-1 et Loqua-
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cious pour la maturation du pré-microARN en complexe ARN double brin et �nalement
Argonaute-1 qui fait partie du complexe RISC impliqué dans la répression induite par
les microARN matures. Sur les sept gènes codants pour ces protéines, quatre d'entre
eux sont dupliqués sur le génome : Pasha en quatre exemplaires et Dicer-1, Loquacious
et Argonaute-1 en deux exemplaires [79, 15]. Ces duplications ont été observées chez
d'autres espèces de puceron mais ne semblent pas être présentes chez d'autres metazoa
en dehors des pucerons [80]. Dans chaque cas, une des copies n'a pas évolué et reste très
similaire aux orthologues des autres insectes, et la seconde copie a fortement évolué,
avec des séquences éloignées des copies originales, et parfois des traces de sélection po-
sitive, évoquant l'acquisition potentielle d'une nouvelle fonction. De plus, l'expression
comparative entre les di�érents morphes de ces gènes montre que les copies originales
s'expriment de façon ubiquiste chez tous les morphes, alors que les copies divergentes ac-
quièrent des spéci�cités d'expression : par exemple, Dicer-1b (copie divergente de Dicer)
a un pro�l d'expression très marqué chez les femelles parthénogénétiques sexupares. Ces
observations indiquent une potentielle spécialisation de la machinerie des microARN,
et permettent de poser l'hypothèse que des régulations génétiques par des microARN
pourraient intervenir lors du polyphénisme de reproduction.

1.3.4 Les di�érents modes de reproduction et les microARN

Deux études précédentes ont étudié l'expression des microARN chez di�érents morphes
du mode de reproduction chez A. pisum. En 2010, Legeai et al. ont publié un premier
catalogue de microARN chez le puceron du pois [81]. Ce catalogue a été obtenu à
l'aide de séquençage haut débit de petits ARN chez trois types de morphes : des fe-
melles parthénogénétiques virginopares, des femelles parthénogénétiques sexupares et
des femelles ovipares. En plus de l'identi�cation de ce catalogue, l'expression dans les
di�érents morphes a été comparée. Cette étude a permis de mettre en évidence 17
microARN matures di�érentiellement exprimés entre les morphes avec notamment api-
let-7 et api-mir-100 qui sont sur-exprimés chez le morphe ovipare comparé aux morphes
virginopares et sexupares et qui sont impliqués dans la métamorphose et la réponse à
l'ecdysone, une hormone du développement chez les insectes. Le microARN api-mir-34
impliqué lui aussi dans la réponse à l'ecdysone et à l'hormone juvénile chez Droso-
phila melanogaster [82] est sur-exprimé chez le morphe sexupare comparé au morphe
virginopare. En 2011, Aurore Gallot a dans sa thèse étudié l'expression des microARN
lors du développement d'embryons synchrones sexués et asexués [83] sur le même mo-
dèle expérimental que celui des ARNm. Dans cette thèse, Gallot a montré que trois
microARN qui avaient déjà été observés comme di�érentiellement exprimés par Legeai
et al., api-mir-2a, api-mir-7 et api-mir-275, sont aussi di�érentiellement exprimés dans
son étude, au niveau des embryons. L'ensemble de ces résultats sur l'expression de mi-
croARN matures chez di�érents morphes du puceron du pois ou chez les embryons met
en valeur un rôle potentiel des microARN dans la détermination du mode de reproduc-
tion chez Acyrthosiphon pisum.
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1.4 L'analyse de concepts formels

L'analyse de concepts formels (ACF) est un formalisme introduit par Ganter et Wille
[84] qui permet de former des concepts en regroupant des objets en fonction de leurs
attributs. On part de deux ensembles, un ensemble d'objets et un ensemble d'attributs,
et d'une relation binaire entre ces objets et ces attributs (attributs associés à chaque
objet). Chaque concept sera dé�ni par son extension, l'ensemble d'objets sur lequel le
concept s'applique, et l'ensemble d'attributs qui caractérise le concept, son intension.
En plus de la formalisation des concepts, l'ACF permet d'ordonner partiellement les
concepts. Nous utilisons l'ACF pour l'analyse du réseau d'interactions.

1.4.1 L'analyse de concepts formels : notation et dé�nitions

Un contexte formel est un triplet K = (G,M, I) où G est un ensemble d'objets, M
un ensemble d'attributs et I ⊆ G ×M est une relation binaire entre les objets et les
attributs. L'opérateur (.)′ est dé�ni sur K pour A ⊆ G et B ⊆M comme :

A′ = {m ∈M |∀g ∈ A : gIm}; B′ = {g ∈ G|∀m ∈ B : gIm}.

A′ est donc l'ensemble d'attributs communs à tous les objets de A et B′ l'ensemble
d'objets communs à tous les attributs de B.

Un concept formel est une paire (A,B) dé�nie sur K avec A ⊆ G et B ⊆ M où
A = B′ et B = A′. A est appelé l'extension du concept et B l'intension du concept.
Dans la suite de la thèse, le mot concept sera utilisé pour faire référence aux concepts
formels.

Les concepts peuvent être ordonnés en se basant sur l'inclusion de leurs ensembles :
pour deux concepts (A,B) et (C,D), si A ⊂ C (réciproquement C ⊂ A) alors on note
(A,B) < (C,D) (réciproquement (C,D) > (A,B)). De plus, A ⊂ C implique D ⊂ B. Si
(A,B) < (C,D) et qu'il n'existe aucun concept formel (E,F ) tel que (A,B) < (E,F ) <
(C,D) alors on note que (A,B) ≺ (C,D) (réciproquement (C,D) � (A,B)).

La relation < génère un treillis de concepts noté B(K) sur le contexte K. L'ordre
≺ représente les arêtes du graphe couvrant B(K). Ces relations permettent de dé�nir
l'in�mum de deux concepts, c'est-à-dire la plus grande borne inférieure de deux concepts
et le supremum de deux concepts, la plus petite borne supérieure de deux concepts. Dans
la suite de la thèse, lorsqu'il sera fait référence au treillis de concepts il sera fait référence
au graphe couvrant B(K) généré par la relation ≺. Sur le treillis, on peut dé�nir un
concept maximum appelé top (>). L'extension de ce concept est l'ensemble G des objets
du contexte formel et son intension est l'ensemble éventuellement vide des attributs
possédés par l'ensemble des objets du contexte formel. Réciproquement on peut dé�nir
un concept minimum, le concept bottom (⊥). L'intension de ce concept est l'ensemble
M des attributs du contexte formel et son extension est l'ensemble éventuellement vide
des objets qui possèdent l'ensemble des attributs du contexte formel.

Le Tableau 1.1 présente un exemple de contexte formel et le treillis associé est
présenté Figure 1.9. Ce contexte contient quatre concepts : C1, C2, et les concepts > et
⊥.

Les concepts formels peuvent être vus comme des rectangles maximaux de 1 dans
la relation binaire modulo des permutations de lignes et/ou de colonnes. Des rectangles
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a1 a2 a3 a4

o1 1 1
o2 1 1
o3 1 1
o4 1 1
o5 1 1

Tableau 1.1 � Contexte formel Kex = (Gex,Mex, Iex) avec Gex = {o1, .., o5} l'ensemble
des objets et Mex = {a1, .., a4} l'ensemble des attributs. Les 1 représentent la relation
binaire Iex.

> = {o1, o2, o3, o4, o5} × ∅

C1 = {o1, o2, o3} × {a1, a2} C2 = {o4, o5} × {a3, a4}

⊥ = ∅ × {a1, a2, a3, a4}

Fig. 1.9 � Treillis de concepts B(Kex) du contexte formel Kex. Les concepts sont
présentés de la façon suivante : nom du concept = A×B avec A l'ensemble des objets
du concept et B l'ensemble des attributs du concept.

sont dit maximaux si l'on ne peut rajouter aucune colonne avec des 1 sur l'ensemble
des lignes et aucune ligne avec des 1 sur l'ensemble des colonnes. Sur l'exemple Tableau
1.1 on peut voir que les deux concepts formels C1 et C2 dé�nis Figure 1.9 sont en e�et
des rectangles maximaux.

1.4.2 Le graphe d'interactions entre microARN et ARNm : un graphe
biparti modélisable comme un contexte formel

Un graphe G = (N,E) est un ensemble de n÷uds N reliés par un ensemble E
d'arêtes. on peut le représenter par sa matrice d'adjacence. Pour un graphe G = (N,E)
simple, c'est-à-dire tel qu'il existe au maximum une seule arête entre deux n÷uds, la
matrice d'adjacence T du graphe est une matrice booléenne de dimension |N | × |N | où
la valeur de la case tij de la matrice d'adjacence T vaut :

tij =

{
1 si il y a une arête entre le n÷ud i et le n÷ud j dans E,

0 sinon.

Pour chaque n÷ud du graphe, le nombre d'arêtes qui sont reliées à lui est appelé le
degré du n÷ud.

Les graphes bipartis sont un cas particulier de graphe où il existe une partition de
l'ensemble des n÷uds en deux sous-ensembles distincts U et V tel que chaque arête de
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E relie un n÷ud de U à un n÷ud de V . On peut noter un graphe biparti de la façon sui-
vante : G = (U, V,E) a�n de distinguer les deux ensembles de n÷uds. Par exemple, un
réseau d'interactions entre des microARN matures et des ARNm est un graphe biparti
noté R = (µ,ARN, I) où les n÷uds de µ sont l'ensemble des microARN matures, les
n÷uds de ARN l'ensemble des ARNm et les arêtes I l'ensemble des interactions entre
les microARN matures issus de µ et les ARNm issus de ARN . En e�et, les seules inter-
actions qui existent dans ce réseau sont des interactions entre les microARN matures et
les ARNm, il n'existe aucune arête entre les microARN matures et aucune arête entre
les ARNm. Dans la suite de la thèse l'ensemble des microARN matures sera représenté
par les lignes de la matrice d'adjacence et l'ensemble des ARNm sera représenté par les
colonnes de la matrice d'adjacence.

La Figure 1.10 montre un graphe biparti Rex = (µex, ARNex, Iex) et sa matrice d'ad-
jacence Tex correspondante avec un ensemble d'interactions Iex entre un ensemble µex de
microARN matures et un ensemble ARNex d'ARNm. On peut voir que la matrice d'ad-
jacence Tex du graphe biparti Rex présentée Figure 1.10 est identique au contexte formel
Kex présenté Tableau 1.1. La matrice d'adjacence Tex peut donc être modélisée comme
un contexte formel où l'ensemble des objets correspond à l'un des deux ensembles de
n÷uds (ici l'ensemble µex des microARN matures), l'ensemble des attributs correspond
à l'autre ensemble de n÷uds (ici l'ensemble ARNex des ARNm) et la relation binaire
entre objets et attributs correspond à l'ensemble des arêtes du graphe (ici l'ensemble
Iex des interactions en microARN matures et ARNm).

En théorie des graphes, une clique est un sous-ensemble de n÷uds qui sont tous reliés
les uns aux autres par des arêtes. On dit d'une clique qu'elle est (de taille) maximale
si l'on ne peut ajouter aucun n÷ud à la clique pour former une clique plus grande. Les
bicliques sont des extensions de la notion de clique adaptées aux graphes bipartis : elles
sont formées de deux sous ensembles de n÷uds reliés entre eux. La biclique est (de taille)
maximale si on ne peut ajouter aucun n÷ud sans perdre cette propriété. Sur les matrices
d'adjacences de graphes bipartis, une biclique est représentée par un sous-ensemble de
lignes et un sous-ensemble de colonnes qui forment un rectangle de 1. Dans le cas des
bicliques maximales, ces rectangles sont eux aussi maximaux. De la même façon que les
matrices d'adjacences de graphes bipartis sont des contextes formels, les bicliques de
tailles maximales sont en faites des concepts formels.

1.4.3 L'analyse de concepts formels en bio-informatique

L'ACF est utilisée pour de nombreuses applications que ce soit en fouille de données,
fouille de texte, web sémantique ou encore en biologie. Concernant la biologie, des
méthodes ont été développées principalement sur des puces à ADN [85, 86, 87, 88].
D'autres méthodes utilisent aussi l'ACF pour compléter des réseaux de régulation de
gènes à l'aide de cinétiques d'expression [89] ou encore pour explorer des dépendances
temporelles sur des réseaux biologiques booléens [90]. Même si l'ACF peut s'apparenter
à du biclustering, elle a l'avantage de générer l'ensemble des regroupements possibles
basés sur le relation binaire entre objets et attributs et non pas comme la plupart des
méthodes de biclustering un seul partitionnement des données, cherchant à optimiser
une certaine fonction objectif. Ceci permet, par exemple, d'avoir des gènes/ARNm qui
appartiennent à plusieurs groupes, les concepts, dans le cas d'étude de puces à ADN,
ce qui n'est pas obtenu par du biclustering classique où chaque élément appartient à
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µ1

µ2

µ3

µ4

µ5

a1

a2

a3

a4

a1 a2 a3 a4

µ1 1 1
µ2 1 1
µ3 1 1
µ4 1 1
µ5 1 1

Fig. 1.10 � Exemple, à gauche, d'un graphe biparti Rex = (µex, ARNex, Iex) d'interac-
tions entre des microARN matures (µex = {µ1..5}) et des ARNm (ARNex = {a1..4}) et,
à droite, la matrice d'adjacence Tex associée.

un et un seul groupe. Ceci permet d'identi�er des éléments impliqués dans di�érents
processus, ce qui est la cas en biologie. En plus de ce chevauchement de concepts, leur
hiérarchisation par le treillis permet d'observer des ensembles qui seraient � génériques �,
comme par exemple des facteurs de transcription impliqués dans un grand nombre de
processus, et des ensembles qui seraient spéci�ques d'une condition, des facteurs de
transcription impliqués dans très peu de processus biologiques.
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1.5 L'Answer Set Programming

Dans la thèse, de nombreux codes ont été écrits en langage Answer Set Programming
(ASP) [91, 92] et utilisés à l'aide de la suite logicielle Potassco [93].

L'ASP est une forme de programmation logique par contraintes issu du domaine de
la représentation des connaissances et qui permet de résoudre un problème non pas en
décrivant la façon de le résoudre, l'algorithmique, mais en décrivant la spéci�cation
du problème à l'aide de déclarations logiques. Un moteur de résolution (solver) va
ensuite trouver l'ensemble des modèles qui satisfont le problème posé sans que l'on
ait à se préoccuper de la manière dont le solver va trouver ces modèles. En plus de
l'énumération de l'ensemble des modèles, certains solvers comme clasp [94] permettent
d'obtenir l'intersection de l'ensemble des modèles, leur union ou encore de trouver des
modèles maximaux ou minimaux suivant des critères dé�nis par l'utilisateur.

L'idée est de formuler la connaissance par des faits logiques puis de raisonner sur
ces faits logiques en dé�nissant des ensembles de règles et de contraintes.

Les règles sont de la forme : t :− c1,. . .,cn. où t est l'atome de la tête de la règle,
c1, . . . , cn les atomes du corps. Le sens d'une règle (sémantique) est que l'atome de tête
est nécessairement vrai si tous ceux du corps le sont.

Les contraintes sont de la forme : :− c1,. . ., cn. avec la sémantique qu'au moins un
des ci doit être faux. Sinon le modèle est faux. Un exemple d'un code ASP est donné
(Figure 1.11) qui renvoie la ou les plus grandes bicliques maximales du graphe biparti
présenté Figure 1.10.

Les atomes des lignes 2 à 6 représentent les faits, ici l'ensemble des interactions du
graphe. Les lignes 11 et 13 dé�nissent respectivement les microARN et les ARNm du
graphe à partir des interactions : si un élément est dans une interaction alors c'est un
n÷ud du graphe. La ligne 16 permet de choisir les microARN du graphe appartenant
à la biclique où cMicro(X) est vrai si X a été choisi. L'expression :micro(X) permet de
dé�nir le domaine sur lequel cMicro(X) est dé�ni. La ligne 17 dé�nit la même chose mais
pour les ARNm. La ligne 23 dé�nit les microARN impossible, c'est-à-dire les microARN
qui ne peuvent pas faire partie de la biclique car ils ne possèdent pas d'interaction pour
au moins un ARNm choisi. La ligne 24 dé�nit la même chose pour les ARNm. La ligne
28 est la contrainte sur les interactions au sein de la biclique : le modèle est rejeté
si on a choisi le microARN X et l'ARNm Y et qu'il n'y a pas d'interaction entre X
et Y. La ligne 34 est la contrainte sur la maximalité de la biclique : le modèle est
faux si un microARN possède une interaction avec tous les ARNm de la biclique mais
n'en fait pas partie. La ligne 35 est la même contrainte sur les ARNm. Finalement,
la ligne 39 permet d'obtenir la ou les plus grandes bicliques maximales : les modèles
qui maximisent le nombre de microARN et d'ARNm choisis. À noter que pour avoir
l'ensemble des bicliques maximales, et non plus uniquement celles de plus grandes tailles,
il su�t d'enlever la ligne 39.
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1 % Dé f i n i t i o n des f a i t s : l e s i n t e r a c t i o n s du r é seau
2 i n t e r ("mu1" ," a1 " ) . i n t e r ("mu1" ," a2 " ) .
3 i n t e r ("mu2" ," a1 " ) . i n t e r ("mu2" ," a2 " ) .
4 i n t e r ("mu3" ," a1 " ) . i n t e r ("mu3" ," a2 " ) .
5 i n t e r ("mu4" ," a3 " ) . i n t e r ("mu4" ," a4 " ) .
6 i n t e r ("mu5" ," a3 " ) . i n t e r ("mu5" ," a4 " ) .
7
8 % X es t un microARN ou un ARNm du r é seau
9 % s i i l e s t dans une i n t e r a c t i o n
10 % Pour l e s microARN
11 micro (X) :− i n t e r (X,_) .
12 % Pour l e s ARNm
13 arn (X) :− i n t e r (_,X) .
14
15 % On c h o i s i t au moins 1 é l ément dans chacun des ensembles
16 1{ cMicro (X) : micro (X) } .
17 1{cArn (X) : arn (X) } .
18
19 % Le microARN X es t cons id é r é comme ne pouvant pas
20 % f a i r e p a r t i e de l a b i c l i q u e ( imp) s i i l ne poss è dent
21 % pas une i n t e r a c t i o n avec tous l e s ARNm de l a b i c l i q u e
22 % Pa r e i l pour l e s ARNm
23 impMicro (X) :− micro (X) , cArn (Y) , not i n t e r (X,Y) .
24 impArn (Y) :− cMicro (X) , arn (Y) , not i n t e r (X,Y) .
25
26 % Pour avo i r une b i c l i qu e , on ne peut pas avo i r c h o i s i
27 % deux n÷ud X et Y et qu ' i l s ne s o i e n t pas en i n t e r a c t i o n
28 :− cMicro (X) , cArn (Y) , not i n t e r (X,Y) .
29
30 % Pour que l a b i c l i q u e s o i t maximale , tout l e s
31 % microARN qui ne sont pas impos s ib l e do ivent
32 % f a i r e p a r t i e de l a b i c l i q u e
33 % Pa r e i l pour l e s ARNm
34 :− micro (X) , not impMicro (X) , not cMicro (X) .
35 :− arn (Y) , not impArn (Y) , not cArn (Y) .
36
37 % La ou l e s p lus grandes b i c l i q u e s maximales sont l e s
38 % b i c l i q u e s avec l e nombre maximum de microARN et ARNm
39 #maximize { cMicro (X) , cArn (Y) } .

Fig. 1.11 � Exemple d'un code ASP permettant de trouver la biclique maximale sur
le réseau Figure 1.10. Les commentaires sont précédés par le caractère %.
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1.6 En résumé

Il a été mis en évidence dans cette introduction l'in�uence potentielle des microARN
sur l'expression des ARNm et leur probable implication dans la plasticité du mode
de reproduction chez Acyrthosiphon pisum. La thèse cherche à discriminer au niveau
génomique entre le développement d'embryons vers un mode de reproduction sexué et
le développement vers un mode asexué. Cette discrimination passe par la création du
réseau de régulation post-transcriptionnelle des microARN et des ARNm qui possèdent
des cinétiques d'expression di�érentes entre ces deux embryogenèses et l'analyse des
modules d'interactions de ce réseau par l'utilisation de l'ACF.

Pour ce faire, une stratégie en cinq étapes a été mise en place :

1. Création d'un catalogue à jour des microARN chez A. pisum à l'aide de données
de séquençage haut-débit (Chapitre 2) ;

2. Création d'un réseau d'interactions entre les microARN prédits précédemment et
les ARNm du puceron du pois (Chapitre 2) ;

3. Extraction et réduction du réseau aux microARN et ARNm qui possèdent des ci-
nétiques di�érentes entre les deux embryogenèses à partir des données d'expression
tirées du séquençage haut-débit (Chapitre 3) ;

4. L'utilisation de l'ACF dans le cadre de l'étude de réseaux bipartis d'interactions
microARN/ARNm appliquée à A. pisum (Chapitre 4) ;

5. Analyse du réseau d'interactions réduit aux éléments d'intérêt par l'analyse de
concepts formels (Chapitre 5).

L'étude du réseau nous donnera des pistes pour la validation des interactions mi-
croARN/ARNm prédites et pour des expériences pouvant venir enrichir le réseau. De
plus, toutes ces études nous permettront de pouvoir formuler des hypothèses quant à la
di�érenciation du mode de reproduction chez le puceron du pois.
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Chapitre 2

Catalogues des ARNm et des
microARN du puceron du pois
Acyrthosiphon pisum

À l'occasion de la publication du génome du puceron du pois Acyrthosiphon pisum
en 2010, une première version des catalogues des gènes, des transcrits d'ARNm et de
microARN a été publié [15, 81]. Depuis, une nouvelle version du génome du puceron du
pois est disponible (v2.1 Acyrthosiphon pisum LSR1) et a nécessité que nous mettions
à jour la description à la fois des ARNm et des microARN. Ce chapitre présente briè-
vement le catalogue des ARNm et détaille le catalogue des gènes codant les microARN.
De plus, cette partie présente pour la première fois le catalogue des interactions prédites
entre microARN matures et transcrits d'ARNm.

33
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2.1 Matériels et méthodes : extraction, séquençage et ana-
lyse des longs et petits ARN

2.1.1 Description des ARNm du puceron du pois

L'annotation du génome du puceron du pois a conduit à un Catalogue O�ciel des
Gènes (O�cial Gene Set) dont nous reprenons la nomenclature et à partir duquel nous
basons le catalogue des ARNm [15]. La première version du génome du puceron du pois
a été assemblée, annotée et décrite une première fois en 2010 par The International
Aphid Genomics Consortium [15]. Depuis, l'assemblage et l'ensemble des annotations
ont été améliorés a�n de fournir une seconde version de ce génome (v21 [78]). Ce travail
utilise cette annotation.

En résumé, l'annotation de la majorité des gènes codant pour des protéines a été
élaborée en utilisant le consensus de di�érents modèles de prédiction de gènes. Ces
modèles de prédiction ce sont basés sur des gènes qui étaient déjà totalement séquencés
ou des gènes partiellement séquencés pour lesquels il y avait des séquences exprimées
(expressed sequence tag, EST) chez le puceron du pois. Du séquençage haut débit de
longs ARN (RNA-Seq) a aussi été utilisé provenant de banques di�érentes.

Ces modèles ont prédit un ensemble de 36.990 transcrits et 36.973 gènes pour l'en-
semble du génome d'une taille de 541,69 Mb. L'étude de l'ensemble des gènes codant
pour des protéines a mis en évidence l'expansion d'un grand nombre de familles de
gènes et notamment des gènes impliqués dans la synthèse et l'action des microARN.
Le nombre de familles de gènes dupliqués s'élevait à 2.459 pour la première version de
l'annotation du génome [15, 95].

Annotations fonctionnelles des ARNm

L'annotation fonctionnelle par les termes de la Gene Ontology (GO) des transcrits
d'ARNm a été réalisée dans l'équipe Écologie et Génétique des Insectes à l'IGEPP par
Fabrice Legeai et Anthony Bretaudeau à l'aide du logiciel Blast2GO qui permet d'anno-
ter par des termes GO un ensemble de gènes ou de transcrits en repérant par homologie
des séquences et des domaines protéiques connus. Pour la recherche de séquences simi-
laires par BLAST, seules les 40 meilleurs séquences avec une E-value inférieure ou égale
au seuil de 10-8 ont été gardées. Une prédiction de domaines protéiques a été obtenue
avec InterProScan a�n d'enrichir l'annotation fonctionnelle obtenue par Blast2GO. Le
Tableau 2.1 présente le nombre de transcrits d'ARNm du puceron du pois possédant
une ou plusieurs séquences homologues, le nombre de transcrits avec un domaine pro-
téique et le nombre de transcrits pour lesquels une annotation fonctionnelle GO a pu
être obtenue par Blast2GO.

Sur l'ensemble des 36.990 transcrits, 10.062 ont pu être annotés fonctionnellement
par 41.031 annotation GO, soit à l'aide de séquences homologues (31.151 protéines avec
des séquences homologues obtenues par BLASTP), soit à l'aide de l'identi�cation de
domaines protéiques (28.945 protéines avec des domaines protéiques annotés fonction-
nellement à l'aide InterProScan).

1http://www.aphidbase.com/

http://www.aphidbase.com/
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Type Nombre Pourcentage
Total 36.990 100 %

Avec un homologue par BLASTP 31.151 84 %
Avec un domaine protéique par InterProScan 28.945 78 %

Avec une annotation fonctionnelle GO 10.062 27 %

Tableau 2.1 � Annotation des gènes codant des ARNm dans le génome d'A. pisum.
Les nombres de transcrits d'ARNm avec une séquence homologue, une annotation In-
terProScan et une annotation fonctionnelle issues de la Gene Ontology sont indiqués.

2.1.2 Élevage des pucerons, extraction et séquençage des longs ARN
et des petits ARN

Les protocoles décrits ci-dessous ont été mis au point et suivis par Gaël Le Trionnaire,
Sylvie Tanguy, Sylvie Hudaverdian et Nathalie Leterme. Ils sont adaptés de ceux décrits
par Aurore Gallot [77].

Élevage des pucerons

L'objectif est de produire de façon synchrone des embryons qui, adultes, seront soit
des femelles parthénogénétiques, soit des femelles sexuées. La synchronie est nécessaire
car les vitesses de développement de ces di�érents types d'embryons peuvent varier sous
les di�érentes photopériodes courtes ou longues. Gallot et al. [77] ont adapté pour cela
un protocole qui permet sous une même photopériode de produire soit des embryons
sexués, soit des embryons asexués de façon synchrone. Cette synchronie est obtenue
par l'application de kinoprène, molécule analogue de l'hormone juvénile et qui permet
de renverser l'e�et d'une photopériode courte [96]. Gallot et al. [77, 83] ont déterminé
le moment d'application du kinoprène pour dévier le développement sexué attendu
(photopériode courte) en développement asexué.

Le protocole est décrit sur la Figure 2.1. À cause de la viviparité, ce processus
se déroule sur plusieurs générations. Des larves au stade L1 sont isolées et placées en
photopériode longue (16h) jusqu'à leur mue au stade L3 : c'est la génération G0. Les
L3 du même âge sont alors placées sur des plantes en photopériode courte (12h) pour
enclencher le développement d'embryons sexués. Lorsque les adultes apparaissent, elles
commencent à produire leurs descendants, des larves de stade L1 de la génération G1.
Quelques larves de ces générations sont isolées, au même âge et placées sur de nouvelles
plantes, toujours en photopériode courte.

Lorsque ces larves arrivent au stade L4 + 24h (24h après leur mue L3 vers L4), elles
sont séparées en deux lots : le premier lot se voit appliquer de l'acétone (50 nL) sur leur
abdomen. Le second lot se voit appliquer dans les mêmes conditions 50 nL de kinoprène
(400 ng, Sigma Aldrich) dilué dans l'acétone. Les deux lots sont laissés en photopériode
courte. Lorsque ces L4 deviennent adultes, elles donnent naissance à la génération 2
(G2) qui sera soit sexuée (pas d'application de kinoprène) soit asexuée (application de
kinoprène). Mais les échantillons sont récoltés avant que cette G2 soit mise bas. Les
femelles de la G1 sont disséquées après application de l'acétone ou du kinoprène, a�n
d'extraire et d'isoler les embryons (futurs G2). Quatre stades d'embryons sont disséqués :
le stade 17 (L4 + 24h, au moment de l'application de l'acétone avec ou sans kinoprène),
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le stade 18 (L4 + 48h), le stade 19 (Adulte + 24h) et le stade 20 (adulte + 48h). Les
dissections aux stades 18, 19 et 20 sont réalisées pour les lots sans et avec kinoprène.
Pour chaque dissection, seuls les embryons des stades indiqués sont disséqués, en se
référant aux morphologies décrites dans Miura et al. [76]. Les di�érents lots d'embryons
(7 au total) sont congelés immédiatement dans l'azote liquide et conservés à -80�C.

  

Génération 
G0

Génération 
G1

L3 Adulte

L1 L4

Induction de la production de 
descendants sexupares en 
jours courts (G1).

Jours longs Jours courts

17 18 19 20

Application d'acétone (A) 
ou de kinoprène (K).

F

Femelles 
virginipares

Femelles 
sexupares

Embryons sexués (A)
ou asexués (K)F Embryons

flexibles

Descendants

Génération 
G2 F

Extraction de l'ARN

Embryons

L1

Adulte

Fig. 2.1 � Schéma expérimental de la production d'embryons femelles à l'avenir sexué
ou asexué à partir de femelles parthénogénétiques. La durée du jour, long ou court, est
indiquée en haut ; la génération G0 est représentée en haut en rouge ; la génération G1
est représentée au milieu en bleu ; la génération G2 est représentée en bas en noir. Le
morphe de reproduction et le type de descendance sont indiqués à côté des générations
G0 et G1. Pour la génération G2, l'état �exible et les deux modes de reproductions sont
indiqués. Les points d'extraction des ARN sont indiqués pour les stades embryonnaires
17, 18, 19 et 20 de la génération G2. Il est à noter que le schéma n'est pas à l'échelle
temporelle.

Extraction et séquençage des ARN

L'ensemble du protocole décrit précédemment a été e�ectué séparément pour l'ex-
traction des longs et des petits ARN et à di�érentes reprises a�n d'obtenir des réplicats
biologiques :

� 1 réplicat biologique pour l'extraction des longs ARN au stade 17 ;
� 3 réplicats biologiques pour chacun des points d'extraction des longs ARN aux
stades 18, 19 et 20 et pour chacun des deux groupes : futurs asexués et futurs
sexués ;

� 3 réplicats biologiques pour chacun des points d'extraction des petits ARN au
stade 17 ainsi qu'aux stades 18, 19 et 20 pour chacun des deux groupes : futurs
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asexués et futurs sexués.
L'extraction à partir des échantillons congelés et le séquençage des ARN ont été

e�ectués de la façon suivante :
� Longs ARN, stade 17 : Les ARN ont été séquencés sur une machine Illumina Hiseq
2000 avec des lectures paired end. De plus, le séquençage a été e�ectué sur 3 pistes
di�érentes, donnant lieu à 3 réplicats de séquençage pour le même échantillon ;

� Longs ARN, stades 18, 19 et 20 : à l'aide du kit RNeasy (Qiagen) en suivant les
instructions du fabricant. Ces ARN (2 µg) ont été séquencés sur une machine
Illumina Hiseq 2000 avec des lectures paired end et orientées ;

� Petits ARN stades 17, 18, 19 et 20 : Les ARN totaux enrichis en petits ARN ont
été extraits à l'aide du kit miRVANA (Life Technologies). Le protocole a été réalisé
en suivant les instructions du fabricant. Les petits ARN ont été sélectionné dans 5
µg d'ARN puis séquencés sur une machine Illumina HiSeq 2000 avec des lectures
orientées de 50 nucléotides. De plus, chaque réplicat biologique a été séquencé
sur 3 pistes di�érentes, donnant lieu à 3 réplicats de séquençage pour chacun des
réplicats biologiques.

En résumé, le nombre total de banques de séquences obtenu est le suivant :
� 3 banques pour le stade 17 pour les longs ARN ;
� 18 banques pour les stades 18, 19 et 20 pour les longs ARN dont 9 banques pour
le groupe des futurs asexués et les 9 autres pour le groupe des futurs sexués ;

� 63 banques pour les stades 17, 18, 19 et 20 pour les petits ARN dont 9 banques
pour le stade 17 où les embryons sont �exibles, 27 banques pour le groupe des
futurs asexués et les 27 autres pour le groupe des futurs sexués.

Le nombre total de séquences brutes est indiqué sur le Tableau 2.2.

2.1.3 Méthodes bio-informatiques

Cette sous-partie présente les méthodes bio-informatiques utilisées pour annoter et
analyser les jeux d'ARNm et de microARN.

Annotation par Blast2GO des ARNm

Blast2GO [97, 98] permet d'annoter fonctionnellement des protéines par des termes
de la Gene Ontology (GO) [99]. Pour cela, Blast2GO utilise l'annotation de séquences
homologues détectées à l'aide d'un BLAST [100] comparant les séquences cibles (celles
que l'on souhaite annoter) avec celles d'une base de données d'intérêt. Pour une séquence
cible, Blast2GO procède en trois étapes :

� Identi�cation des séquences similaires à l'aide d'un BLASTP, paramétrable par
l'utilisateur ;

� Obtention des annotations GO des séquences homologues de la base de données ;
� Association d'une annotation issue des séquences homologues à la séquence cible.
Pour la troisième étape, un score est associé à chacune des annotations qui prend

en compte di�érents facteurs :
� La similarité entre la séquence cible et la séquence homologue ;
� L'origine de l'annotation de la séquence homologue, annotation manuelle décrivant
un résultat d'expérimentation ou annotation automatique par homologie.
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petits ARN longs ARN
banques nombre de séquences banques nombre de séquences

T0
28.910.099

T0 55.889.66324.716.437
32.847.575

T1A
29.721.245

T1A
14.949.330

41.236.324 14.717.785
30.541.334 15.849.753

T2A
32.101.097

T2A
25.974.062

33.799.457 18.338.496
32.396.234 18.354.099

T3A
37.058.813

T3A
14.456.488

27.147.915 20.236.274
43.652.322 1.713.8613

T1K
30.250.548

T1K
18.742.035

29.687.320 14.711.502
33.172.782 17.286.654

T2K
35.729.248

T2K
16.737.944

42.780.453 16.543.737
30.333.106 13.758.528

T3K
29.117.343

T3K
16.830.865

25.935.181 15.506.557
29.595.856 15.986.351

Tableau 2.2 � Nombre total de séquences par banque obtenues par extraction d'ARN
sur des embryons aux stades 17, 18, 19 ou 20 (T0, T1, T2, T3) futurs sexués (A) ou
asexués (K) pour les trois réplicats biologiques. Pour les petits ARN, le nombre total de
séquences est la somme du nombre de séquences obtenues sur les 3 pistes de séquençage.
Pour le T0 des longs ARN, le nombre total de séquences est la somme des trois réplicats
de séquençage.

La ou les annotations possédant le meilleur score sont ensuite associées à la séquence
cible.

Blast2GO peut aussi associer à la séquence cible une annotation commune aux
séquences homologues : si les séquences homologues de la séquence cible, ou un sous
ensemble de ces séquences, possèdent des termes GO avec un plus petit ancêtre commun
dans la hiérarchie GO qui ne soit pas trop général (trop haut dans la hiérarchie), il
pourra aussi être associé à la séquence cible.

En plus de l'annotation issue des séquences homologues obtenues par la recherche
BLAST, Blast2GO annote également les séquences cibles en utilisant InterProScan [101].
InterProScan permet de détecter des domaines protéiques connus dans une séquence
cible. Ces domaines connus peuvent avoir des annotations GO associées qui seront alors
reportées sur la séquence cible par Blast2GO, ce qui complète ainsi l'annotation initiale.
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Pour l'annotation obtenue dans la partie 2.1.1, le BLAST utilisé est un BLASTP et
la base de données utilisée est la base nr2 (version 29/07/2013) du National Center for
Biotechnology Information (NCBI) avec le logiciel blast+ (version 2.2.28) [100]. Pour
la recherche des domaines protéiques par InterProScan, le logiciel iprscan (version 4.8)
a été utilisé contre la base de données InterPro (version 05/06/2013) [102]. La base de
données de Blast2GO utilisée était la version d'août 2012. Cette base de données associe
aux protéines présentes dans nr une ontologie GO si cette ontologie existe.

Identi�cation des microARN : miRDeep2

MiRDeep2 [103] permet d'identi�er des microARN matures exprimés dans un jeu de
données de séquençage et leur gènes et précurseurs à l'aide d'un génome de référence.
La Figure 2.2 rappelle les di�érentes structures associées aux microARN pour plus de
clarté.

Fig. 2.2 � Rappelle des di�érentes structures transitoires des microARN : gène de
microARN, pré-microARN, pri-microARN et microARN mature. Figure adaptée de
IAGC [15].

Après nettoyage des lectures issues du séquençage, les lectures de petits ARN sont
alignées sur le génome de référence et seules les séquences d'une taille d'au minimum

2http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=

ProgSelectionGuide

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=ProgSelectionGuide
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=ProgSelectionGuide
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18 nucléotides s'alignant parfaitement sur le génome sont conservées. Les séquences
s'alignant parfaitement à plus de cinq positions génomiques di�érentes sont supprimées.
Ensuite une recherche des précurseurs potentiels s'e�ectue pour chacun des brins du 5'
vers le 3' de la façon suivante :

1. Recherche de blocs de lecture alignées avec un nombre de lecture au moins égale
à 1 (hauteur). Si un autre bloc est trouvé avec une hauteur supérieure dans les 70
nucléotides suivants, alors il est choisi à la place. Cette recherche de bloc de taille
maximale est faite tant qu'aucun nouveau bloc de taille supérieure n'est trouvé ;

2. Obtention de deux précurseurs potentiels issus du bloc identi�é. Les précurseurs
sont obtenus en extrayant le bloc ainsi que les 70 nucléotides en amont et les 20
nucléotides en aval du bloc pour le premier et les 20 nucléotides en amont et les
70 nucléotides en aval du bloc pour le second précurseur. Le bloc identi�é sera
soit le microARN mature 3' pour le premier précurseur, soit le microARN mature
5' pour le second (voir Figure 2.3 pour une intuition de ces extractions).

Cette extraction est répétée pour l'ensemble du génome donné en référence. Si le nombre
de précurseurs potentiels identi�és est inférieur à 50.000, alors l'identi�cation des mi-
croARN continue, sinon le seuil de taille pour détecter un bloc est augmenté de 1.

Fig. 2.3 � Les di�érences de séquençage et d'alignement de séquence attendues entre
des tige-boucles qui sont des pré-microARN (A) et des tige-boucles qui ne sont pas des
pré-microARN (B). Figure tirée de Friedlander et al. [104].

Une fois les précurseurs obtenus, l'ensemble des lectures est réaligné sur les pré-
curseurs potentiels, cette fois-ci en autorisant au maximum un mésappariement par
alignement. Si une lecture s'aligne parfaitement sur un précurseur potentiel, alors seul
l'alignement parfait est gardé. Cet alignement est aussi mené sur les microARN matures
déjà identi�és pour cette espèce s'ils sont fournis mais sans mésappariement autorisé.
À noter que seuls les alignements sur le même brin que le précurseur sont gardés.
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L'étape suivante est la prédiction des structures secondaires des précurseurs poten-
tiels par RNAfold [105]. Une fois la structure secondaire la plus probable obtenue pour
chacun des précurseurs potentiels, les séquences des microARN matures et de la boucle
sont dé�nies de la façon suivante : un des microARN mature est dé�ni en fonction du
bloc qui a servi à identi�er ce précurseur, le second microARN mature est la séquence
complémentaire du premier en fonction de la structure secondaire obtenue et la boucle
comme la séquence entre ces deux séquences. De plus, les lectures qui ne s'alignent pas
de façon cohérente avec le clivage du précurseur par Dicer sont supprimées, c'est-à-dire
que les lectures doivent s'aligner uniquement sur l'un des deux brins ou sur la boucle
(voir Figure 2.3) avec une tolérance de deux nucléotides. Des �ltres supplémentaires
sont ensuite mis en place :

� La tige-boucle formée ne doit pas avoir de bifurcation ;
� 60 % ou plus des nucléotides du microARN mature dé�ni par le bloc doivent être
appariés ;

� Moins de 10 % des lectures doivent ne pas être alignées de façon cohérente avec
le clivage par Dicer.

La probabilité pour une séquence d'ARN donnée que l'énergie libre minimum de sa
structure secondaire soit di�érente de celle d'une séquence aléatoire est estimée à l'aide
du logiciel randfold [106]. Puis, pour chacun des précurseurs, un score est calculé qui
représente la probabilité que le précurseur potentiel soit un vrai pré-microARN. Pour
plus de détail sur le calcul de ce score, voir la publication de miRDeep par Friedlander
et al. [104].

A�n de prédire les microARN chez le puceron du pois, les séquences de petits ARN
obtenues sur les embryons asexués et sexués ont été utilisées. MiRDeep2 a été utilisé
sur ces lectures avec le génome de référence d'A. pisum et les microARN matures pré-
cédemment identi�és par Legeai et al. [81].

Regroupement des gènes de microARN : l'outil cluster de la suite logicielle
bedtools

BedTools est une suite logicielle développée par Quinlan et Hall [107] permettant
d'e�ectuer un grand nombre d'analyses génomiques. Notamment, nous avons utilisé
l'outil cluster qui permet de regrouper des éléments génomiques en fonction de leurs
positions sur le génome. Cet outil regroupe les gènes au sein du même cluster si, de
proche en proche, ils sont à une distance qui est inférieure à un seuil �xé par l'utilisateur.
Mathématiquement, c'est une approche qui permet d'obtenir les composantes connexes
du graphe des éléments à une distance inférieur au seuil. Un autre paramètre permet
de choisir si le regroupement est e�ectué pour des gènes de microARN qui sont sur le
même brin ou non.

Ce logiciel a été utilisé pour dé�nir les clusters des gènes de microARN sur un
même brin et avec une distance seuil de 2 kb à la fois pour Acyrthosiphon pisum et
pour Drosophila melanogaster.
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Prédiction des sites de �xation des microARN matures : TargetScan version
5

La méthode TargetScan [51] permet de prédire des sites de �xation de microARN
matures sur des séquences, classiquement les 3'UTR d'ARNm, puis de leur associer
un score qui représente l'e�cacité de la répression du microARN mature sur l'ARNm.
Pour ce faire, la méthode procède d'abord à la détection des sites de �xation potentiels
par complémentarité de séquence entre une sous séquence du microARN mature et la
séquence du 3'UTR de l'ARNm.

Trois types de complémentarité sont considérés comme des sites de �xation potentiels
décris ci-dessous et présentés Figure 2.4 :

� Une complémentarité du 2ème au 7ème nucléotide du microARN mature sur le
3'UTR de l'ARNm et une adénine directement en aval du site de �xation sur le
3'UTR appelé 7mer-A1 ;

� Une complémentarité du 2ème au 8ème nucléotide du microARN mature sur le
3'UTR de l'ARNm appelé 7mer-m8 ;

� Une complémentarité du 2ème au 8ème nucléotide du microARN mature sur le
3'UTR de l'ARNm et une adénine directement en aval du site de �xation sur le
3'UTR appelé 8mer.

Fig. 2.4 � Les di�érents sites de �xation utilisés par TargetScan. Image adaptée de
Grimson et al. [51].

Les auteurs de la méthode ont dé�ni un modèle a�n de calculer, pour chacun des
sites de �xation détectés, un score global à partir de 4 critères :

� Le type de site de �xation : l'e�cacité de la répression est la plus élevée pour les
sites de type 8mer, puis 7mer-m8 et 7mer-A1 a la répression la plus faible ;

� La position du site de �xation sur le 3'UTR : la répression est plus élevée s'il se
situe à l'une des extrémités ;

� Le pourcentage en A/U autour du site de �xation : plus ce pourcentage est élevé
plus la répression est forte ;

� La complémentarité du 3' du microARN mature avec le 3'UTR : la répression est
d'autant plus élevée que la complémentarité est forte.

Le score global obtenu re�ète l'e�cacité de la �xation du microARN mature sur l'ARNm
à l'aide de ce site de �xation. À noter que plus le score global est bas, plus l'e�cacité
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prédite est élevée.
De plus, si un site de �xation est à 10 nucléotides ou moins du codon stop (le début

du 3'UTR) alors TargetScan ne calcule pas de score global. Il indique que le site de
�xation est trop proche par rapport à l'encombrement stérique du complexe protéique
RISC (microARN mature et protéines argonautes) et de la machinerie de la traduction.

A�n de prédire les sites de �xation chez Acyrthosiphon pisum, l'ensemble des 3'UTR
disponibles (35.462) et des microARN matures (802) ont été utilisés avec la version 5.0
de TargetScan. TargetScan prédit un ensemble de 4.230.168 sites de �xation dont 90.410
sont notés comme trop proches (voir ci-dessus). Les 4.139.758 sites de �xation restants
sont utilisés pour la suite des analyses.

Il est à noter que TargetScan permet de ne garder que les complémentarités entre
microARN matures et 3'UTR qui sont conservées chez plusieurs espèces. Pour ce faire,
TargetScan utilise les alignements multiples des séquences des microARN matures et des
3'UTR pour dé�nir les éléments conservés. Nous n'avons pas pu utiliser cette possibilité
car nous n'avions pas de prédictions de microARN matures et de 3'UTR pour des
espèces de puceron autres qu'Acyrthosiphon pisum.

2.1.4 Bases de données utilisées

MiRBase

MiRBase [19, 20, 21, 22, 23] est une base de données répertoriant des séquences de
microARN publiées, annotées et mises à jour par la communauté scienti�que. Ces anno-
tations comportent à la fois les microARN matures, les précurseurs de microARN avec
leur structure secondaire, les positions correspondant aux précurseurs de microARN et
si disponible, le nombre de banques de séquençage, le nombre de lectures correspon-
dant aux di�érents microARN matures et les cibles des microARN matures prédites
par di�érentes méthodes. En plus de ces annotations, miRBase fournit des règles pour
nommer les nouveaux microARN identi�és. La version de la base de données que nous
avons utilisée était la version 20 datant de Juin 2013. Une version plus récente existe
(Juin 2014) mais les résultats ont été obtenus avant cette mise à jour.

RefSeq

RefSeq [108] est une base de données du NCBI de séquences non-redondantes et
annotées par les membres du NCBI. Suivant les séquences, ces annotations sont à la fois
obtenues par un processus d'annotation automatique et par une annotation experte.

AphidBase

AphidBase [78], développée en partie dans l'équipe Écologie et Génétique des In-
sectes, regroupe un ensemble de ressources disponibles pour Acyrthosiphon pisum telles
que l'annotation des gènes, l'annotation des protéines ou encore la visualisation du
génome d'Acyrthosiphon pisum et des gènes.
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PhylomeDB

La base de données PhylomeDB version 4 [109] regroupe les arbres phylogénétiques
de gènes d'ARNm permettant de dé�nir des relations d'orthologie et de paralogie. Ainsi,
il est possible de savoir si deux gènes sont issus de la duplication d'un même gène
ancestral pour di�érentes espèces.

FlyBase

FlyBase [110] est une base de données qui regroupe les génomes, les gènes et leurs an-
notations pour di�érentes espèces de Drosophila. Elle permet notamment de télécharger
les séquences des gènes, des transcrits ou encore des 3'UTR des gènes.
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2.2 Résultats : catalogue et caractérisation des ARNm, des
microARN et de leurs interactions

Cette partie présente l'extraction des 3'UTR des ARNm, l'analyse du nouveau ca-
talogue des gènes codant pour des microARN et les interactions entre ces ARNm et ces
microARN pour le puceron du pois Acyrthosiphon pisum. Ces listes ont été établies en
se basant sur la version 2.1 du génome d'A. pisum LSR1 ainsi que sur des données de
séquençage décrites dans la partie 2.1.2.

2.2.1 Les ARNm

Prédiction des 3'UTR

Les microARN reconnaissant de façon préférentielle les régions 3'UTR des ARNm,
Fabrice Legeai a réalisé l'inventaire de ces régions. Deux cas de prédiction de 3'UTR
se présentent pour un ARNm : soit le 3'UTR peut être prédit en intégrant des lectures
issues de RNA-Seq s'alignant en aval du codon stop prédit, soit les 1.000 bases en aval
du codon stop prédit ont été dé�nies comme le 3'UTR prédit. Sur l'ensemble des 36.990
ARNm, 1.528 n'ont pas de 3'UTR car ils sont à la limite d'un sca�old.

2.2.2 Les microARN

Dé�nitions

Nous distinguerons un gène de microARN, un précurseur de microARN et un mi-
croARN mature comme suit :

� Gène de microARN : c'est la position de début et de �n sur le génome de la
séquence codant pour un précurseur de microARN ;

� Précurseur de microARN : c'est la séquence d'ARN qui est transcrite à partir du
gène du microARN et qui se replie en une structure en tige-boucle ;

� MicroARN matures 5p et 3p : ce sont les microARN qui vont se �xer sur le 3'UTR
de l'ARNm et potentiellement réprimer sa traduction ou induire son clivage. Ils
sont tous deux issus de la tige du précurseur du microARN. Les microARN ma-
tures 5p et 3p sont respectivement situés en amont et en aval de la boucle du
précurseur.

Deux gènes di�érents (à des positions di�érentes sur le génome) peuvent présenter la
même séquence et donc produire le même précurseur.

Les noms des microARN sont constitués de plusieurs parties, toutes séparées par un
� - �, comme par exemple api-mir-1-5p :

� La première partie représente l'espèce, ici � api � pour Acyrthosiphon pisum ;
� La deuxième partie est soit � mir � pour un précurseur soit � miR � pour un
microARN mature ;

� La troisième partie représente le numéro du précurseur de microARN associé. Si
la séquence du précurseur a déjà été identi�ée dans une autre espèce (donc est
présente dans la base de données miRBase), alors le numéro sera identique à celui
de l'autre espèce. Sinon ce numéro est incrémental à partir d'un numéro qui n'est
pas présent dans la base miRBase ;
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� La quatrième partie est spéci�que aux microARN matures. Les noms seront suivis
par � -5p � et � -3p � respectivement pour les microARN matures 5p et 3p.

À noter que ici, les gènes de microARN qui sont nouvellement identi�és par les nouveaux
jeux de séquençage chez A. pisum porteront comme identi�ant � novelX � avec X allant
de 1 au nombre maximum de nouveaux gènes identi�és. Par exemple, api-mir-novel2 est
le deuxième nouveau gène de microARN identi�é chez A. pisum avec les nouveaux jeux
de données. Il a été décidé de prendre cette notation car cela permet de ne décider de la
numérotation �nale uniquement au moment de son intégration e�ective de miRBase. À
noter que les gènes précédemment identi�és et qui sont spéci�ques à A. pisum portent
un identi�ant supérieur à 3000 donné par miRBase.

Il existe des cas particuliers où des précurseurs de microARN di�érents produisent
des microARN matures avec des séquences identiques ou proches. MiRBase [23] fournit
un ensemble de règles pour discriminer ces di�érents cas :

� Si des précurseurs sont identiques et que les gènes associés sont à des positions
di�érentes ou que les précurseurs sont di�érents mais que les microARN matures
ont des séquences strictement identiques, alors les précurseurs auront le même
numéro mais seront di�érenciés par l'ajout en �n de nom d'un � - � suivi par un
numéro ;

� Si des précurseurs di�érents ont des microARNmatures avec des séquences proches,
alors les précurseurs porteront le même numéro mais seront di�érenciés par une
lettre en �n de nom.

Par exemple, les précurseurs api-mir-3051-1 et api-mir-3051-2 ont des séquences dif-
férentes mais les microARN matures api-mir-3051-1-5p et api-mir-3051-2-5p ont des
séquences identiques, de même pour api-mir-3051-1-3p et api-mir-3051-2-3p. Les pré-
curseurs api-mir-263a et api-mir-263b ont des séquences di�érentes et les séquences de
api-mir-263a-5p et api-mir-263b-5p sont proches, de même pour api-mir-263a-3p et api-
mir-263b-3p. Les précurseurs de microARN avec le même numéro sont dé�nis comme
étant de la même famille. Ici api-mir-3051-1 et api-mir-3051-2 font partie de la même
famille.

Pour dé�nir si deux séquences de microARN matures sont proches, aucune règle
stricte n'étant fournie par miRBase, nous avons dé�ni les règles suivantes. Deux mi-
croARN matures di�érents ont des séquences dites proches si :

� Leurs nucléotides aux positions allant de 2 à 7 sont identiques, positions qui
correspond classiquement à la dé�nition de la graine du microARN ;

� Sur le reste des microARN matures, seulement deux délétions, insertions et/ou
mésappariements existent au maximum après alignement des microARN matures.

Ces règles ont été dé�nies pour avoir une notion � fonctionnelle � dans les familles, c'est
à dire que deux microARN matures issus d'une même famille cibleront potentiellement
les mêmes ARNm. À noter que, contrairement à la convention de miRBase, il a été
décidé de se référer aux microARN matures par la notation � mir � et non pas � miR �.
La notation avec et sans majuscule est utilisée pour ne pas confondre le pré-microARN
et le microARN mature, mais ici nous nous référerons au microARN mature en ajoutant
toujours � -5p � ou � -3p � ce qui empêche la confusion entre précurseur et mature.
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Identi�cation des gènes, précurseurs et molécules matures de microARN et
de leurs familles

Pour identi�er les gènes de microARN, le logiciel miRDeep2 [103] a été utilisé par
Fabrice Legeai. Pour ce travail, l'annotation des gènes de microARN d'Acyrthosiphon
pisum s'est basée sur les séquences des petits ARN des 63 banques obtenues au labora-
toire (voir 2.1.2).

À partir de ce jeu de données, miRDeep2 prédit un ensemble de 445 gènes codant
pour des microARN. Seulement 401 des précurseurs associés à ces gènes possèdent
une structure secondaire conforme avec la structure secondaire en tige-boucle des pré-
microARN, c'est-à-dire avec une probabilité obtenue par randfold inférieure à 0,05. Il a
donc été décidé de ne garder que ces 401 gènes de microARN pour la suite de l'analyse.
Ces 401 gènes correspondent à 329 séquences de précurseurs et produisent 288 séquences
uniques de microARN matures 5p et 285 séquences uniques de microARN matures 3p
(573 séquences de microARN matures au total). Sur l'ensemble de ces 401 gènes, 39
(∼10 %) sont des gènes déjà connus pour d'autres espèces et 362 sont des gènes de mi-
croARN identi�és spéci�quement chez A. pisum. Sur ces 362 gènes, 40 (∼11 %) étaient
déjà identi�és dans Legeai et al. [81] et 322 ont été identi�és à l'aide de ces nouveaux
jeux de séquençage. Le pourcentage peu élevé de gènes de microARN identi�és chez
d'autres espèces peut s'expliquer par les critères plus stricts utilisés ici pour dé�nir la
similarité entre deux gènes/précurseurs de microARN que ceux potentiellement utilisés
par miRBase. À noter que les microARN api-mir-let-7 et api-mir-bantam sont retrouvés,
même avec nos critères plus stricts.

Parmi les espèces du phylum Hexapoda présentes dans la base de données miRBase
(ver. 20) [23] et en se basant sur le dernier catalogue, A. pisum se place parmi les espèces
possédant un nombre important de microARN matures uniques. Le Tableau 2.3 montre
le nombre de séquences uniques de précurseurs de microARN et de microARN matures
5p et 3p pour Acyrthosiphon pisum et certaines espèces du phylum du puceron du pois
(Hexapoda) issue de miRBase.

espèces nombre de précurseur
nombre de microARN ma-
tures

Acyrthosiphon pisum 401 573
Bombyx mori 489 567

Tribolium castaneum 220 430
Drosophila melanogaster 238 426
Drosophila pseudoobscura 210 273

Aedes aegypti 101 124
Anopheles gambiae 67 65

Tableau 2.3 � Nombre de séquences uniques de précurseurs et de microARN matures
5p et 3p pour plusieurs espèces du phylum Hexapoda. Données issues de miRBase [23].

Au sein du phylum Hexapoda, les nombres de séquences uniques pour les précur-
seurs de microARN et pour les microARN matures sont variables, ce qui peut re�éter
soit des niveaux d'annotation des microARN de qualités di�érentes dans les espèces
citées, soit des di�érences biologiques encore non expliquées. Cependant, on peut faire
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l'hypothèse que le génome de D. melanogaster est bien annoté alors qu'il présente un
nombre inférieur de microARN comparé au puceron du pois. Cette di�érence pourrait
s'expliquer par un niveau de duplication des gènes chez A. pisum plus élevé (voir plus
loin partie 2.2.2).

Familles des gènes de microARN Sur les gènes de microARN d'A. pisum, 200
gènes sur les 401 (50 %) se répartissent sur 66 familles avec au moins deux gènes. La
Figure 2.4 présente la répartition des 200 gènes dans les 66 familles. Sur ces 66 familles,
63 (95 %) sont constituées de microARN identi�és uniquement chez A. pisum. Les trois
familles avec des gènes connus sont les familles api-mir-2, api-mir-92 et api-mir-263
toutes trois constituées de deux gènes de microARN. Ces trois familles existent aussi
chez d'autres espèces, comme D. melanogaster . Le Tableau présente aussi la répartition
en familles pour les gènes de microARN chez D. melanogaster , basée sur les microARN
annotés dans miRBase. On peut voir que la proportion de gènes au sein d'une famille
chez D. melanogaster est largement inférieure à celle chez A. pisum (30 gènes sur 238
(∼13 %) contre 50 %), et que les nombres de familles di�èrent (12 contre 66). De
plus la diversité dans les tailles des familles chez A. pisum est supérieure à celle de
D. melanogaster . Les di�érences en nombre de familles, en nombre de gènes impliqués
dans des familles et sur la taille des di�érentes familles pourrait être expliquées par
un duplication importante des gènes de microARN après la spéciation entre les deux
branches évolutives correspondant à A. pisum et D. melanogaster . Deux faits supportent
cette hypothèse. D'une part 95 % des familles sont constituées de gènes identi�és pour
l'instant uniquement chez le puceron du pois, et d'autre part il a été montré qu'un
grand nombre de gènes codant pour des protéines ont été dupliqués chez le puceron
[15]. On peut donc faire l'hypothèse que cette duplication a aussi eu lieu pour les gènes
de microARN.

espèce Acyrthosiphon pisum Drosophila melanogaster
taille nombre de familles nombre de gènes nombre de familles nombre de gènes
2 30 60 8 16
3 20 60 3 9
4 7 28 0 0
5 4 20 1 5
6 4 24 0 0
8 1 8 0 0

total 66 200 12 30

Tableau 2.4 � Répartition des gènes de microARN appartenant à des familles d'au
moins deux gènes chez Acyrthosiphon pisum et D. melanogaster .

Localisation génomique des gènes de microARN

Classi�cation des positions de gènes de microARN On rappelle ici que les
positions génomiques des gènes de microARN peuvent être séparées en deux classes
principales :
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� Intergénique : le gène du microARN est situé entre deux gènes d'ARNm ;
� Intragénique : le gène du microARN est situé au sein d'un gène d'ARNm. Par la
suite on appellera �ARNm hôte � ou � gène hôte � des ARNm ou gènes contenant
un ou plusieurs gènes de microARN.

Un gène de microARN intragénique sera sous le même contrôle transcriptionnel que
son gène hôte. Un gène de microARN intergénique sera sous le contrôle transcriptionnel
de sa propre séquence promotrice. Pour les gènes de microARN intragéniques, on peut
s'attendre à ce que ces gènes de microARN et leur gène d'ARNm hôte soient co-exprimés
car ils seront transcrits ensemble.

On distingue deux sous-classes de gènes de microARN intragéniques :
� Intronique : le gène du microARN est situé dans un intron du gène hôte ;
� Exonique : le gène est situé dans un exon du gène hôte.
Le Tableau 2.5 résume la classi�cation intergénique, intronique et exonique des 401

gènes de microARN pour Acyrthosiphon pisum.

position du gène du microARN nombre de gènes de microARN
intergénique 253
intronique 102
exonique 46
total 401

Tableau 2.5 � Classi�cation des 401 gènes de microARN intergéniques, introniques ou
exoniques, chez A. pisum.

Sur les 401 gènes de microARN, 63 % des gènes sont intergéniques, 25 % des gènes
sont introniques et 12 % des gènes sont exoniques. Comme attendu, la majorité des
gènes est localisée au niveau intergénique ou intronique (88 %). La répartition des
localisations observée est en accord avec la répartition de l'ancienne annotation des
microARN obtenue sur le puceron du pois avant le début de ce travail [81]. Néanmoins,
la proportion de gènes de microARN exoniques est supérieure à celle observée chez
d'autres espèces [36, 111, 112, 113].

Clusters de microARN Les gènes de microARN sont parfois regroupés en clusters
dans un même environnement génomique. On appelle cluster génomique de microARN
un ensemble de gènes de microARN qui se suivent sur le génome à des positions géno-
miques proches. Les gènes de microARN appartenant au même cluster sont des gènes
qui sont potentiellement sous le contrôle du même promoteur et qui peuvent être trans-
crits au sein du même pri-microARN polycistronique [114, 115]. Les microARN matures
provenant de ces di�érents gènes clusterisés sont donc potentiellement co-exprimés.

Pour annoter ces clusters de gènes de microARN du puceron du pois, l'outil cluster
de la suite d'outils bedtools [107] a été utilisé (partie 2.1.3 pour plus de détails). Une
distance seuil maximale entre deux gènes consécutifs de microARN de 2kb a été utilisée
et les gènes de microARN ont de plus été regroupés uniquement s'ils étaient sur le même
brin génomique. Le Tableau 2.6 présente le nombre de clusters de microARN en fonction
du nombre de gènes de microARN présents dans les clusters obtenus avec l'outil cluster.

Sur l'ensemble des 401 gènes, 207 gènes de microARN (51,6 %) sont répartis dans
52 clusters. Ces clusters ont une taille génomique moyenne de 2,2 kb et sont constitués
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taille des clusters en nombre de gènes nombre de clusters
2 gènes 21
3 gènes 10
4 gènes 5
5 gènes 6
6 gènes 6
7 gènes 1
12 gènes 1
14 gènes 1
16 gènes 1
total 52

Tableau 2.6 � Nombre de clusters de microARN en fonction du nombre de gènes
de microARN présents dans les clusters pour Acyrthosiphon pisum. Il faut noter que
certains clusters peuvent ne pas avoir été identi�és ou être incomplets si un gène ou un
cluster est à l'une des extrémités d'un sca�old.

en moyenne de 4 gènes. La majorité des clusters regroupent entre 2 et 6 gènes avec plus
de la moitié des clusters qui incluent 2 ou 3 gènes. Le nombre de gènes de microARN
en cluster est supérieur à celui trouvé chez d'autres espèces animales où le pourcentage
de gènes de microARN en cluster est au maximum de 40 % [116].

A�n de comparer les clusters obtenus sur Acyrthosiphon pisum avec ceux d'une
autre espèce, le même protocole a été appliqué à Drosophila melanogaster. La Figure
2.5 présente l'histogramme comparatif entre le nombre de clusters en fonction du nombre
de gènes de microARN au sein du cluster pour A. pisum et Drosophila melanogaster en
appliquant le même protocole (avec les données de miRBase [23]).

Sur l'ensemble des 238 gènes de microARN de Drosophila melanogaster, la répartion
des gènes en clusters est di�érente avec 70,6 % qui sont en singleton (pas dans un cluster)
et 29,4 % repartis dans un total de 22 clusters. De la même façon que pour le puceron du
pois, plus de la moitié des clusters regroupent 2 ou 3 gènes de microARN. Néanmoins,
les clusters de taille plus importante sont en plus petit nombre avec seulement 1 cluster
pour chacune des tailles de 4 gènes, 5 gènes et 6 gènes pour Drosophila melanogaster
contre 6 clusters en moyenne pour les mêmes tailles de gènes chez Acyrthosiphon pisum.
De plus, il n'y a pas de cluster de � grande taille � (clusters de taille 12, 14, et 16 Tableau
2.6 et Figure 2.5). A�n d'observer les spéci�cités de ces 3 clusters de � grande taille �
du puceron du pois, les alignements multiples des séquences des gènes de microARN
contenus dans ces clusters sont présentés Figure 2.6, 2.7 et 2.8 respectivement pour les
clusters de taille 12, 14 et 16. Les alignements ont été obtenus en utilisant ClustalW
[117, 118].

Pour les gènes de microARN du cluster de taille 12, on peut voir la présence de deux
familles complètes, api-mir-novel14 (quatre gènes) et api-mir-novel10 (deux gènes) et
que de plus les séquences entre ces familles sont très proches. api-mir-novel188 et api-
mir-novel117 ont eux des séquences très proches de la famille api-mir-novel14 et api-
mir-novel202 a lui une séquence qui s'approche de celle de la famille api-mir-novel10.
Les trois autres gènes n'ont pas de grande similarité avec les autres séquences. À noter
que le gène api-mir-3032b fait partie d'une famille où il y a un autre gène, api-mir-3032a
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Fig. 2.5 � Histogramme du pourcentage du nombre de clusters en fonction du nombre
de gènes de microARN au sein des clusters. En bleu le nombre de clusters pour A. pisum
et en rouge le nombre de clusters pour D. melanogaster.

mais que ce gène est sur un autre sca�old.
Sur le cluster de taille 14, trois familles sont complètes : api-mir-novel38 (trois gènes),

api-mir-novel16 (trois gènes) et api-mir-novel33 (quatre gènes) avec une très grande
similarité de séquence entre ces trois familles. Le précurseur api-mir-novel58 n'a que
deux substitutions, présentes dans le mature 3p, avec ceux de la famille api-mir-novel33.
Le précurseur api-mir-novel29a-2, lui aussi avec une séquence proche des précurseurs
précédents, est le seul représentant de sa famille, qui est constituée de quatre gènes.
Le seul autre gène de cette famille aussi présent sur ce cluster est api-mir-novel29b-
2, mais ce gène se situe à une distance de 3.199 nucléotides de la �n du cluster de
taille 14, distance supérieure au seuil utilisé pour obtenir ces clusters (pour rappel 2.000
nucléotides). Les deux derniers microARN, api-mir-novel21a-1 et api-mir-novel21a-4
font partie de la même famille qui est constituée de six gènes. Les quatre autres gènes
de la famille sont présents sur le même sca�old mais à une distance de 6.784 nucléotides
du cluster.

Le dernier cluster de grande taille, celui de 16 gènes, n'est constitué que de familles
complètes : api-mir-3055 (cinq gènes), api-mir-novel41 (quatre gènes), api-mir-novel43
(six gènes). Il n'y a que api-mir-novel195, qui n'appartient à aucune famille. Les sé-
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mature-5p boucle

10. 20. 30.
api-mir-novel14b-2 .TGGTGGAAAATTTAGA..CTTTAGTCTTTTTATGGTTAT 37
api-mir-novel14b-3 .TGGTGGAAAATTTAGA..CTTTAGTCTTTTTATGGTTAT 37
api-mir-novel14b-1 .TGGTGGAAAATTTAGA..CTTTAGTCTTTTTATGGATAT 37
api-mir-novel14a .TGGTGGAAAATTTAGA..CTTTAGTCTTTTTATGATTAT 37
api-mir-novel188 .TGGTGGGAAATCTTGA..CTTTAGTCTTTTTATGGTTAT 37
api-mir-novel117 .TAGTGGAAAATTTAGA..CTTTAGTCTTTTTATGGTTAT 37
api-mir-novel10-2 ..AAGGTAACGTCCAAGT.CTCTAGTATTTTTATGGTAAT 37
api-mir-novel10-1 ..AAGGTAACGTCCAAGT.CTCTAGTATTTTTATGGTAAT 37
api-mir-novel202 .TAAGGTAACGTTCAAGT.CTCTAGTATTTTTATGGTAAT 38
api-mir-novel205 .AAGCGGCACTTCTCTTT.GGCTATTTATTTCTTAATAAT 38
api-mir-3032b TTAGTATAACTCTTAGTGACATTGGAATTTAAAATATTGT 42
api-mir-novel70 ...TCTTTGGTTTTAAA...GTAGCCGTTTGAAATTGTAC 34

boucle mature-3p

40. 50. 60.
api-mir-novel14b-2 ..CTACAGTCTTTATTTTCTACGATT 61
api-mir-novel14b-3 ..CTACAGTCTTTATTTTCTACGATT 61
api-mir-novel14b-1 ..CTACAGTCTTTATTTTCTACGATT 61
api-mir-novel14a ..CTACAGTCTTTATTTTCTACGACG 61
api-mir-novel188 ..CTACAGTCTTTATTTTCTACGATG 61
api-mir-novel117 ..CTATAGTCTTTATTTTCTACAATT 61
api-mir-novel10-2 ..CTAGTGCCTTTTTTGTTACCTATA 61
api-mir-novel10-1 ..CTAGTGCCTTTTTTGTTACCTATA 61
api-mir-novel202 ..CTAGTGACTTTTTTGTTACCTATA 62
api-mir-novel205 ..CTATGGATATAGCCAAATTTTAGT 62
api-mir-3032b GACTAGAGTTTATACTACCGGT.... 64
api-mir-novel70 GAATAGCGGCTACCTTAGATCCAAGA 60

Fig. 2.6 � Alignement multiple des précurseurs du cluster de taille 12. Les nucléotides
présents sur plus de 50 % des séquences sont représentés sur fond bleu, les autres sur
fond blanc ; les positions des microARN matures 5p et 3p et de la boucle, dé�nies sur
api-mir-novel14b-2, sont schématisées en traits gras. Les alignements ont été obtenus
avec ClustalW. Figure obtenue à l'aide du paquet LATEX TeXshade [119].

quences sont très proches avec aucune insertion ou délétion et très peu de substitutions
dans l'alignement.

Malgré la � grande taille � de ces trois clusters en comparaison des clusters obtenus
chez D. melanogaster, la très forte similarité de l'ensemble des gènes de microARN
contenus au sein de chacun de ces clusters laisse supposer que leur apparition est due à
la duplication multiple d'un même gène ancestral pour chacun de ces clusters.

Classi�cation des positions des clusters de gènes de microARN par rapport
aux gènes d'ARNm Comme pour les gènes de microARN, les positions des clusters
peuvent être classi�ées en plusieurs catégories selon qu'ils apparaissent à l'intérieur de
gènes d'ARNm, exon ou intron, ou entre deux gènes d'ARNm. Les positions des clusters
dépendent des positions des microARN qui sont au sein de ces clusters. À un cluster
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mature-5p boucle mature-3p

10. 20. 30.
api-mir-novel38-3 AGGCAAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TACTTCGTC 39
api-mir-novel38-2 AGGCAAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TACTTCGTC 39
api-mir-novel38-1 AGGCAAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel16-2 AGGCGAATGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel16-3 AGGCGAATGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel16-1 AGGCGAATGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel33-4 AGGTGAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel33-2 AGGTGAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel33-1 AGGTGAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel33-3 AGGTGAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel58 AGGTGAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTT 39
api-mir-novel29a-2 AGGCGAACGGATGTCCTTGAATGTGTTATT.TGCTTCGTC 39
api-mir-novel21a-1 ACGAGTACGGATGCCCATGAACGTGATAATATGATTCGTC 40
api-mir-novel21a-4 ACGAGTACGGATGCCCATGAACGTGATAATATGATTCGTC 40

mature-3p

40. 50. 60.
api-mir-novel38-3 CATGGACGTCCATTTACCTGC 60
api-mir-novel38-2 CATGGACGTCCATTTACCTGC 60
api-mir-novel38-1 CATGGACGTCCATTTACCTGC 60
api-mir-novel16-2 CAAGGACGTCCATTTGACTGT 60
api-mir-novel16-3 CAAGGACGTCCATTTGACTGT 60
api-mir-novel16-1 CAAGGACGTCCATTTGACTGT 60
api-mir-novel33-4 CAAGGAAGTCCGTTAACCTGC 60
api-mir-novel33-2 CAAGGAAGTCCGTTAACCTGC 60
api-mir-novel33-1 CAAGGAAGTCCGTTAACCTGC 60
api-mir-novel33-3 CAAGGAAGTCCGTTAACCTGC 60
api-mir-novel58 CATGGAAGTCCGTTAACCTGC 60
api-mir-novel29a-2 CACGGACGTCCGTTTTCCTGC 60
api-mir-novel21a-1 CATGGGCATCCTTGTTCGT.. 59
api-mir-novel21a-4 CATGGGCATCCTTGTTCGT.. 59

Fig. 2.7 � Alignement multiple des précurseurs du cluster de taille 14. Les nucléotides
présents sur plus de 50 % des séquences sont représentés sur fond bleu, les autres sur
fond blanc ; les positions des microARN matures 5p et 3p et de la boucle, dé�nies sur
api-mir-novel38-3, sont schématisées en traits gras. Les alignements ont été obtenus avec
ClustalW. Figure obtenue à l'aide du paquet LATEX TeXshade [119].

de gènes on associe l'ensemble des classes de chacun de ses éléments. Le Tableau 2.7
montre les e�ectifs des di�érents ensembles observés.

La classi�cation des positions des clusters de gènes de microARN suit globalement
la distribution de la classi�cation des gènes avec 71 % des clusters qui sont intergé-
niques, 12 % sont introniques et 5 % sont exoniques. Sur l'ensemble des 52 clusters, 6
possèdent des positionnements multiples (12 %). Cette classi�cation multiple pourrait
être la conséquence d'une mauvaise annotation des gènes de microARN ou d'ARNm.
La description de 3 de ces 6 clusters est donc présentée ci-dessous.

Le cluster contenant les gènes api-mir-novel18-2, api-mir-novel18-3 et api-mir-novel42-
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mature-5p boucle mature-3p

10. 20. 30. 40.
api-mir-3055-5 ATCGTTTATCGCGAACCGCTATGTGATTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-3055-2 ATCGTTTATCGCGAACCGCTATGTGATTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-3055-1 ATCGTTTATCGCGAACCGCTATGTGATTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-3055-3 ATCGTTTATCGCGAACCGCTATGTGATTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-3055-4 ATCGTTTATCGCGAACCGCTATGTGATTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel195 ATCGCTTATCGCGAACCGCTATGTGATTTAAAATTTAGCG 40
api-mir-novel41a-1 ACCTAATATCATGAATTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel41a-2 ACCTAATATCATGAATTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel41a-3 ACCTAATATCATGAATTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel41b ACTTAATATCATGAATTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel43b GCCCAATATCGCGAAGTGCTATGTAGTTTAAAATTTAACA 40
api-mir-novel43a-5 GCCCAATATCGCGAAGTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel43a-3 GCCCAATATCGCGAAGTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel43a-4 GCCCAATATCGCGAAGTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel43a-1 GCCCAATATCGCGAAGTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40
api-mir-novel43a-2 GCCCAATATCGCGAAGTGCTATGTAGTTTAAAATTTAGCA 40

mature-3p

50.
api-mir-3055-5 GTTCGCGATAAGCGGCCG 58
api-mir-3055-2 GTTCGCGATAAGCGGCCG 58
api-mir-3055-1 GTTCGCGATAAGCGGCCG 58
api-mir-3055-3 GTTCGCGATAAGCGGCCG 58
api-mir-3055-4 GTTCGCGATAAGCGGCCG 58
api-mir-novel195 GTTCGTGATATTCGGCCG 58
api-mir-novel41a-1 GTTCGTGATATTCGGCCG 58
api-mir-novel41a-2 GTTCGTGATATTCGGCCG 58
api-mir-novel41a-3 GTTCGTGATATTCGGCCG 58
api-mir-novel41b GTTCGTGATATTCGGCCG 58
api-mir-novel43b GTTCGTGATATTCGGCTG 58
api-mir-novel43a-5 GTTCGCGATAAGTGGTCG 58
api-mir-novel43a-3 GTTCGCGATAAGTGGTCG 58
api-mir-novel43a-4 GTTCGCGATAAGTGGTCG 58
api-mir-novel43a-1 GTTCGCGATAAGTGGTCG 58
api-mir-novel43a-2 GTTCGCGATAAGTGGTCG 58

Fig. 2.8 � Alignement multiple des précurseurs du cluster de taille 16. Les nucléotides
présents sur plus de 50 % des séquences sont représentés sur fond bleu, les autres sur
fond blanc ; les positions des microARN matures 5p et 3p et de la boucle, dé�nies sur
api-mir-3055-5, sont schématisées en traits gras. Les alignements ont été obtenus avec
ClustalW. Figure obtenue à l'aide du paquet LATEX TeXshade [119].

2 (exonique et intergénique, Figure 2.9) possède deux gènes de microARN exoniques
issus de la même famille api-mir-novel18 et un gène intergénique api-mir-novel42-2.
La distance entre ces 3 gènes de microARN est de 1.240 nucléotides entre api-mir-
novel18-3 et api-mir-novel18-2 et de 497 nucléotides entre api-mir-novel18-2 et api-mir-
novel42-2. Les deux gènes exoniques sont au sein du même exon du 5'UTR du gène hôte
ACYPI54131, dont un est situé à la quasi �n de cet exon. Le gène intergénique est lui
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position du cluster nombre de clusters
{intergénique} 37
{intronique} 6
{exonique} 3

{exonique, intergénique} 3
{intronique, intergénique} 2
{exonique, intronique} 1

total 52

Tableau 2.7 � Classi�cation des positions génomiques des clusters de microARN et leur
e�ectifs.

situé directement en aval du début du gène ACYPI54131. Concernant les séquences de
ces trois gènes, api-mir-novel42-2 possède une séquence très proche des deux autres avec
seulement trois substitutions aux nucléotides 20 (A->G), 45 (A->T) et 58 (A->G). La
similarité de ces séquences laisse supposer que ces trois gènes sont issus du même gène
de microARN ancestral et que l'annotation de ce cluster est correcte.

100k 101k 102k 103k 104k

GL350396GL350396

match:clustermicroarn
GL350396_1

Official gene set 2.1
ACYPI54131-RA

Fig. 2.9 � Région génomique contenant le cluster GL350396_1 des microARN api-
mir-novel18-3, api-mir-novel18-2 et api-mir-novel42-2 et le gène hôte ACYPI54131. Le
cluster de microARN est représenté en haut en rouge. Les �èches schématisent les gènes
de microARN et le brin. Les gènes sont représentés en bas en violet. Les rectangles sché-
matisent les exons (foncé pour les régions traduites, clair pour les régions non traduites),
les traits les introns et la �èche le brin. La �gure a été extraite d'AphidBase.

Le deuxième cluster (exonique et intronique, Figure 2.10) contient tous les gènes de
la famille api-mir-3043 : api-mir-3043-1, api-mir-3043-2 et api-mir-3043-3. Deux gènes
sont exoniques (api-mir-3043-1 et api-mir-3043-3) et l'autre est intronique. Ces 3 gènes
sont quasiment équidistants les uns des autres avec des distances de 1.341 nucléotides et
1.336 nucléotides. Ces 3 gènes de microARN sont inclus dans 3 gènes hôtes ACYPI48456,
ACYPI082069 et ACYPI080956. Les deux gènes hôtes ACYPI48456 et ACYPI082069
possèdent une annotation RefSeq [108] mais aucun ne possède une protéine homologue
connue. Pour le gène hôte ACYPI080956, aucune annotation RefSeq ou protéine ho-
mologue n'est connue. De plus, l'annotation automatique de ce gène ne prédit aucune
séquence 5'UTR ni aucun séquence 3'UTR. L'hypothèse d'une mauvaise annotation
du gène ACYPI080956 n'est donc pas à exclure. Ce cluster comporterait donc un seul
gène de microARN exonique, api-mir-3043-3 et deux gènes de microARN introniques
api-mir-3043-1 et api-mir-3043-2, tous les trois au sein des gènes hôtes ACYPI48456 et
ACYPI082069.

Le troisième cluster (intronique et intergénique, Figure 2.11) inclut quatre gènes
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Fig. 2.10 � Région génomique contenant le cluster GL349650_1 des microARN api-mir-
3043-1, api-mir-3043-2 et api-mir-3043-3 et les gènes hôtes ACYPI48456, ACYPI082069
et ACYPI080956. Le cluster de microARN est représenté en haut en rouge. Les �èches
schématisent les gènes de microARN et le brin. Les gènes sont représentés en bas en
violet. Les rectangles schématisent les exons (foncé pour les régions traduites, clair pour
les régions non traduites), les traits les introns et la �èche le brin. La �gure a été extraite
d'AphidBase.

de microARN : api-mir-novel23-1, api-mir-novel23-2, api-mir-novel52b-2 et api-mir-
novel52b-4 qui appartiennent à deux familles de microARN di�érentes avec la famille
api-mir-novel23 qui est représentée au complet et la famille api-mir-novel52 pour laquelle
il manque trois gènes : deux sur le même sca�old mais à une distance trop élevée pour
être assimilé au même cluster et un sur un autre sca�old. De plus, les séquences entre
ces deux familles sont très proches. Sur ces 4 gènes de microARN, 3 sont introniques
au gène hôte ACYPI84584 (api-mir-novel52b-2, api-mir-novel23-2 et api-mir-novel23-1)
et le dernier est intergénique (api-mir-novel52b-4). De plus, comme pour le deuxième
cluster, les 4 gènes de microARN sont à des distances quasiment identiques : 1341 nu-
cléotides, 1360 nucléotides et 1343 nucléotides. Le fait que les 4 gènes proviennent de
deux familles très proches en séquence laisse supposer que ce cluster est annoté de façon
correcte.
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match:clustermicroarn
GL349650_3

Official gene set 2.1
ACYPI084584-RA

Fig. 2.11 � Région génomique contenant le cluster GL349650_3 des microARN api-
mir-novel23-1, api-mir-novel23-2, api-mir-novel52b-2 et api-mir-novel52b-4 et le gène
hôte ACYPI84584. Le cluster de microARN est représenté en haut en rouge. Les �èches
schématisent les gènes de microARN et le brin. Les gènes sont représentés en bas en
violet. Les rectangles schématisent les exons (foncé pour les régions traduites, clair pour
les régions non traduites), les traits les introns et la �èche le brin. La �gure a été extraite
d'AphidBase.

En regardant de façon plus proche trois des clusters annotés avec di�érentes po-
sitions, il apparaît que les gènes de microARN qui constituent chacun des clusters
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semblent provenir de la duplication d'un même gène ancestral ce qui laisse supposer
que ces clusters sont annotés de façon correcte.

Duplication des gènes de microARN

Duplication Le génome du puceron du pois possède un nombre élevé de gènes d'ARNm
dupliqués et un grand nombre de familles de gènes d'ARNm (environ 2.000) a subi une
expansion [15]. Le nombre de séquences uniques de précurseurs de microARN prédits
chez Acyrthosiphon pisum (329) inférieur au nombre de gènes (401) indique que, pour
les microARN, il y a aussi eu une potentielle duplication ou expansion à des positions
génomiques di�érentes de ces séquences de précurseurs.

Sur l'ensemble des 329 séquences uniques de précurseurs, 44 sont dupliquées avec
pour un précurseur donné, un nombre de gènes dupliqués allant de 2 à 5 (voir Tableau
2.8).

nombre de copies sur le génome nombre de précurseurs nombre de gènes
1 285 285
2 27 54
3 10 30
4 3 12
5 4 20

total 329 401

Tableau 2.8 � Nombre de précurseurs uniques et nombre de gènes de microARN présents
en 1, 2, 3, 4 ou 5 copies sur le génome.

L'ensemble des 116 gènes présents en plusieurs copies sur le génome représente 30 %
des 401 gènes de microARN identi�és chez A. pisum. Parmi l'ensemble des clusters
de gènes de microARN, seulement 3 sont constitués d'une même séquence répétée, les
clusters incluant api-mir-3043-1/-2/-3, api-mir-novel52b-1/-3 et api-mir-novel46-2/-3.
Les deux premiers clusters sont présents sur le même sca�old. Ce nombre représente
environ 5 % du nombre total de clusters identi�és chez le puceron du pois, ce qui est
en accord avec les observations faites chez d'autres espèces [116].

Familles de gènes de microARN au sein des clusters Les clusters de microARN
sont constitués de gènes qui sont proches sur le génome et ces clusters sont souvent for-
més par des duplications en tandem des microARN [25]. De plus, des gènes de microARN
qui sont issus d'une duplication ont de fortes chances de faire partie de la même famille
car ils ont la même séquence d'origine. On peut donc se demander si les clusters identi-
�és précédemment sont principalement constitués d'une même famille. Le Tableau 2.9
montre le nombre de familles qui sont présentes dans les 52 clusters où sont présentes
les familles avec qu'un seul gène. On peut voir que la majorité des clusters (46 %) inclue
deux familles. Viennent ensuite les clusters incluant une, trois, quatre ou cinq familles
et les clusters incluant six ou huit familles sont très peu représentés avec respective-
ment deux et un clusters. Les mêmes résultats sont présentés sur le Tableau 2.9 pour
D. melanogaster . On peut voir que, en valeur absolue, les e�ectifs sont di�érents ce qui
s'explique par le fait que le nombre total de clusters est di�érent, 52 pour A. pisum et 22
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pour D. melanogaster . Néanmoins, les pourcentages et les répartitions sont globalement
similaires entre les deux espèces.

nombre de familles présentes
nombre de clusters (%)

A. pisum D. melanogaster
1 6 (12 %) 2 (9 %)
2 24 (46 %) 12 (54 %)
3 8 (15 %) 4 (18 %)
4 5 (9 %) 0 (0 %)
5 6 (12 %) 1 (5 %)
6 2 (4 %) 2 (9 %)
7 0 (0 %) 1 (5 %)
8 1 (2 %) 0 (0 %)

total 52 (100 %) 22 (100 %)

Tableau 2.9 � Tableau du nombre de familles présentes dans les clusters pour A. pisum
et D. melanogaster .

Co-duplication des gènes de microARN et de leurs gènes hôtes Un grand
nombre de gènes d'ARNm du puceron du pois sont dupliqués [15] et de plus il a été
montré précédemment que 37 % (148) des gènes de microARN sont intragéniques (partie
2.2.2) et que au moins 30 % des gènes de microARN sont dupliqués (voir ci-dessus).
La répartition entre les positions intergéniques, introniques et exoniques des 116 gènes
issus de la duplication des 44 séquences de précurseurs est donnée ci-dessous :

� 79 gènes de microARN sont intergéniques ;
� 27 gènes de microARN sont introniques ;
� 10 gènes de microARN sont exoniques.
Il est possible que les 37 gènes de microARN intragéniques (27 introniques et 10

exoniques) et leurs gènes hôtes aient été co-dupliqués. Pour tester cette hypothèse, la
base de données PhylomeDB [109] (version 4) a été utilisée. Sur l'ensemble des 22 gènes
codant pour des protéines et incluant des gènes de microARN issus de duplication, seuls
6 d'entre eux (27 %) possèdent un arbre phylogénétique. Parmi ces 6 gènes hôtes, les
deux gènes de microARN introniques api-mir-novel25-1 et api-mir-novel25-2 possèdent
la même séquence et sont respectivement inclus dans les gènes hôtes ACYPI088736 et
ACYPI007348. Ces deux gènes hôtes sont annotés comme issus d'une duplication sur
PhylomeDB. La co-duplication d'un gène de microARN ancestral et de son gène hôte
ancestral explique potentiellement l'apparition de gènes de microARN avec la même
séquence au sein de gènes hôtes issus d'une même duplication. Le cas des gènes de
microARN api-mir-novel25-1 et api-mir-novel25-2 co-dupliqués avec leurs gènes hôtes
est le seul cas trouvé, à partir des données disponibles.

Il est possible que la duplication des gènes hôtes soit antérieure à la duplication des
gènes de microARN, auquel cas l'apparition d'un gène de microARN se serait fait au
sein de son gène hôte après la duplication de ce gène hôte. Une autre hypothèse serait
que le gène de microARN se soit bien co-dupliqué avec son gène hôte mais que l'un des
deux gènes de microARN possède maintenant une séquence di�érente dû à l'évolution
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rapide des microARN. Néanmoins, les informations concernant la duplication des gènes
étant fragmentaires, il se peut que certains gènes de microARN soient co-dupliqués avec
leurs hôtes respectifs mais que cette information ne soit pas disponible.

2.2.3 Les interactions prédites entre microARN et ARNm

À partir des catalogues des ARNm et des microARN du puceron du pois, il est
possible de prédire et proposer un catalogue des interactions entre ces molécules, en se
basant sur les caractéristiques de ces interactions décrites dans la littérature.

Dé�nitions

Nous distinguerons les graines, sites de �xation et interactions entre microARN
matures et ARNm comme suit :

� Graine : la séquence en 5' du microARN qui est complémentaire d'une séquence
sur le 3' UTR d'un transcrit. Celle-ci est nécessaire pour la �xation du microARN
mature sur l'ARNm qui permet la répression de la traduction ou le clivage du
transcrit de l'ARNm induit par le microARN. Cette séquence varie en taille et en
position suivant les dé�nitions, mais débute classiquement au 1er ou 2ème nucléo-
tide du microARN et fait entre 6 et 7 nucléotides ;

� Site de �xation d'un microARN : la séquence sur le 3'UTR du transcrit de l'ARNm
qui est complémentaire à la graine du microARN ;

� Interaction ou couple entre un microARN et un ARNm : une interaction entre
un microARN mature et un ARNm (interaction microARN/ARNm) est prédite
s'il existe au moins un site de �xation entre ce microARN mature et ce transcrit
d'ARNm.

Pour une interaction microARN/ARNm, il peut y a avoir plusieurs sites de �xation de
ce microARN mature sur l'ARNm.

À noter qu'il a été décidé de garder les distinctions de type � -1, -2 � obtenues sur les
gènes entre les microARN matures, même s'ils sont identiques. C'est-à-dire que si api-
mir-3051-1-5p cible ACYPI081796, alors api-mir-3051-2-5p ciblera aussi ACYPI081796.

Prédictions

A�n d'identi�er les régulations post-transcriptionnelles des transcrits d'ARNm par
les microARN matures, l'ensemble des sites de �xation des microARN matures sur les
3'UTR des transcrits d'ARNm doit être déterminé.

Il existe plusieurs méthodes de prédiction de ces sites de �xation. A�n de diminuer le
nombre de fausses prédictions, il a d'abord été testé de prendre l'intersection de trois de
ces méthodes : TargetScan (version 5, v5) [51], miRanda [57] et PITA [52]. Les seuils pour
chacune des méthodes étaient choisis en prenant les seuils qui permettaient d'obtenir le
ratio le plus élevé entre l'intersection des prédictions et le nombre de prédiction (l'indice
de Jaccard [120]). Néanmoins, Ritchie et al. [121] ont montré que prendre l'intersection
de plusieurs méthodes de prédictions ne permettait pas forcement d'avoir de meilleurs
résultats. Il a donc été décidé de ne prendre que TargetScan v5 car c'est l'une des
méthodes les plus strictes disponibles [47].
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L'ensemble des sites de �xation a donc été prédit à partir des séquences des 3'UTR
des gènes codant pour des protéines et des séquences des microARN matures en utilisant
TargetScan v5. La description de cette méthode et les �chiers utilisés pour la prédic-
tion ont été cités en 2.1.3. Les statistiques sur les prédictions du réseau d'interactions
microARN/ARNm sont indiquées Tableau 2.10.

seuil sites microARN ARNm sites de �xation couples

aucun 1 802 (100 %) 33.809 (100 %)
4.139.757
(100 %)

2.736.005 (100 %)

-0.3 1 802 (100 %) 31.964 (94,5 %)
1.162.561
(28,1 %)

961.915 (35,2 %)

aucun 2 801 (99,9 %) 26.382 (78 %)
2.125.692
(51,3 %)

740.280 (27,1 %)

-0.3 2 701 (87,4 %) 19.621 (58 %) 344.748 (8,3 %) 144.382 (5,3 %)

Tableau 2.10 � Résultat des prédictions de TargetScan avec ou sans seuil (seuil), avec
1 ou 2 sites de �xation minimum (sites). Sont indiqués le nombre de microARN ma-
tures (microARN) et d'ARNm concernés, le nombre de sites de �xation et le nombre
de couples microARN/ARNm (couples). Est indiqué entre parenthèses le pourcentage
d'éléments présents en fonction du nombre total d'éléments présents dans le réseau sans
seuil.

Trois types de contraintes ont été appliqués alternativement pour obtenir les réseaux
Tableau 2.10 :

1. Les sites de �xation doivent avoir un score inférieur ou égal à un seuil, ici -0.3 qui
a été utilisé dans d'autres publications [122, 123] ;

2. Les couples microARN/ARNm doivent avoir un nombre de sites de �xation du
microARN mature sur sa cible supérieur ou égal à un seuil, ici 2 sites de �xation ;

3. Les deux contraintes précédentes doivent être véri�ées.
La réduction du réseau aux sites de �xation avec un score inférieur ou égal à -0.3
permet de ne garder que les sites de �xation qui sont prédits comme induisant la plus
forte répression de la traduction de l'ARNm et/ou réduction de sa demi-vie [51] et
donc les sites de �xation qui ont potentiellement le plus d'in�uence. La �ltration du
réseau aux couples microARN/ARNm ayant au minimum 2 sites de �xation permet là
aussi de garder des couples où la répression sera la plus forte dû aux e�ets possibles de
coopération entre sites de �xation [51, 42] (voir l'Introduction pour plus de détails). De
plus, du fait du nombre élevé de faux positifs (voir l'Introduction pour plus de détails)
parmi les prédictions de sites de �xation, s'assurer qu'au moins 2 sites de �xation sont
prédits entre un microARN mature et un ARNm permet de diminuer la probabilité
que cette interaction soit fausse. L'utilisation conjointe des deux réductions permet de
centrer encore plus le réseau sur les interactions qui ont le plus d'in�uence et de limiter
le pourcentage de fausses interactions.

Pour le réseau sans restriction, tous les microARN matures prédits ciblent au mini-
mum 1 ARNm et sont donc présents dans le réseau. De plus, 33.809 ARNm parmi les
35.462 (95 %) utilisés pour la prédiction des sites de �xations sont ciblés par au moins 1
microARN mature pour un nombre total de sites de �xation de 4.139.757 qui représente
2.736.005 couples.
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Le premier seuil appliqué est la restriction sur le score des sites de �xation (2ème

ligne du Tableau 2.10). Le réseau limité aux sites ayant un score global inférieur ou
égal à -0.3 réduit grandement la combinatoire entre microARN matures et ARNm pour
un nombre inchangé de microARN matures et un nombre élevé d'ARNm. En e�et, les
nombre des sites de �xation et de couples passent respectivement à 1.162.561 (28,1 %)
et 961.915 (35,2 %) alors que le nombre de microARN et d'ARNm sont respectivement
de 802 (100 %) et 31.964 (94,5 %).

Pour le réseau limité aux couples possédant 2 sites de �xations (3ème ligne du Tableau
2.10), le nombre de microARN et d'ARNm ne baisse que très faiblement : respectivement
801 (99,9 %) et 26.382 (78 %). Le nombre de couples, 740.280 (27,1 %), approche le
nombre obtenu par la première réduction mais par contre le nombre de sites de �xation
reste élevé, 2.125.692 (51,3 %). Ce qui est cohérent car l'on prend en compte uniquement
les interactions microARN/ARNm avec deux sites de �xation

La troisième réduction est l'application des deux seuils (4ème ligne du Tableau 2.10,
2 sites de �xation avec pour les 2 un score global supérieur à -0.3). Cette réduction a
l'e�et le plus drastique en limitant grandement le nombre d'ARNm (19.621, 58 %), de
sites de �xation (344.748, 8,3 %) et de couples (144.382, 5,3 %) et moins fortement le
nombre de microARN matures (701, 87,4 %).

Sur l'ensemble des réductions appliquées au réseau, le nombre de microARN reste
quasi constant. Le nombre d'ARNm varie surtout avec l'application des 2 seuils. Pour la
combinatoire entre microARN matures et ARNm, les réductions ont toujours pour e�et
de diminuer fortement à la fois le nombre de sites de �xation et le nombre de couples.

A�n de comparer ces prédictions avec celles d'autres espèces, nous avons prédit par
TargetScan v5 les sites de �xation non conservés des microARN matures chez Dro-
sophila melanogaster . Les 3'UTR de D. melanogaster ont été téléchargés à partir de
FlyBase [110] pour la dernière version du génome (version 6.013), et les microARN à
partir de miRBase. Les réseaux pour A. pisum et D. melanogaster ont été comparés
avec un seuil de -0,3 sur le score. Le réseau de D. melanogaster contient 426 microARN
matures, 26.547 ARNm, 237.023 sites de �xation et 216.264 couples. Sur ce réseau, le
nombre moyen d'interactions est de 508 par microARN matures et de 8 par ARNm. Sur
le réseau puceron du pois, il y a en moyenne 1.191 interactions par microARN matures
et 30 par ARNm. On peut voir que les nombres d'interactions moyens sont supérieurs
chez A. pisum.

Nous pouvons faire plusieurs hypothèses pour expliquer ces di�érences. On peut
supposer que si un gène d'ARNm ancestral a été dupliqué et qu'il était ciblé par un
microARN mature, alors les ARNm issus de sa duplication seront eux aussi ciblés par
ce microARN mature. Et comme le nombre de duplications est important chez A. pi-
sum, ceci pourrait en partie expliquer que les microARN matures du pucerons du pois
ciblent quasiment deux fois plus en moyenne d'ARNm. Pour expliquer la di�érence du
nombre moyen d'interactions par ARNm, rappelons que sur miRBase (pour drosophile)
aucune distinction n'est faite entre deux séquences de microARN matures identiques
alors qu'ici pour le puceron du pois, nous avons gardé la distinction de type � -1, -2 �
pour les microARN matures. Ceci implique que dans le cas de deux microARN matures
identiques, deux interactions sont notées dans le réseau chez A. pisum, et une seule
pour D. melanogaster . De plus, les niveaux et qualités d'annotations di�èrent grande-

3ftp://ftp.flybase.net/genomes/Drosophila_melanogaster/current/fasta/

ftp://ftp.flybase.net/genomes/Drosophila_melanogaster/current/fasta/
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ment entre la drosophile et le puceron du pois. La présence de microARN ou de gènes
mal annotés pourrait aussi expliquer ces di�érences. Dans tous les cas, le nombre plus
élevé d'interactions microARN/ARNm chez A. pisum ouvre un champ important de
modi�cation de l'expression génique chez cette espèce.
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2.3 Résumé et conclusion : l'identi�cation et l'analyse d'un
nouveau catalogue de microARN chez A. pisum

Ce chapitre décrit le catalogue des microARN du pucerons du pois en utilisant les
nouvelles banques de séquences obtenues sur des embryons synchronisés du puceron du
pois à l'avenir asexués ou sexués. Sur l'ensemble des 7 espèces du phylum Hexapoda
dont fait partie Acyrthosiphon pisum, le nombre de précurseurs de microARN et le
nombre de microARN matures du puceron du pois font partie des plus élevés. Les 329
précurseurs identi�és correspondent à 401 gènes de microARN, ce qui indique une du-
plication des gènes de microARN. L'hypothèse d'un nombre important de duplications
est soutenue par la présence de nombreuses familles de microARN, comparée à Dro-
sophila melanogaster , et le fait qu'elles soient quasi uniquement constituées de gènes
identi�és uniquement chez A. pisum. Cette duplication et la divergence entre gènes
de microARN après duplication pourraient être à l'origine du nombre plus élevé de
précurseurs uniques de microARN et microARN matures uniques chez le puceron du
pois.

Plus de la moitié des gènes de microARN du puceron du pois (51,6 %) est réparti
en clusters génomiques. Cette répartition en clusters des gènes de microARN chez le
puceron est di�érente de celle observée chez Drosophila melanogaster. En e�et, le pour-
centage de clusters de � petite taille �, entre 2 et 3 gènes, est plus important chez
D. melanogaster, alors que chez A. pisum les clusters de taille � moyenne �, entre 4 et 6
gènes, sont plus abondants. Il est aussi apparu que le puceron possède trois clusters de
� grande taille � avec 12, 14 et 16 gènes de microARN. L'alignement montre que pour
ces trois clusters, les microARN appartiennent principalement aux mêmes familles qui
ont des séquences quasiment identiques. Ces clusters découleraient donc de la duplica-
tion d'un ou plusieurs gènes ancestraux, ce qui expliquerait le plus petit pourcentage de
clusters de � petite taille � car le taux de duplication plus élevé induirait des clusters
plus grands en nombre de gènes. De plus, on a pu voir que la répartition en familles de
gènes de microARN au sein des clusters étaient quasiment identique entre A. pisum et
D. melanogaster .

Ce chapitre introduit aussi le premier réseau d'interaction entre les microARN ma-
tures et les ARNm du puceron du pois précédemment identi�és [15, 78] et mis à jour
sur la version 2 du génome. Sans restriction, ce réseau prédit à l'aide de TargetScan
[51] implique l'ensemble des 802 microARN matures (issus des 401 gènes de microARN)
et 33.809 ARNm (ce qui représente 95 % des ARNm initialement utilisés pour la pré-
diction) pour un nombre de sites de �xation de 4.139.757 et un nombre de couples
de 2.736.005. Les di�érentes réductions opérées sur ce réseau permettent de limiter le
nombre de sites de �xation et le nombre d'interactions respectivement à 7 % et 4 % du
nombre initial pour l'association des 2 �ltres tout en gardant un nombre élevé de mi-
croARN et d'ARNm respectivement à 83 % et 47% du nombre initial pour l'association
des 2 �ltres.

Le réseau d'interactions microARN/ARNm obtenu, avec ou sans restriction, im-
plique l'ensemble des microARNmatures identi�és dans des embryons d'Acyrthosiphon pi-
sum et l'ensemble des ARNm identi�és dans la version 2 du génome. A�n de mettre en
évidence les di�érences dans les processus de régulation des ARNm par les microARN
entre le développement d'embryons à l'avenir asexué et le développement d'embryons à
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l'avenir sexué, le réseau doit être réduit aux microARN matures et ARNm dont l'expres-
sion évolue de façon di�érente au cours du développement des deux morphes étudiés.
La méthode utilisée pour extraire les microARN matures et les ARNm à ceux possé-
dant des cinétiques di�érentes ainsi que leurs analyses et le réseau qui découle de cette
réduction sont présentées dans le chapitre suivant.



Chapitre 3

Analyse, classi�cation et
comparaison des cinétiques
d'expression des ARNm et
microARN au cours du
développement des embryons sexués
et asexués du puceron du pois

Le chapitre précédent présente un réseau d'interactions entre les ARNm et les mi-
croARN matures du puceron du pois. Sur l'ensemble de ce réseau, seulement certains
éléments sont di�érentiellement régulés au cours du temps entre l'embryogenèse sexuée
et l'embryogenèse asexuée. Ce chapitre présente la méthode utilisée pour identi�er et
analyser les ARNm et les microARN di�érentiellement régulés entres les deux embryo-
genèses ainsi que la réduction du réseau d'interaction à ces éléments.
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3.1 Matériels et méthodes : discrétisation des cinétiques et
classi�cation des transitions cinétiques

Cette partie présente la façon dont les cinétiques d'expression des ARNm et mi-
croARN ont été analysées, discrétisées et comparées.

3.1.1 Description du paquet R edgeR

edgeR [124, 125, 126, 127] est une suite logicielle développée pour des analyses sta-
tistiques R [128]. Elle permet, entre autres, de faire une analyse di�érentielle entre deux
conditions pour des données issues de séquençage haut-débit (transcrits, exons, etc)
que nous appellerons éléments dans la suite pour rester générique. edgeR modélise par
un loi binomiale négative l'expression des éléments identi�és par le séquençage. Cette
binomiale négative possède deux paramètres : la valeur moyenne d'expression, qui cor-
respond à l'abondance de l'élément dans l'échantillon, et la variance, dont la valeur
dépend de la moyenne et d'un valeur de dispersion (voir plus loin). Dans notre cas,
l'analyse di�érentielle à l'aide de edgeR se fait en quatre étapes :

1. Calcul des facteurs de normalisation des tailles brutes des banques de séquençage
par rapport à une banque de référence en utilisant la méthode � trimmed mean
of M-values � (TMM) développée par Robinson et Oshlack [129]. Cette méthode
part du principe que peu d'éléments sont di�érentiellement exprimés. Elle calcule
donc les facteurs qui permettent de minimiser le log de l'accroissement (log-fold
change) pour la majorité des éléments sur l'ensemble des banques en supprimant
les éléments fortement exprimés ou avec un rapport logarithmique de probabilité
(log-ratio) élevé dans l'analyse. La fonction utilisée est : calcNormFactors ;

2. Estimation de la dispersion entre les di�érentes banques avec une valeur de dis-
persion identique pour l'ensemble des éléments dans les banques. C'est-à-dire que
la di�érence entre le paramètre de variance pour chacun des éléments ne dépendra
que de la valeur de la moyenne. La fonction utilisée est : estimateCommonDisp ;

3. Estimation de la dispersion spéci�que à chacun des éléments. A�n de pallier le
nombre souvent faible d'échantillons, la dispersion de chaque élément est � tirée �
vers la dispersion commune. La fonction utilisée est : estimateTagwiseDisp ;

4. Pour chacun des éléments, un test de di�érence de moyenne entre deux groupes
de variables dont les distributions suivent une loi binomiale négative est e�ectué.
Ce test développé par Robinson et Smyth [125] permet d'associer une p-value à
chacune des comparaisons entre éléments pour deux groupes, c'est-à-dire deux
conditions biologiques dans notre cas. La fonction utilisée est : exactTest.

L'ensemble de ces fonctions a été utilisé avec les paramètres par défaut.

3.1.2 Discrétisation des cinétiques d'expression

A�n de discrétiser les cinétiques sexuées et asexuées, le test statistique que nous
venons de décrire a été appliqué entre les expressions aux temps Ti et Ti+ 1 à la fois
pour les ARNm d`une part, et les microARN d`autre part, prenant en compte les répé-
titions biologiques et techniques (voir chapitre 2.1.2 tableau 2.2). Pour chaque paire de
pas de temps consécutifs, un test statistique de di�érence de moyennes entre les deux
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échantillons suivant une loi binomiale négative a été e�ectué par edgeR. L'ensemble
des p-values a été ajusté par la méthode de Benjamini et Hochberg [130]. L'expression
entre les temps Ti et Ti+ 1 a été considérée comme di�érente quand la p-value ajustée
associée au test entre ces deux temps était inférieure ou égale au seuil de 5 %. Une
fois les di�érences signi�catives entre l'ensemble des temps Ti et Ti+ 1 obtenues, ces
di�érences ont été discrétisées de la façon suivante :

� 0 si la di�érence d'expression entre Ti et Ti+ 1 n'est pas signi�cative ;
� 1 si la di�érence d'expression entre Ti et Ti+ 1 est signi�cative et que l'expression
croît en fonction du temps ;

� -1 si la di�érence d'expression entre Ti et Ti+ 1 est signi�cative et que l'expression
décroît en fonction du temps.

Pour les ARNm, la discrétisation a été e�ectuée sur le comptage des 36.990 séquences
d'ARNm pour l'ensemble des 19 banques de séquençage (les comptages pour les trois
réplicats de séquençage pour le temps T0 ont été sommés). La discrétisation pour les
cinétiques des microARN a été e�ectuée sur le comptage des 573 séquences uniques
de microARN matures pour l'ensemble des 21 banques de séquençage (les comptages
pour les trois réplicats de séquençage pour chacun des réplicats biologiques ont été
sommés). Pour les ARNm et les microARN matures, le même protocole a été appliqué.
Les résultats sur ces discrétisations sont résumés dans les Tableaux 3.2 et 3.5 dans la
partie 3.2.1. Ils présentent les valeurs discrètes associées respectivement aux ARNm et
aux microARN matures entre chaque pas de temps consécutif, pour les pro�ls sexués et
asexués séparément.

Pour chacun des ARNm et des microARN matures, la dynamique d'expression est
représentée par un couple de pro�ls de trois valeurs discrètes prenant leur valeur dans
{-1,0,1}, l'un pour la cinétique sexuée et l'autre pour la cinétique asexuée. Par exemple
le pro�l sexué S={0,1,-1} d'un microARN ou d'un ARNm avec un seuil de 5 % signi�e
que les expressions aux temps T0 et T1S ne sont pas signi�cativement di�érentes, que
l'expression au temps T1S est statistiquement plus faible que l'expression au temps T2S

et que l'expression au temps T2S est statistiquement plus élevée que l'expression au
temps T3S. Dans la suite de la thèse, le mot � pro�l � sera utilisé pour faire référence à
ces pro�ls sexués (S) ou asexués (A) associés aux ARNm et microARN matures.

3.1.3 Classi�cation des transitions cinétiques

A�n de caractériser les transitions des cinétiques sexuées vers les cinétiques asexuées
pour chacun des ARNm et des microARN matures, un ensemble de neuf règles qui
généralisent et classi�ent les di�érences entre le caractère sexué et le caractère asexué
a été dé�ni. Ces règles ont pour but d'aider à l'interprétation, c'est-à-dire de distinguer
des cinétiques comparables du point de vue de la régulation. Elles permettent trois
choses :

1. Partitionnement des couples de pro�ls ;

2. Prise en compte d'une évolution monotone, transitoire ou encore d'un décalage
temporel ;

3. Regroupement possible des règles par paires positives/négatives.

Ces règles caractérisent le changement de la cinétique sexuée vers la cinétique
asexuée, dans cet ordre. Elles ont été dé�nies pour couvrir l'ensemble des 36− 33 = 702
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combinaisons possibles pour les six valeurs associées à un élément et où il y a au moins
une di�érence entre le pro�l S et A pour une ième valeur : ∃i ∈ {1, 2, 3} vsi 6= vai . La
partie qui suit décrit ces neuf règles, les classe positivement ou négativement et donne
entre parenthèse le nombre de combinaison de pro�ls qui sont couverts par chacune des
règles. On note regle(S,A) si le couple de pro�l S,A correspond à la règle regle.

Deux règles sont dé�nies pour une évolution monotone, une positive : � augmente �
(189) et une négative : � diminution � (189) :

augmente(S,A) ⇔ ∀vsi , vai , i ∈ {1, 2, 3} vsi ≤ vai ;
diminution(S,A) ⇔ ∀vsi , vai , i ∈ {1, 2, 3} vsi ≥ vai .

Deux règles sont dé�nies pour un décalage temporel, une positive : � avance � (18)
et une négative : � retard � (18), où x1, x2 ∈ {−1, 1} :

avance(S,A)⇔ S = (0, 0, x1) ∧A = ((0, x1, 0) ∨ (x1, 0, 0)) ∨
S = (0, x1, 0) ∧A = (x1, 0, 0) ∨
S = (0, x1, x2) ∧A = ((x1, 0, x2) ∨ (x1, x2, 0)) ∨
S = (x1, 0, x2) ∧A = (x1, x2, 0).

retard(S,A)⇔ S = (0, x1, 0) ∧A = (0, 0, x1) ∨
S = (x1, 0, 0) ∧A = ((0, x1, 0) ∨ (0, 0, x1)) ∨
S = (x1, 0, x2) ∧A = (0, x1, x2) ∨
S = (x1, x2, 0) ∧A = ((0, x1, x2) ∨ (x1, 0, x2)).

Quatre règles ont été dé�nies pour une évolution transitoire, deux positives : � appa-
rition pic positif � (7) et � disparition pic négatif � (7) et deux négatives : � apparition
pic négatif � (7) et � disparition pic positif � (7), où x ∈ {−1, 0, 1} :

apparitionP icPositif(S,A)⇔ S = (x, 0, 0) ∧A = (x, 1,−1) ∨
S = (0, 0, x) ∧A = (1,−1, x) ∨
S = (0, 0, 0) ∧A = (1, 0,−1).

disparitionP icNegatif(S,A)⇔ S = (x,−1, 1) ∧A = (x, 0, 0) ∨
S = (−1, 1, x) ∧A = (0, 0, x) ∨
S = (−1, 0, 1) ∧A = (0, 0, 0).

apparitionP icNegatif(S,A)⇔ S = (x, 0, 0) ∧A = (x,−1, 1) ∨
S = (0, 0, x) ∧A = (−1, 1, x) ∨
S = (0, 0, 0) ∧A = (−1, 0, 1).

disparitionP icPositif(S,A)⇔ S = (x, 1,−1) ∧A = (x, 0, 0) ∨
S = (1,−1, x) ∧A = (0, 0, x) ∨
S = (1, 0,−1) ∧A = (0, 0, 0).

Une règle, � défaut � (260), est associée par défaut à tous les couples de pro�ls qui
ne correspondent à aucune des huit règles précédentes. Le Tableau 3.1 redonne une
dé�nition des règles et la Figure 3.1 illustre ces règles.
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Ces règles sont mutuellement exclusives, c'est-à-dire qu'un couple de pro�ls ne sera
associé qu'à une et une seule règle a�n d'aider à l'interprétation. Pour chacun des ARNm
et des microARN matures, la règle à laquelle correspond le couple de pro�ls sera associée
à cet ARNm ou ce microARN mature.

règle description (sexué vers asexué)
exemple

sexué asexué

augmentation
Au moins l'une des trois valeurs
augmente et les autres sont iden-
tiques.

-1, 0, -1 -1, 1, 0

diminution
Au moins l'une des trois valeurs di-
minue et les autres sont identiques.

-1, 0, -1 -1, -1, -1

avance
Une ou deux valeurs sont avancées.
Ce/ces valeurs remplacent un zéro
ou une des valeurs qui bougent.

0, 1, 1 1, 1, 0

retard
Une ou deux valeurs sont retardées.
Ce/ces valeurs remplacent un zéro
ou une des valeurs qui bougent.

-1, -1, 0 -1, 0, -1

apparition pic positif
Un pic d'expression positif appa-
raît.

-1, 0, 0 -1, 1, -1

apparition pic négatif
Un pic d'expression négatif appa-
raît.

-1, 0, 0 -1, -1, 1

disparition pic positif
Un pic d'expression positif dispa-
raît.

1, 0, -1 0, 0, 0

disparition pic négatif
Un pic d'expression négatif dispa-
raît.

-1, 1, 1 0, 0, 1

défaut
Le couple ne correspond à aucune
autre règle.

0, 1, 1 1, 0, 0

Tableau 3.1 � Tableau décrivant les règles permettant de partitionner en neuf classes
les di�érences entre le pro�l sexué et le pro�l asexué pour les ARNm et les microARN
matures. Pour chacune des règles, une description est donnée ainsi qu'un exemple.

3.1.4 Étude des ARNm di�érentiellement exprimés enrichis en anno-
tations fonctionnelles

Obtention des ARNm di�érentiellement exprimés enrichis en annotations
fonctionnelles par Blast2GO

Blast2GO [97, 98] permet, en plus des fonctionnalités décrites précédemment, de
calculer un enrichissement en annotations fonctionnelles d'un sous-ensemble d'ARNm
d'intérêt possédant une annotation fonctionnelle (ici les ARNm qui seront di�érentielle-
ment exprimés) contre l'ensemble des ARNm annotés (la liste de référence). L'annota-
tion utilise des termes de l'ontologie GO. Pour savoir si une annotation GO donnée est
enrichie dans une liste d'ARNm spéci�que, Blast2GO e�ectue un test exact de Fisher
entre d'une part le ratio entre le nombre d'ARNm possédant cette annotation et ceux ne
possédant pas cette annotation dans le sous-ensemble d'ARNm d'intérêt, contre d'autre
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Fig. 3.1 � Schéma des couples de pro�ls des cinétiques sexuées et asexuées associés
aux principales règles de transitions décrites dans le Tableau 3.1. Pour chacun des huit
schémas illustrant les huit règles, les quatre temps T0, T1, T2, T3 sont visibles en haut
et le nom de la règle en bas. Le pro�l sexué est schématisé en bleu et par la lettre S et
le pro�l asexué est schématisé en rouge et par la lettre A. Pour chacune des règles, des
�èches lient les valeurs qui changent entre le pro�l sexué et asexué et qui caractérisent
le classement du couple de pro�ls par cette règle.

part ce même ratio mais obtenu sur l'ensemble des ARNm de référence. Les di�érents
tests exacts de Fisher ont été réalisés ici en utilisant l'interface graphique de Blast2GO1

avec un seuil sur les p-values ajustées à 5 %.

Visualisation et analyse des ARNm di�érentiellement exprimés enrichis en
annotations fonctionnelles

A�n de supprimer la redondance, de résumer et de visualiser les résultats obtenus sur
les annotations GO qui sont enrichies, le logiciel REViGO2 [131] a été utilisé. REViGO
fournit, à partir d'une liste de termes GO, un ensemble de clusters de termes GO
similaires. Cela permet d'obtenir une partition des termes en fonction de leur similarité.

Étant donné un ensemble de termes GO enrichis avec une p-value associée, REViGO
va pour chaque paire de termes calculer une similarité : celle par défaut et qui a été
utilisée ici est la similarité SimRel [132]. Elle renvoie une valeur comprise entre 0 et 1,

1Disponible à cette adresse : http://www.blast2go.com/b2ghome
2http://revigo.irb.hr/

http://www.blast2go.com/b2ghome
http://revigo.irb.hr/
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où une valeur de 1 signi�e que les termes sont similaires. En partant des deux termes ti
et tj les plus similaires, REViGO garde les deux termes s'ils ont un degré de similarité
inférieur à un certain seuil (0,7 par défaut). Sinon un ensemble de règles est utilisé pour
choisir quel terme est supprimé. Un résumé des di�érentes étapes et des règles de choix
sont présenté Figure 3.2.

Fig. 3.2 � Les di�érentes étapes et règles de la méthode REViGO. *Si le terme �ls
représente 75 % ou plus de l'ensemble des termes �ls u terme parent, alors le terme
parent est supprimé à la place du terme �ls. Figure tirée de Supek et al. [131].

Les termes qui subsistent à la �n de cette procédure sont les termes qui représente-
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ront les clusters de termes GO et où un terme est associé à un cluster si sa similarité
est la plus élevée pour le terme représentant ce cluster. REViGO permet de visualiser
ces clusters notamment par une visualisation par un diagramme de dispersion. Ce dia-
gramme est obtenu en utilisant la similarité entre les clusters et en les projetant sur
deux axes, appelés axes sémantiques, à l'aide entre autre du multidimensional scaling
(MDS).
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3.2 Résultats : Comparaison des expressions géniques entre
embryons sexués et asexués

L'objectif des expériences réalisées vise à comparer des pro�ls d'expression des
ARNm et des microARN matures dans des embryons du puceron du pois engagés dans
un développement sexué ou asexué. Ceci permettra par la suite de réduire le graphe
d'interactions aux éléments d'intérêt : on ne retient que les interactions entre des mi-
croARN et des ARNm possédant des cinétiques di�érentes entre les développements
sexués et asexués. Le protocole expérimental présenté précédemment (voir Figure 2.1)
indique la façon d'obtenir des cinétiques de développement embryonnaire synchrones
entre les embryogenèses sexuées et asexuées. Les échantillons obtenus correspondent à
di�érents stades embryonnaires (du Stade 17 ou Stade 20, voir Tableau 2.2) à la fois
des embryons sexués et asexués.

La Figure 3.3 ci-dessous décrit les deux cinétiques d'embryogenèses ainsi obtenues.
Le temps T0 correspond au stade 17 qui est le stade dit �exible où l'application de
kinoprène permet de diriger le devenir d'embryons à l'avenir sexué en embryons à l'avenir
asexué. Les extractions aux stades 18, 19 et 20 sont les extractions obtenues à la fois chez
les pucerons sans application de kinoprène (sexués : S) et avec application de kinoprène
(asexués : A). Le temps T0 est donc commun aux deux cinétiques et les temps T1, T2

et T3 sont spéci�ques aux cinétiques. Les temps S={T0,T1S,T2S,T3S } constituent la
cinétique sexuée et les temps A={T0,T1S,T2S,T3S } constituent la cinétique asexuée.

Stade 18 Stade 19 Stade 20

T
1S

T
2S

T
3S

T
2A

T
3A

Sexué

Asexué

Stade 17
flexible

Jours courts

Jours longs

Embryon T
1A

T
0

Fig. 3.3 � Schéma des cinétiques obtenues sur des embryogenèses de puceron femelles
à l'avenir sexué ou asexué pour les stades 17, 18, 19 et 20. En bleu : l'embryogenèse
sexuée (S) ; en rouge l'embryogenèse asexuée (A) ; les temps T0, T1S, T2S, T3S et T1A,
T2A, T3A représentent respectivement les extractions aux stades 17, 18 sexué, 19 sexué,
20 sexué et 18 asexué, 19 asexué, 20 asexué.

Cette partie présente tout d'abord l'identi�cation des ARNm et des microARN qui
sont di�érentiellement régulés entre les embryogenèses sexuées et asexuées. Par la suite,
il est décrit comment la réduction de ces deux catalogues permet de limiter le nombre
d'interactions du réseau.
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3.2.1 Identi�cation et classi�cation des ARNm et des microARN ma-
tures régulés

Cette étude consiste à comparer l'expression des ARNm et des microARN pendant
le développement de deux types d'embryons. A�n d'aider à l'interprétation, il a été
décidé de discrétiser l'expression entre chaque paire de pas de temps consécutifs a�n de
rendre comparable les cinétiques d'expression.

Identi�cation et classi�cation des ARNm

Identi�cation des ARNm di�érentiellement régulés Pour l'ensemble des ARNm
et pour les deux cinétiques, sexuée : S={T0,T1S,T2S,T3S } et asexuée : A={T0,T1S,T2S,T3S

}, une discrétisation de l'évolution de l'expression entre chaque paire de pas de temps
consécutifs a été e�ectuée (voir partie 3.1.2). Les résultats obtenus pour l'ensemble des
ARNm sont présentés dans le Tableau 3.2 ci-dessous.

sexué (% de variation pour le pro�l asexué)
valeur T0/T1S T1S/T2S T2S/T3S

0 27.397 (-0,1%) 32.969 (+0,2%) 31.005 (+1,4%)
-1 5.585 (-0,2%) 1.190 (+3,4%) 2.625 (-15,6%)
1 4.008 (+1,2%) 2.931 (-7,7%) 3.360 (-0,7%)

total (-1/1) 9.593 (+0,4%) 4.121 (-4%) 5.985 (-7,2%)

Tableau 3.2 � Nombre d'ARNm associés aux valeurs discrètes -1, 0 et 1 pour l'en-
semble des paires de pas de temps consécutifs des cinétiques sexuées. Pour les cinétiques
asexuées, le pourcentage de di�érence est présenté entre parenthèses. L'analyse a été
faite sur l'ensemble des 36.990 séquences uniques d'ARNm. La dernière ligne représente
la somme des lignes -1 et 1.

On peut voir que la répartition des ARNm en -1, 0 et 1 pour des temps consécutifs
identiques est semblable entre la cinétique sexuée et la cinétique asexuée. Le nombre
d'ARNm ayant une valeur di�érente de zéro varie entre environ 10 % (di�érence entre
T1S/2A et T2S/2A) et 26 % (T0/T1S/1A). Cette di�érence de répartition nous indique que
les plus grandes variations d'expression se font entre le temps T0 et le temps T1 pour
la cinétique sexuée et la cinétique asexuée. Le temps T0 est le dernier temps pendant
lequel l'embryon est sensible au kinoprène, où son avenir n'est pas encore déterminé, ce
qui veut dire que le moment où l'on observe le plus d'ARNm dont l'expression évolue
est le moment où l'embryon passe d'un état �exible à un état où il ne l'est plus. De plus,
les pourcentages de variation entre l'embryogenèse sexuée et asexuée sont globalement
faibles. Sauf pour la transition T2S/T3S valeur -1 (baisse de l'expression) qui pourrait
montrer une régulation di�érente au dernier stade de type répression supérieure dans le
cas sexué.

Pour chacun des ARNm, deux pro�ls cinétiques discrétisés sont obtenus : l'un pour
le développement sexué et le second pour le développement asexué. Pour résumer :
pour chaque ARNm, on dé�nit ainsi à la fois un vecteur (pro�l) de trois valeurs pour
la cinétique sexuée et un vecteur pour la cinétique asexuée. Ce sont ces deux pro�ls
qui sont ensuite comparés. Dans la suite de la thèse, le mot pro�l est utilisé pour faire
référence à ces pro�ls sexués ou asexués associés aux ARNm et composés de valeurs
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discrètes. Parmi les 36.990 ARNm, 4.996 ARNm (13,5 %) ont un pro�l sexué qui est
di�érent du pro�l asexué par au moins une valeur. Par la suite, nous décrirons ces
ARNm comme ayant des cinétiques di�érentielles.

Enrichissement fonctionnel des ARNm di�érentiellement régulés Au sein des
ARNm ayant des cinétiques di�érentielles, 1.640 possèdent une annotation GO. À l'aide
du logiciel Blast2GO (voir partie 3.1.4), un enrichissement fonctionnel a été réalisé sur
ces 1.640 ARNm contre la liste de référence comprenant 10.062 ARNm (nombre des
ARNm du pucerons du pois ayant une annotation GO). Sur les 2.340 annotations GO
di�érentes pour les ARNm ayant des cinétiques di�érentielles, 39 sont enrichies dont
25 dans la classe processus biologique (biological process, BP), deux dans la classe
fonction moléculaire (molecular fonction, MF) et 12 dans la classe composante cellulaire
(cellular component, CC). Au vu du faible nombre dans la classe MF et du caractère
peu informatif des annotations de la catégorie CC dans cette étude, seule une analyse
par REViGO des annotations BP a été faite, avec les paramètres par défaut. La Figure
3.4 représente l'ensemble des clusters obtenus sur BP avec les termes les représentant,
et le Tableau 3.3 représente l'ensemble des annotations GO BP enrichies ainsi que les
log10 p-value qui ont été obtenues par Blast2GO.

Les 25 annotations sont regroupées en neuf groupes, avec les cluster 1, 5, 7 et 9
qui regroupent plusieurs termes. Le cluster 1, incluant quasiment la moitié des termes,
regroupe des termes associés à la régulation négative de l'expression des gènes, de la
transcription et de certaines branches du métabolisme. Le second cluster en importance
par rapport au nombre de termes, le cluster 5, regroupe des termes concernant le dé-
veloppement et notamment le développement du système nerveux. Le cluster 7, qui
béné�cie d'un fort support en ARNm annoté (plus de 200), concerne des termes liés au
de développement anatomique. Le cluster 9 concerne des termes liés à la transcription
par l'ARN polymérase II.

On peut voir qu'un certain nombre de termes concernent soit la régulation de la
transcription, soit le développement. Cette dernière fonction est cohérente vue l'expéri-
mentation menée : la réduction des ARNm à ceux possédant des cinétiques di�érentes
entre le développement d'embryons sexués et le développement d'embryons asexués. En
nombre d'ARNm annotés, on observe une forte signature du cluster 7. De même pour
le cluster 5 où seul le terme � central nervous system development � est faiblement re-
présenté en nombre d'ARNm annotés. Pour le cluster 1, les termes sont globalement
peu représentés mais de façon uniforme. Le cluster 9 possède la plus faible signature en
terme de nombre d'ARNm.

Il semble que parmi les ARNm ayant des cinétiques di�érentielles, un nombre élevé
soit annoté par des fonctions ayant un lien avec le développement et des fonctions de
régulation.

Classi�cation des ARNm di�érentiellement régulés Les 4.996 ARNm ayant des
cinétiques di�érentielles ont ensuite été classés a�n de comparer l'ensemble des pro�ls
des développements embryonnaires sexués et asexués. La méthode utilisée pour classer
les ARNm avec des cinétiques di�érentielles à l'aide de règles dé�nis a priori est décrite
partie 3.1.3. Le Tableau 3.4 présente le nombre d'ARNm associé à ces règles.

On peut voir que les deux règles dominantes sont les règles � augmentation � et
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Fig. 3.4 � Figure des clusters de termes GO BP obtenue par REViGO avec les para-
mètres par défaut. Le nom a�ché est celui des termes représentant les clusters et les
valeurs de log10 p-value sont obtenues à partir des résultats de Blast2GO.

règle nombre
augmentation 2434

diminution 2256
avance 134
retard 75

apparition pic négatif 25
disparition pic négatif 22
disparition pic positif 20

défaut 19
apparition pic positif 11

total 4.996

Tableau 3.4 � Distribution décroissante du nombre d'ARNm parmi les ARNm di�éren-
tiellement régulés associés à chacune des règles décrites partie 3.1.3.
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� diminution � qui regroupent à elles seules 4.690 ARNm (93,9 %). Sur les 306 ARNm
restants (6,1 %), les règles � avance � et � retard � sont associées à 209 ARNm (68,3 %
des 306 ARNm). Pour l'ensemble des 5 autres règles, le nombre d'ARNm est réparti de
façon semblable. La répartition des ARNm entre ceux avec une avance et ceux avec un
retard est di�érente, avec quasiment le double d'ARNm qui suivent la règle � avance �
comparé à ceux qui suivent la règle � retard �. Notons que le couple � avance/retard �
est le seul couple qui présente une distribution asymétrique, en faveur d'un signal plus
précoce pour les embryons asexués.

Identi�cation et classi�cation des microARN matures

De la même façon que pour les ARNm, la discrétisation a été faite sur les microARN
matures (description partie 3.1.2) et le résultat est présentée Tableau 3.5.

sexué asexué
valeur T0/T1S T1S/T2S T2S/T3S T0/T1A T1A/T2A T2A/T3A

0 556 567 569 564 573 565
-1 1 0 2 0 0 2
1 16 6 2 9 0 6

total (-1/1) 17 6 4 9 0 8

Tableau 3.5 � Nombre de séquences de microARN matures associées aux valeurs dis-
crètes -1, 0 et 1 pour l'ensemble des paires de pas de temps consécutifs des cinétiques
sexuées et asexuées. Pour chacune des cinétiques, sexuée à gauche et asexuée à droite, le
nombre de séquences de microARN mature possédant des expressions décroissantes (-1),
constantes (0) et croissantes (1) entre chaque paire est noté. L'analyse a été faite sur
l'ensemble des 573 séquences uniques de microARN matures. La dernière ligne présente
la somme des lignes -1 et 1.

Le pourcentage de microARN matures dont l'expression varie entre deux stades est
très faible. Les e�ectifs sont trop petits pour en tirer des conclusions robustes. On note
que le nombre de microARN matures avec une valeur di�érente de 0 est supérieur dans le
cas des embryons sexués et que la transition T0/T1S, comme pour les ARNm, regroupe
la majorité des microARN matures di�érentiellement exprimés.

Comme pour les ARNm, les microARN matures présentant des cinétiques di�éren-
tielles ont étés identi�és. 15 microARN matures possèdent des cinétiques di�érentes
parmi les 573 microARN matures (2,6 %), ce qui représente un faible pourcentage par
rapport à celui observé chez les ARNm (13,5 %).

Classi�cation des microARNmatures di�érentiellement régulés Comme pour
les ARNm, les microARN matures ayant des cinétiques di�érentielles ont ensuite été
classés a�n de comparer l'ensemble des pro�ls des développements embryonnaires sexués
et asexués (partie 3.1.3). Les règles associées aux 15 microARN matures sont visibles
Tableau 3.6 ainsi que leurs pro�ls et des annotations/fonctions associées si elle sont
connues.

Sur l'ensemble des 9 règles qui ont été dé�nies, seulement 4 sont associées aux
microARN matures avec une grande majorité associée à la règle � diminution � (67 %).
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Néanmoins l'e�ectif est trop faible pour tirer des conclusions sur la répartition des règles.
Neuf des 15 microARNmatures ayant des cinétiques di�érentes ont déjà été identi�és

dans d'autres espèces et on peut noter que api-mir-14 a déjà été identi�é par Legeai et
al. [81] comme di�érentiellement exprimé entre les morphes sexupares et virginopares. Si
l'on observe les di�érentes annotations disponibles associées à ces microARN, certaines
sont communes à plusieurs microARN : on peut voir que api-mir-281 et api-mir-14 sont
décrits comme étant impliqués dans des processus qui concernent l'ecdysone, une des
hormones chez les insectes régulant la mue et le développement des insectes. Notons
que api-mir-263a et api-mir-1000 ont été détectés tous les deux comme exprimés respec-
tivement dans les têtes du ver à soie et de l'abeille, et que api-mir-263a et api-mir-14
sont impliqués dans l'apoptose. Le microARN api-mir-278 est impliqué dans la division
des cellules souches germinales, ce qui est cohérent avec le système biologique étudié
ici puisque les di�érents embryons développent des lignées germinales soit a-méiotiques
(reproduction asexuée) soit méiotique (reproduction sexuée). Le microARN api-mir-14
régule l'insuline, molécule potentiellement impliquée dans la réception de la photopé-
riode [74]. En�n, api-mir-1 est impliqué dans la di�érenciation des cellules musculaires
et les cinétiques sur lesquelles nous travaillons concernent des embryons en développe-
ment et probablement la construction des muscles du futur organisme. Ainsi, plusieurs
des annotations des microARN régulés lors du changement du mode de reproduction
correspondent à des attendus quant aux fonctions biologiques associées.

Il nous semble important de préciser la transition entre le T0 et les deux T1A et T1S,
car c'est à ce stade développemental que l'on passe d'embryons �exibles (ou plastiques
à la condition environnementale) à des embryons engagés dans des voies développe-
mentales. Sept microARN matures ont une di�érence entre T0 et T1S/1A, associés à la
règle � défaut �. Ainsi, près de la moitié des microARN régulés le sont déjà dès cette
transition précoce.

En conclusion de cette partie, nous avons identi�é des catalogues d'ARNm et de mi-
croARN régulés entre les deux embryogenèses sexuées et asexuées, et classés les ARNm
et microARN en types de pro�ls d'expression (règles) les di�érenciant entre ces deux
types d'embryogenèse.

3.2.2 Réseau d'interaction entre microARN et ARNm régulés

Une fois les ARNm et microARN matures di�érentiellement régulés entre les deux
embryogenèses identi�és, le réseau d'interactions entre microARN matures et ARNm dé-
�ni précédemment sur l'ensemble des ARNm et des microARN du puceron du pois peut
être réduit aux seules interactions impliquant ces éléments di�érentiellement régulés.

Le Tableau 3.7 présente le nombre d'interactions impliquant des microARN matures
et des ARNm di�érentiellement régulés sur les quatre réseaux décrits dans la partie
2.2.3 : sans seuil, avec un seuil sur le score des sites de �xation (2ème ligne), avec un
seuil sur le nombre de sites de �xation par couples (3ème ligne) et avec les deux seuils
(dernière ligne).

Pour le premier réseau sans seuil et avec un site, les 15 microARN régulés sont
conservés. Par contre, 33,6 % des ARNm avec des cinétiques di�érentes ne sont ciblés
par aucun des 15 microARN matures et ils ne sont donc pas dans le(s) réseau(x).
Pour les deux contraintes utilisées de façon séparée (2ème et 3ème lignes du Tableau), les
pourcentages de conservation en comparaison au réseau sans seuil sont semblables à ceux
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seuil sites microARN ARNm sites de �xation couples
aucun 1 15 (100 %) 3.316 (100 %) 10.576 (100 %) 6.824 (100 %)
-0.3 1 15 (100 %) 1.810 (54,6 %) 2.795 (26,4 %) 2.250 (33 %)
aucun 2 14 (93,3 %) 1.491 (45 %) 5.657 (53,5 %) 1.965 (28,8 %)
-0.3 2 8 (53,3 %) 390 (11,8 %) 940 (8,9 %) 395 (5,8 %)

Tableau 3.7 � Résultats de la réduction des prédictions de TargetScan avec ou sans seuil
(� seuil �), avec 1 ou 2 sites de �xation minimum (� sites �) aux microARN matures
et ARNm di�érentiellement régulés. Sont indiqués le nombre de microARN matures
(� microARN �) et d'ARNm concernés (� ARNm �), le nombre de sites de �xation, et
le nombre de couples microARN/ARNm (� couple �). Entre parenthèses : pourcentage
d'éléments présents en fonction du nombre total d'éléments présents dans le réseau sans
seuil.

du réseau pangénomique (voir Tableau 2.10 partie 2.2.3). Sur le réseau avec l'utilisation
des deux �ltres (dernière ligne du Tableau) les pourcentages du nombre de sites de
�xation et de couples sont similaires à ceux précédemment observés (Tableau 2.10). À
l'inverse, les pourcentages sur les microARN matures et les ARNm sont beaucoup plus
faibles sur le réseau avec les deux contraintes et avec les éléments di�érentiellement
régulés : 53,3 % (réseau des éléments régulés) contre 87,4 % (réseau de l'ensemble des
éléments) pour les microARN matures et de la même façon 11,8 % contre 58 % pour les
ARNm. Le fait que le pourcentage de réduction en appliquant les deux �ltres soit plus
fort pour les microARN matures et les ARNm que pour les sites de �xation et les couples
signi�e qu'il y a plus d'interactions par microARN mature et par ARNm en comparaison
avec le réseau réduit avec les mêmes seuils décrit partie 2.2.3 : la combinatoire entre ces
deux ensembles est plus forte.

Il a été décidé de garder le réseau obtenu en ne gardant que les sites de �xation
avec un score global de TargetScan inférieur ou égale à -0.3 (2ème ligne du Tableau 3.7)
a�n de ne garder que les relations les plus fortes entre microARN matures et ARNm
et aussi d'éliminer des faux positifs. Ne garder que les couples de microARN matures
et d'ARNm ayant au minimum deux sites de �xation aurait par contre trop fortement
limité le nombre de relations et aurait donc diminué le potentiel de l'analyse de ce
réseau. Dans le reste de la thèse, lorsqu'il est fait référence au réseau d'interaction entre
microARN matures et ARNm chez Acyrthosiphon pisum sans autre précision, cela fera
référence à ce réseau comprenant 15 microARN matures, 1.810 ARNm, 2.795 sites de
�xation et 2.250 couples microARN/ARNm.

Dans la suite de ce chapitre, nous présentons de façon détaillée les annotations
des ARNm présents dans le réseau ainsi que les annotations par les règles des couples
microARN/ARNm. Cependant, les annotations des microARN matures présents dans
le réseau n'ont pas été étudiées car les 15 microARN matures ayant des cinétiques
di�érentielles sont présents dans le réseau.

Étude des annotations des ARNm présents dans le réseau

Étude des annotations fonctionnelles A�n de commencer à extraire de la connais-
sance de ce premier réseau d'interactions réduit aux éléments di�érentiellement régulés
entre les deux embryogenèses sexuées et asexuées, nous avons utilisé et analysé les an-
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notations GO. Sur l'ensemble des 1.810 ARNm présents dans le réseau, 690 ARNm
possèdent une annotation GO. Un enrichissement fonctionnel a été calculé à l'aide du
logiciel Blast2GO (voir partie 3.1.4) pour les ARNm avec une annotation GO présents
dans le réseau (690) par rapport la totalité de ceux ayant des cinétiques di�érentes
(1.640). Aucun enrichissement avec une p-value ajustée inférieure à 5 % n'a été détecté.
Cette observation est sans doute une conséquence du faible e�ectif des ARNm utilisés
pour cette étude.

Étude des annotations par les règles de transitions Le Tableau 3.8 présente
pour chacune des règles le nombre d'ARNm avec des cinétiques di�érentes qui est présent
dans le réseau décrit 3.2.2.

règle nombre ratio
augmentation 973 40 %

diminution 723 32 %
avance 53 39,6 %
retard 30 40 %

apparition pic négatif 9 36 %
disparition pic négatif 9 40,9 %
disparition pic positif 6 30 %

défaut 5 26,3 %
apparition pic positif 2 18,2 %

total 1.810 36,2 %

Tableau 3.8 � Nombre d'ARNm di�érentiellement régulés présent dans le réseau associé
à chacune des règles. Les règles ont été organisées de façon décroissante en fonction du
nombre d'ARNm. Le pourcentage a�ché est le pourcentage du nombre d'ARNm associé
à la règle comparé au nombre initial présenté Tableau 3.4.

La distribution des ARNm associés à chacune des règles est semblable à celle obser-
vée pour l'ensemble des ARNm avec des cinétiques di�érentes : les règles � augmenta-
tion � et � diminution � sont les règles majoritaires (respectivement 53,8 % et 39,9 %
du nombre total d'ARNm présent dans le réseau). Sur l'ensemble des règles, les ratios
ne sont pas homogènes. Les règles � diminution �, � disparition pic positif �, � défaut �
et � apparition pic positif � possèdent des ratios inférieurs au ratio du nombre total
d'ARNm avec des pourcentages respectifs de 32 %, 30 %, 26,3 % et 18,2 % contre
36,2 %. Pour les règles � disparition pic positif �, � défaut � et � apparition pic posi-
tif � les ratios peuvent s'expliquer par les faibles e�ectifs de départ, respectivement 20,
19 et 11 (voir Tableau 3.4). Les ratios des règles � augmentation � (40 %), � avance �
(39,6 %) et � retard � (40 %) sont plus élevés que le ratio total, ce qui signi�e que les
nombres d'ARNm suivant ces règles et ciblés par au moins un microARN mature avec
des cinétiques di�érentielles sont plus élevés que la moyenne.
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Étude des annotations par les règles des couples microARN/ARNm présents
dans le réseau

A�n de mieux observer les relations entre les règles induites par les couples mi-
croARN/ARNm du réseau, le Tableau 3.9 présente les couples de règles obtenus en
étudiant la corrélation entre les règles suivies par les microARN matures et les ARNm
en interaction dans le réseau et le nombre de couples microARN/ARNm associés aux
couples de règles.

règle microARN règle ARNm nombre de couples pourcentage
diminution augmentation 990 44 %
diminution diminution 715 31,8 %

augmentation augmentation 185 8,2 %
augmentation diminution 134 6 %
diminution avance 62 2,8 %
défaut augmentation 50 2,2 %
défaut diminution 30 1,3 %

diminution retard 27 1,2 %
diminution apparition pic négatif 8 0,4 %
diminution défaut 7 0,3 %
diminution disparition pic négatif 7 0,3 %

augmentation avance 6 0,3 %
diminution disparition pic positif 5 0,2 %

augmentation retard 5 0,2 %
retard augmentation 3 0,1 %
défaut avance 3 0,1 %

augmentation disparition pic négatif 3 0,1 %
défaut retard 2 0,1 %

diminution apparition pic positif 2 0,1 %
retard diminution 1 0,04 %

augmentation défaut 1 0,04 %
augmentation disparition pic positif 1 0,04 %
augmentation apparition pic négatif 1 0,04 %

défaut apparition pic négatif 1 0,04 %
défaut défaut 1 0,04 %

total 2.250 100 %

Tableau 3.9 � Nombre de couples de microARN matures et d'ARNm suivant les couples
de règles. De gauche à droite : la règle suivie par le microARN ; la règle suivie par
l'ARNm ; le nombre de couples de microARN/ARNm ; le pourcentage que représente le
nombre de couples par rapport au nombre de couples total.

Un grand nombre de couples de règles possèdent des e�ectifs très faibles : 17 règles
ont un pourcentage de représentation inférieur à 1 %. La majorité des couples mi-
croARN/ARNm est associée aux couples de règles � diminution/augmentation � (44 %)
et � diminution/diminution � (31,8 %) qui représentent à eux deux 1.705 couples (75,8 %).
Le nombre de couples suivant les règles � diminution/augmentation � est plus important
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que celui suivant les règles � diminution/diminution �. Ceci est en accord avec la répres-
sion des ARNm par les microARN matures car les microARN matures qui possèdent
une cinétique asexuée en diminution en comparaison à la cinétique sexuée semblent ci-
bler en priorité des ARNm avec une cinétique asexuée qui augmente en comparaison à
la cinétique sexuée. Il n'est pas étonnant d'observer cette répartition en pourcentage de
représentation car 10 microARN matures parmi les 15 (67 %) sont associés à la règle
� diminution � et la quasi-totalité des ARNm présents dans le réseau sont associés aux
règles � augmentation � (53,8 %) ou � diminution � (39,9 %).

Observation des degrés des éléments du réseau

Le degré d'un n÷ud dans un réseau est le nombre d'arêtes relié à ce n÷ud. La
répartition des degrés des ARNm et microARN matures donne une idée de la combina-
toire entre eux. La Figure 3.5 présente l'histogramme des degrés des ARNm et le degré
pour chacun des microARN matures. On peut voir que la répartition des degrés chez
les ARNm est très inégale avec quasi exclusivement des ARNm ciblés par un seul mi-
croARN mature (79 %). Cela signi�e que la majorité des cibles des microARN matures
seront des cibles spéci�ques à ces microARN matures.

Le premier fait marquant en observant les degrés des microARN matures est le
nombre très élevé de cibles pour api-mir-3019-5p qui cumule à lui seul 1.300 interactions
(58 %). Sur l'ensemble des ARNm ciblés par api-mir-3019-5p (1.300), 976 (54 % des
ARNm du réseau) ne sont ciblés que par api-mir-3019-5p. Les écarts entre les autres
degrés des microARN matures se répartissent de manière plus ou moins uniforme dans la
tranche de 4 à 197 ARNm. On n'observe pas de di�érence de degré entre les microARN
matures identi�és dans d'autres espèces et ceux identi�és uniquement chez A. pisum.
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Fig. 3.5 � Histogramme des degrés des ARNm (en haut) et le degré pour chacun des
15 microARN (en bas) ayant des cinétiques di�érentes et présents dans le réseau.
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3.3 Résumé et conclusion : des expressions d'ARNm et de
microARN qui di�èrent selon le type d'embryogenèse

Dans ce chapitre, des ARNm et des microARN matures avec des cinétiques d'ex-
pression qui sont di�érentes selon le développement sexué ou asexué ont été identi�és.
Cette identi�cation a été conduite en discrétisant les expressions des cinétiques a�n de
les caractériser par une expression interprétable en termes simples vis-à-vis des méca-
nismes de régulations. Cette caractérisation de la variation de l'expression permet de
décrire synthétiquement l'évolution des di�érentes expressions des ARNm et des mi-
croARN matures lors de ces deux embryogenèses. Deux sous-ensembles, l'un pour les
ARNm et l'autre pour les microARN matures, ont été extraits en ne gardant que les
éléments qui avaient des cinétiques discrètes di�érentes entre les deux morphes. Des
règles ont été dé�nies pour classer l'ensemble des di�érences que l'on pouvait observer
entre les cinétiques. Ces règles permettent d'interpréter de façon générale les variations
observées entre les deux cinétiques pour l'ensemble des éléments.

4.996 ARNm possèdent des cinétiques di�érentes, ce qui représente 13,5 % des
ARNm d'Acyrthosiphon pisum. Après un enrichissement fonctionnel de ce sous-ensemble
par Blast2GO et l'analyse de ces résultats par REViGO, di�érentes fonctions sont res-
sorties. Elles concernent notamment le développement, ce qui est cohérent avec l'em-
bryogenèse, et la régulation de la transcription, ce qui impliquerait la mise en place de
systèmes de régulations complexes par l'activation ou l'inactivation de gènes impliqués
dans la régulation positive ou négative de la transcription. Même si lors de cette ana-
lyse il semble que la régulation négative ressorte plus que la régulation positive, il faut
considérer ces résultats avec précaution car le nombre d'ARNm annotés par un terme
GO ne représente que 33 % des ARNm ayant des cinétiques di�érentes. Nous avons pu
noter que la répartition entre les règles � avance � et � retard � était di�érente, où deux
fois plus d'ARNm suivent la règle � avance �.

Sur l'ensemble des 802 microARN matures identi�és chez A. pisum, seulement 15
possèdent des cinétiques di�érentes. Sur ces 15 microARN matures, neuf ont déjà été
identi�és chez d'autres espèces, notamment Drosophila melanogaster ou encore Bom-
byx Mori. Sur ces microARN, 7 possèdent des annotations identi�ées qui les impliquent
notamment dans l'apoptose, dans la régulation par l'ecdysone, par l'insuline, la di�é-
rentiation de cellules musculaires, division des cellules souches des lignées germinales ou
encore leur expression dans la tête. De plus, huit microARN matures peuvent être asso-
ciés à une di�érence d'expression entre le stade 17 (T0) et 18 (T1) du développement,
stade où l'embryon passe d'un état �exible à un état déterminé sur son futur mode de
reproduction.

L'extraction des ARNm et des microARN matures à deux sous-ensembles régulés
permet de réduire le réseau à ces seuls éléments. Il a été décidé de garder le réseau réduit
aux éléments régulés et constitué des interactions avec un score global de TargetScan
inférieur à -0.3. L'ensemble de ces réductions, sur les éléments et sur le score, donne un
réseau constitué de 15 microARN matures, 1.810 ARNm, 2.795 sites de �xation et 2.250
interactions. Les ARNm du réseau possédant une annotation GO (690) ne possèdent
aucun enrichissement fonctionnel. Si l'on observe la réduction du nombre d'ARNm as-
sociés aux règles entre les ARNm du réseau et l'ensemble des ARNm di�érentiellement
régulés, les réductions sont semblables sauf pour certaines règles où la valeur absolue est
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trop faible pour pouvoir conclure. Les résultats obtenus sur la répartition des couples
de règles en fonction des couples microARN/ARNm dé�nis sur les interactions sont at-
tendus car ils suivent les répartitions des règles des ARNm et des microARN matures.
Au contraire, les répartitions des degrés dans le réseau pour les ARNm et les microARN
matures sont eux surprenants : très peu d'ARNm sont ciblés par plusieurs microARN
matures, 21 % et 54 % ne sont ciblés que par api-mir-3019-5p, microARN mature cap-
tant à lui seul 58 % des 2.250 interactions. Mise à part ce microARN, les degrés des
autres microARN, sont uniformément répartis entre 197 et 4, possèdent des écarts plus
faibles.

L'application d'une méthode d'identi�cation de cinétiques di�érentes par discréti-
sation et la classi�cation de ces cinétiques a permis de dé�nir un réseau de régulation
microARN/ARNm spéci�que au caractère biologique étudié, le polyphénisme de repro-
duction chez le puceron du pois. Néanmoins, le nombre toujours élevé d'interactions
rend di�cile une exploration manuelle et nécessite la mise au point de méthodes d'iden-
ti�cation de modules de régulations. Dans le chapitre 4, l'analyse de concept formel est
utilisé pour réparer et visualiser le réseau et dans le chapitre 5, l'analyse de concept
formel est utilisée a�n d'analyser la combinatoire des interactions induites par le réseau
et d'aider à la proposition de nouvelles hypothèses de travail.
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Chapitre 4

Application de l'analyse de
concepts formels à un réseau
d'interactions microARN/ARNm

Les chapitres précédents ont présenté la création d'un réseau microARN/ARNm
appliqué à une question biologique. Ce chapitre illustre comment nous avons utilisé
l'analyse de concepts formels et ses extensions pour améliorer et permettre une vi-
sualisation de ce réseau. Dans un premier temps on se repose sur la structuration en
concepts du réseau d'interactions pour essayer de réparer en partie les erreurs dans les
prédictions. Dans un deuxième temps, on utilise la classi�cation induite par l'analyse
de concepts formels pour générer une visualisation synthétique du réseau.

89
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4.1 Méthode de réparation de contexte formel bruité

4.1.1 L'e�et du bruit sur l'analyse de concepts formels (ACF)

L'ACF est une puissante méthode d'analyse pour des données binaires. Elle permet
d'extraire l'ensemble des groupes d'objets et d'attributs en relation complète. Néan-
moins, cet avantage peut devenir un inconvénient dans le cas de données bruitées dû à
sa sensibilité à l'absence ou à la présence ne serait-ce que d'une relation entre un objet
et un attribut lors de l'inférence des concepts.

Des études ont déjà été menées sur l'analyse de concepts formels tolérante aux
erreurs ou sur l'étude de concepts formels approchés [144, 145, 85]. Elles consistent
principalement à retrouver dans une matrice binaire des rectangles denses de relations,
c'est-à-dire autoriser certains objets à ne pas être en relation avec certains attributs à
l'intérieur des rectangles. La contrainte consistant à avoir un ensemble complet de rela-
tions peut être relâchée en cherchant à maximiser le nombre de relations. Peu de travaux
cherchent à récupérer des concepts formels d'origine, c'est-à-dire établis sur des don-
nées non bruitées, à partir de concepts formels obtenus sur des données d'observations
bruitées.

L'une des études les plus avancées est due à Klimushkin et al. [146]. Ils cherchent,
dans un treillis issu d'un contexte formel bruité, à retrouver les concepts d'origines. Pour
cela, ils utilisent trois indices de sélection sur les concepts : la stabilité de l'extension du
concept qui représente à quel point l'extension d'un concept dépend de son intension
et réciproquement pour la stabilité de son intension ; la probabilité de l'intension d'un
concept qui représente la probabilité que l'intension d'un concept soit clos et réciproque-
ment pour la stabilité de son extension ; l'indice de séparation d'un concept qui indique
si le concept permet de bien séparer les objets de son extension du reste des objets et
de même pour son intension. Ils bruitent des contextes de deux façons di�érentes, soit
en modi�ant la valeur des cases dans le contexte avec une certaine probabilité, soit en
ajoutant des objets ou des attributs au contexte. Ils montrent qu'ils peuvent récupé-
rer une partie des concepts d'origine en utilisant l'indice de stabilité de l'intension des
concepts comme �ltre.

Nous commencerons en introduisant un exemple de contexte formel bruité a�n
d'illustrer l'e�et du bruit sur l'ensemble des concepts et le treillis associé. Une ana-
lyse plus générale est développée par la suite.

Exemple de l'e�et de données bruitées en analyse de concept formel

Dans le contexte Kbruité (Figure 4.1), une fausse relation (o5, a2) a été rajoutée au
contexte Kex (voir partie 1.4.1 et Tableau 1.1) et un score de dissimilarité a été ajouté
pour l'ensemble des paires en relation qui représente l'observation de données brutes
avant la transformation en tableau binaire. En ne gardant que les relations ayant un
score inférieur à un seuil de −0.2, la relation d'origine (o3, a2) est rejetée alors que la
fausse relation (o5, a2) est gardée. Comparé au treillis Figure 1.9, il y a maintenant 7
concepts, 3 de plus que pour le contexte Kex (voir Figure 4.1). La suppression de la
relation (o3, a2) a coupé le concept C1 en deux concepts C ′1 et C

′′
1 . Le concept C2 existe

toujours dans Kbruit, renommé C ′2. Deux nouveaux concepts, C3 et C4 ont été créés en
conséquence de l'addition de la fausse relation (o5, a2).
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a1 a2 a3 a4

o1 -0.3 -0.25
o2 -0.5 -0.45
o3 -0.6 -0.1
o4 -0.4 -0.2
o5 -0.3 -0.28 -0.41

Tableau 4.1 � Contexte formel bruité Kbruit avec des scores de dissimilarité (la fausse
relation est en rouge et la relation au dessus du seuil en bleu).

> = {o1, o2, o3, o4, o5} × ∅

C1 = {o1, o2, o3} × {a1, a2} C2 = {o4, o5} × {a3, a4}

⊥ = ∅ × {a1, a2, a3, a4}
B(Kex)

> = {o1, o2, o3, o4, o5} × ∅

C ′1 = {o1, o2, o3} × {a1}

C ′′1 = {o1, o2} × {a1, a2}

C3 = {o1, o2, o5} × {a2}

C ′2 = {o4, o5} × {a3, a4}

C4 = {o5} × {a2, a3, a4}

⊥ = ∅ × {a1, a2, a3, a4}
B(Kbruité)

Fig. 4.1 � Le treillis de concepts B(Kex) et le treillis B(Kbruité) associé au contexte
formel bruité Kbruit en ne considérant que les relations qui possèdent un score de dis-
similarité inférieur au seuil de −0.2. En bleu les concepts issus de la suppression de la
relation (o3, a2) et en rouge les concepts issus de l'ajout de la relation (o5, a2).
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Description du bruit : les fausses relations

A�n de mieux comprendre l'e�et local de l'ajout de fausses relations sur un concept,
il faut di�érencier deux types de relations :

� Les relations d'origine Io ⊆ G×M ;
� Les fausses relations If ⊆ G×M avec Io ∩ If = ∅.

Ces deux types de relations impliquent trois types de contextes qui dé�nissent trois
types de concepts :

� Le contexte d'origine sans fausses relations Ko = (G,M, Io) et l'ensemble des
concepts d'origine Co ;

� Le contexte contenant uniquement les fausses relations Kf = (G,M, If ) et l'en-
semble des faux concepts Cf ;

� Le contexte avec l'ensemble des relations Kos = (G,M, (I ∪ Is)) et l'ensemble des
concepts observé Cof .

La construction de Cof à partir de Co et Cf dépend de la contribution de chaque paire
de concepts dans Co × Cs.

Considérons deux concepts Co = (Ao, Bo) ∈ Co et Cf = (Af , Bf ) ∈ Cf . Comme
Io et If sont exclusifs, les concepts dans Co et Cf sont disjoints. Cela implique que
Ao ∩ Af = ∅ ou Bo ∩ Bf = ∅. Supposons que Ao ∩ Af 6= ∅ et Bo ∩ Bf = ∅. Alors un
nouveau concept Cof = (Aof , Bof ) peut être créé avec Aof = Ao∩Af et Bof = Bo∪Bf .
Notons que si Af ⊆ Ao (respectivement Ao ⊆ Af ), alors Cf (respectivement Co) n'est
pas maximal dans Kof puisque il est inclus dans Cof .

Formellement, la contribution de deux concepts disjoints à l'ensemble des concepts
Cof peut être dé�ni comme l'application d'un opérateur de fusion :

Dé�nition 4.1 L'opérateur de fusion f(., .) est dé�ni pour une paire de concepts dis-
joints (Ci, Cj) = ((Ai, Bi), (Aj , Bj)) comme f(Ci, Cj) = Ci∪j où Ci∪j est l'ensemble
des concepts obtenus sur les relations {(Ai ×Bi) ∪ (Aj ×Bj)}.

Les di�érents résultats obtenus par l'application de l'opérateur f dépendent des
intersections entre les ensembles des objets et des attributs et sont énumérés ci-dessous :

f(Ci, Cj) = {Ci, Cj} si Ai ∩Aj = Bi ∩Bj = ∅; (4.1)

= {(Ai ∪Aj , Bi ∪Bj)} si Ai = Aj ou Bi = Bj ; (4.2)

= {Cj , (Ai ∪Aj , Bi ∪Bj)} si Ai ⊂ Aj ou Bi ⊂ Bj ; (4.3)

= {Ci, Cj , (Ai ∩Aj , Bi ∪Bj)} si Ai ∩Aj 6⊆ {∅, Ai, Aj}; (4.4)

= {Ci, Cj , (Ai ∪Aj , Bi ∩Bj)} si Bi ∩Bj 6⊆ {∅, Bi, Bj}. (4.5)

L'ensemble des concepts Cof peut être dé�ni comme un point �xe : Cof est le plus
petit ensemble de concepts qui couvre les concepts de Cf et Co et qui est clos par f . Les
concepts de Cf et Co et les concepts générés par l'opérateur f appartiennent à Cof s'ils
ne sont pas couverts par d'autres concepts de Cof comme décrit plus haut.

Description du bruit : les relations manquantes

De la même façon que pour les fausses relations, deux types de relations peuvent
être distingués :
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� Les relations d'origine Io ⊆ G×M ;
� Les relations manquantes Im ⊆ Io.

Elles impliquent trois types de contextes qui dé�nissent trois types de concepts :
� Le contexte d'origine sans relations manquantes Ko = (G,M, Io) et l'ensemble
des concepts originaux Co ;

� Le contexte contenant seulement les relations manquantes Km = (G,M, Im) et
l'ensemble des concepts manquants Cm ;

� Le contexte avec l'ensemble des relations d'origine excepté les relations man-
quantes Kom = (G,M, (Io \ Im)) et l'ensemble des concepts Com.

Comme pour les fausses relations, il faut décrire comment les ensembles Co et Cm sont
combinés dans Com.

Soit deux concepts Co = (Ao, Bo) ∈ Co et Cm = (Am, Bm) ∈ Cm, si Ao ∩ Am 6= ∅
et Bo ∩ Bm 6= ∅, alors le concept Co ne peut être dans Com étant donné qu'il inclut
les relations manquantes Am × Bm. À la place, deux nouveaux concepts sont créés
dans Com, Com1 = (Ao, Bo \ Bm) et Com2 = (Ao \ Am, Bo). À noter que si Ao ⊆ Am

(respectivement Bo ⊆ Bm), alors seul le concept Com1 sera créé (respectivement Com2 ).
Formellement, on peut dé�nir la contribution de deux concepts chevauchants à l'en-

semble de concepts Com par l'application d'un opérateur d'exclusion :

Dé�nition 4.2 L'opérateur d'exclusion e(., .) est dé�ni pour une paire de concepts che-
vauchants (Ci, Cj) = ((Ai, Bi), (Aj , Bj)) comme e(Ci, Cj) = Cj\i où Cj\i est l'ensemble
des concepts obtenu sur les relations {(Aj ×Bj) \ (Ai ×Bi)}.

Les résultats obtenus par l'application de l'opérateur e, qui dépendent des intersec-
tions des objets et des attributs, sont énumérés ci-dessous :

e(Ci, Cj) = Cj si Aj ∩Ai ou Bj ∩Bi = ∅; (4.6)

= {(Aj , Bj \Bi), (Aj \Ai, Bj)} si Aj ∩Ai 6= ∅, Bj ∩Bi 6= ∅; (4.7)

= {(Aj , Bj \Bi)} si Aj ⊆ Ai, Bj 6⊆ Bi; (4.8)

= {(Aj \Ai, Bj)} si Aj 6⊆ Ai, Bj ⊆ Bi; (4.9)

= ∅ si Aj ⊆ Ai, Bj ⊆ Bi. (4.10)

L'ensemble des concepts Com peut être dé�ni comme un point �xe : Com est le plus
grand ensemble de concepts qui sont inclus dans les concepts de Co et qui est clos par
e. Les concepts de Co et les concepts générés par l'opérateur e appartiennent à Com s'ils
ne contiennent aucune relation de Im comme décrit plus haut.

Description du bruit : e�et global sur le treillis de concepts

L'étude précédente met en évidence que l'augmentation du nombre de concepts
dépend du type de bruit (relation fausse ou manquante) et du nombre de concepts
composés uniquement de ces relations bruitées, excepté pour les équations (4.1) et (4.6)
où aucun nouveau concept n'est créé.

� Pour les fausses relations, le nombre de nouveaux concepts dans Cof dépend du
nombre nf de concepts disjoints Cf ∈ Cf avec uniquement un ensemble qui est
chevauchant avec un concept Co ∈ Co et est limité par nf ;
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� Pour les relations manquantes, le nombre de nouveaux concepts Com ∈ Com lo-
calement créé à partir d'un concept Co ∈ Co dépend du nombre nm de concepts
Cm ∈ Cm qui est chevauchant avec un concept Co et est borné par 2nm .

Globalement, le nombre de nouveaux concepts augmente linéairement avec le nombre
de faux concepts et exponentiellement avec le nombre de concepts manquants.

Pour réparer un contexte Kofm = Iofm = (G,M, ((Io ∪ If ) \ Im)) a�n de retrouver
Ko, il faut dé�nir de nouvelles opérations qui inversent l'e�et des opérateurs f et e.
Ces opérations peuvent tirer parti du fait que dans la plupart des cas, les concepts qui
résultent de l'application de f ou e sont reliés dans le treillis par une relation directe
ou une relation jumelle.

Pour l'opérateur f , dans l'équation (4.3) les deux concepts résultants sont ordonnés
dans le treillis par la relation ≺. Pour les équations (4.4) et (4.5), le nouveau concept est
le précurseur direct ou le successeur direct de Ci et Cj dans le treillis. Pour l'opérateur
e dans l'équation (4.7), les deux nouveaux concepts sont ordonnés par la relation ≺. Les
deux ensembles Aj et Bj du concept original peuvent être retrouvés par croisement des
concepts bruités.

4.1.2 Processus de réparation

Dé�nition des opérations de réparation

Deux nouvelles opérations, delete et add, ont été dé�nies à partir des opérateurs
f et e respectivement. Ces opérations suppriment ou ajoutent des relations basées sur
l'analyse du treillis de concepts. Dans la suite, nous considérons que ces opérations
s'e�ectuent sur des paires de concepts (X,Y ) avec X = (A,B) et Y = (C,D).

Deux types de paires de concepts peuvent être choisies :
� Les paires liées (X,Y )l ordonnées dans le treillis si X ≺ Y ou si X � Y ;
� Les paires jumelles (X,Y )j qui possèdent un concept précédent ou suivant en
commun qui di�ère des éléments eux même si ∃Z | X ≺ Z et Y ≺ Z ou si
∃Z | X � Z et Y � Z.

L'application des opérations delete et add sur les paires liées et jumelles s'e�ectue
sur l'ensemble de la façon suivante :

∀ (X,Y )l ou (X,Y )j :
delete(X,Y ) : C := C− Y ; Bruit := Bruit ∪ (Y \X);
bruit(delete(X,Y )) = (Y \X);
∀ (X,Y )l :
Si A ⊂ C et D ⊂ B :

add(X,Y ) : C := C−X − Y + (C,B); Bruit := Bruit ∪ (C \A)× (B \D);
bruit(add(X,Y )) = (C \A)× (B \D);
Si C ⊂ A et B ⊂ D :

add(X,Y ) : C := C−X − Y + (A,D); Bruit := Bruit ∪ (A \ C)× (D \B);
bruit(add(X,Y )) = (A \ C)× (D \B).
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où C, initialement l'ensemble des concepts observés, est l'ensemble des concepts résul-
tant de l'application multiple des opérations delete et add et Bruit est l'ensemble des
relations supprimées et ajoutées respectivement par les opérations delete et add.

À noter que ces opérations ne permettent pas de réparer l'ensemble des contextes
bruités. En e�et, dans les cas décrits par les équations (4.2) et (4.3) le concept d'origine
ne devient plus accessible par ces opérations car le faux concept ajoute un ensemble
d'objets ou d'attributs au concept. Dans les équations (4.8), (4.9) et (4.10), une partie
de l'extension et/ou de l'intension du concept d'origine disparaît. Dans ces cinq cas,
il se peut que les opérations dé�nies ici ne permettent pas de retrouver les relations
d'origine.

Dans la Figure 4.1, la sélection de la paire (C ′2, C4)l et l'opération delete(C ′2, C4) =
delete(({o4, o5}, {a3, a4}), ({o5}, {a2, a3, a4})) suppriment une fausse relation :

C := C− C4 et Bruit := Bruit ∪ {(o5, a2)}.

De la même façon, la sélection de la paire (C ′′1 , C
′
1)l et l'opération add(C ′′1 , C

′
1) =

add(({o1, o2}, {a1, a2}), ({o1, o2, o3}, {a1})) ajoutent une relation manquante :

C := C− C ′′1 − C ′1 + ({o1, o2, o3}, {a1, a2}) et Bruit := Bruit ∪ {(o3, a2)}.

Pour une paire jumelle, la sélection de la paire (C ′1, C3)j et l'opération delete(C ′1, C3) =
delete(({o1, o2, o3}, {a1}), ({o1, o2, o5}, {a2})) suppriment une fausse relation mais aussi
deux vrais relations :

C := C− C3 et Bruit := Bruit ∪ {(o1, a2), (o2, a2), (o5, a2)}.

Dé�nition des contraintes sur le choix des opérations

La réparation du réseau consiste à appliquer simultanément un ensemble d'opéra-
tions delete et add sur un sous-ensemble des paires de concepts issu de l'ensemble des
concepts observés initialement. L'ensemble des opérations choisies est soumis à un en-
semble de contraintes (oùX,Y, Z etW sont des concepts et o un objet et a un attribut) :

1. ∀X,Y, Z (¬delete(X,Y )∨¬delete(Z,X)) : un concept utilisé pour dé�nir la sup-
pression d'un autre concept par une opération delete ne peut pas être lui aussi
supprimé par une autre opération delete ;

2. ∀X,Y, Z X 6= Y ⇒ (¬delete(X,Z)∨¬delete(Y, Z)) : un concept ne peut pas être
supprimé par deux opérations delete di�érentes ;

3. ∀X,Y, Z delete(X,Y )⇒ ¬add(Z, Y )∧¬add(Y, Z) : un concept supprimé par une
opération delete ne peut pas faire aussi partie d'une opération add ;

4. ∀X,Y,W, o, a ∃Z (o, a) ∈ bruit(delete(X,Y )) ∧ (o, a) ∈ bruit(delete(Z,W )) ∧
delete(X,Y )⇒ delete(Z,W ) : la suppression d'une paire incluse dans un concept
par une opération delete doit aussi être supprimée dans les concepts qui incluent
cette relation ;

5. ∀X,Y,W, o, a ∃Z (o, a) ∈ bruit(add(X,Y ))∧(o, a) ∈ bruit(add(Z,W ))∧add(X,Y )⇒
add(Z,W ) : l'ajout d'une paire par une opération add doit aussi être ajoutée par
les autres opérations add qui permettent d'ajouter cette relation ;
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Notons que les contraintes 4 et 5 impliquent qu'une opération donnée qui nécessiterait
une propagation impossible à e�ectuer ne sera e�ectivement pas appliquée.

Ces contraintes réduisent les ensembles d'opérations possibles mais il reste encore
de nombreuses possibilités menant à di�érents résultats d'ensembles de concepts. A�n
de sélectionner les ensembles les plus intéressants, nous posons le problème comme
un problème d'optimisation. Pour cela nous devons dé�nir un score associé à chaque
ensemble de concepts.

Optimisation par longueur de description minimale

Les solutions obtenues par l'application simultanée des opérations delete et add sont
évaluées par un score dé�ni selon le principe de la longueur de description minimale
[147]. Étant donné un ensemble de concepts C, on pose :

score(C) =
∑

(A,B)∈C

(|A|+ |B|) + α |Bruit| ;

où le paramètre α est un nombre rationnel positif (à 1 par défaut).
Ce score est minimisé pour l'ensemble des applications possibles des opérations

delete et add sur les concepts de C qui respectent les contraintes dé�nies précédemment.
Nous avons modélisé l'ensemble des contraintes et la recherche d'un ensemble d'opé-

rations produisant un ensemble de concepts de score maximum en ASP. Le programme
a été testé avec la suite logiciel Potassco [93]. Ce programme prend en entrée l'en-
semble des relations, des concepts et le treillis associé et renvoie en sortie l'ensemble des
relations supprimées ou ajoutées. Il se déroule en cinq étapes principales :

1. Initialisation : prétraitement des données brutes pour obtenir les faits nécessaires
pour la suite du programme ;

2. Sélection des concepts : dé�nition des paires de concepts liées et jumelles ;

3. Calcul du bruit : calcul pour chacune des paires des relations supprimées ou ajou-
tées par les opérations delete et add. Dé�nition des couples pour lesquels on ne
peut choisir l'une des opérations, c'est-à-dire que cette opération implique une
propagation qui ne peut pas être faite ;

4. Sélection des couples : sélection des opérations delete et add à e�ectuer et �ltrage
des possibilités par les contraintes 1, 2, 3, 4 et 5 ;

5. Optimisation : calcul du score et maximisation de ce score.

Finalement les relations supprimées et ajoutées sont a�chées en sortie.

A�n de tester l'e�cacité des opérations et du score dé�nis pour réparer un contexte
formel bruité, la méthode a été testée sur un ensemble de contextes bruités simulés.

4.1.3 Expérimentation sur des contextes bruités simulés

Plusieurs contextes aléatoires ont été simulés avec un nombre �xe d'objets et d'at-
tributs (20, 40 ou 60) a�n de tester la détection des relations fausses et manquantes.
Pour chacun de ces contextes, 5 ensembles de relations ont été créés correspondant à 5
concepts avec des tailles d'extensions et d'intentions aléatoires suivant une distribution
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normale de moyenne 5 et d'écart-type 2. Les contextes sont ensuite bruités avec une
probabilité pf (0,01, 0,05 ou 0,1) pour qu'une relation apparaisse entre un objet et un
attribut (une fausse relation) et une probabilité pm (0,15, 0,25 ou 0,35) pour qu'une
relation disparaisse entre un objet et un attribut (une relation manquante). De plus,
trois valeurs du paramètre α ont été testées (1, 1,5 ou 2). Pour chacun des jeux de para-
mètres (taille des contextes, niveau de bruit et paramètre α) 1.000 contextes aléatoires
ont été générés. La méthode de réparation a été utilisée sur chacun de ces contextes et
les résultats sont résumés dans le Tableau 4.2.

obj att pf pm α
delete add

originale
(%)

fausse
(%)

non
man-
quante
(nbr)

manquante
(%)

µ σ µ σ µ σ µ σ

20 20 0,05 0,25
1 0,4 1,1 16 6 27,4 10,6 37,3 12,6
1,5 0,1 0,3 3,2 2,6 2,9 2,3 13,8 7,9
2 0 0 0 0 0 0 0 0

40 40

0,01 0,25
1 2,9 3,4 30,7 12,3 4,9 3,7 32,4 13,5
1,5 1,1 1,7 16,5 11,4 0,8 1 13,7 7,8
2 0 0 0 0 0 0 0 0

0,05

0,15
1 0,3 0,9 16,1 5,9 27,9 11,3 47,3 16,1
1,5 0 0,3 3,8 2,9 4 2,9 24,8 11,7
2 0 0 0 0 0 0 0 0

0,25
1 0,5 1,3 16,5 6 25,7 10,4 36,5 13,3
1,5 0,1 0,4 3,4 2,9 2,8 2,3 14 8,7
2 0 0 0 0 0 0 0 0

0,35
1 0,9 1,8 16,6 5,7 23,6 9,9 28,2 10,5
1,5 0,1 0,4 2,9 2,5 1,6 1,7 6,3 5,6
2 0 0 0 0 0 0 0 0

0,1 0,25
1 0 0,1 1,7 1,9 83,3 18,9 42,3 12,9
1,5 0 0 0,2 0,5 6,3 4,3 15,9 9,2
2 0 0 0 0 0 0 0 0

60 60 0,05 0,25
1 0,1 0,6 9,5 4,7 52,1 16,2 35,4 11,5
1,5 0 0,1 0,7 0,9 2,7 2,3 12,2 7,6
2 0 0 0 0 0 0 0 0

Tableau 4.2 � Résultat de la méthode de réparation sur des contextes bruités simulés
pour des nombres di�érents d'objets (� obj �) et d'attributs (� att �) et di�érentes
probabilités de fausses relations (� pf �) et de relations manquantes (� pm �). Pour
l'opération delete, les moyennes (� µ �) et les écart-types (� σ �) des pourcentages (%)
de fausses relations et de relations originales supprimées sur 1.000 tirages aléatoires
sont indiqués. Pour l'opération add, la moyenne et l'écart-type du nombre (� nbr �)
de relations ajoutées qui ne sont pas des relations manquantes est indiqué ainsi que la
moyenne et l'écart-type du pourcentage de relations manquantes.

Sur l'ensemble des contextes, les pourcentages et le nombre de relations supprimées
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ou ajoutées diminuent lorsque la valeur de α augmente pour être égale à zéro sur l'en-
semble des expérimentations lorsque α = 2. Ce résultat est cohérent avec la dé�nition
du score où α représente le poids des modi�cations apportées à l'ensemble des concepts
en comparaison à la taille de la description des concepts réparés. Plus le poids d'une
modi�cation est fort, plus cette modi�cation devient défavorable.

Sur l'ensemble des résultats, le pourcentage de relations originales supprimées est
en moyenne très faible et est proche de zéro, excepté pour le contexte avec comme
paramètres (obj ; att ; pf ; pm ; α)=(40 ; 40 ; 0,01 ; 0,25) où le pourcentage de relations
originales supprimées est de 2,9 %, la valeur maximum sur toutes les expériences.

Une autre observation globale peut être faite sur le nombre de relations qui sont
ajoutées par l'opération add mais qui ne sont pas manquantes. Ce nombre est élevé
pour l'ensemble des tests e�ectués avec un paramètre α de 1, sauf pour le contexte de
paramètres (40 ; 40 ; 0,01 ; 0,25) où il n'y a en moyenne que 4,9 fausses relations qui
sont ajoutées. Ce nombre est très élevé pour les contextes de paramètres (40 ; 40 ; 0,1 ;
0,25) et (60 ; 60 ; 0,05 ; 0,25) (respectivement 83,3 et 52,1).

Les résultats de la réparation avec un paramètre α = 1 des contextes de tailles
20 × 20 et 40 × 40 avec les mêmes paramètres de bruits pf = 0.05 et pm = 0.25 sont
très semblables et ce pour les deux opérations delete et add. Environ 16 % des fausses
relations sont supprimées et 37 % des relations manquantes sont retrouvées. Pour le
contexte de taille 60× 60 avec les mêmes paramètres, les résultats d'ajouts de relations
manquantes sont quasi identiques mais le pourcentage de fausses relations supprimées
(9,5 %) est plus faible.

La robustesse de la méthode avec un paramètre α = 1 face à la probabilité d'appari-
tion d'une fausse relation peut être étudiée en comparant les contextes de taille 40× 40
et pm = 0, 25 avec une probabilité pf qui varie entre 0,01, 0,05 ou 0,1. On peut voir
que la moyenne du pourcentage de fausses relations supprimées diminue lorsque pf aug-
mente, respectivement 30,7 %, 16,5 % et 1,7 %, ainsi que l'écart-type, respectivement
12,3 %, 6 %, 1,9 %. Cette observation peut être expliquée par le fait que plus il y a de
fausses relations, plus la probabilité que le concept d'origine disparaisse complètement
augmente, comme décrit dans les équations (4.2) et (4.3) partie 4.1.1. Le pourcentage
moyen de relations manquantes ajoutées augmente avec une valeur de pf qui augmente.
Néanmoins, le nombre de relations manquantes ajoutées est quasi identique pour les
trois contextes (10, 11 et 12,4, résultats non montrés) et le nombre total de relations
manquantes étant faible, une petite variation dans le nombre de relations manquantes
identi�ées peut entraîner une forte di�érence dans les pourcentages.

Pour l'étude de la probabilité de disparition des relations originelles (création de
relations manquantes) avec un paramètre α = 1, trois contextes ont été générés avec
trois paramètres pm di�érents : 0,15, 0,25 et 0,35 et comme paramètres �xes la taille
(40× 40) et la probabilité d'apparition de fausses relations (pf = 0, 05). Pour ces trois
contextes, le nombre de relations manquantes retrouvées diminue avec la valeur de pm
qui augmente (respectivement 47,3 %, 36,5 % et 28,2 %). De la même façon que pour les
résultats sur le paramètre pf ci-dessus, augmenter la valeur de pm revient à augmenter
la probabilité de se retrouver dans les cas décrits par les équations (4.8), (4.9) et (4.10)
partie 4.1.1 où le concept d'origine a complètement disparu et où il ne peut être retrouvé
en croisant les concepts observés.
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Une méthode de réparation de contextes bruités a été développée ici. Cette méthode
aide à reconstruire des concepts qui auraient été modi�és par du bruit en s'aidant de la
structure du treillis. Elle s'applique sur des matrices binaires ou pouvant être assimilées
à des matrices binaires, comme par exemple avec l'utilisation d'un seuil. Dans la suite
de cette partie, la méthode de réparation est utilisée sur des simulations de réseaux
d'interaction microARN/ARNm.

4.1.4 Expérimentation sur des données de réseaux biologiques simulés

Il a déjà été montré qu'un réseau d'interactions entre microARN matures et ARNm
peut être vu comme un contexte formel une fois les interactions microARN/ARNm dis-
crétisées par l'utilisation d'un seuil. Dans la partie précédente, il a été montré que des
modules bruités (les concepts) et leurs relations (le treillis) pouvaient aider à détecter
des relations fausses ou manquantes. Ici nous faisons l'hypothèse que cette méthode est
applicable à la détection des fausses prédictions induites par les méthodes de prédic-
tion d'interactions microARN/ARNm ainsi que les vraies interactions supprimées par
l'utilisation d'un seuil. L'idée est donc de récupérer une partie des erreurs de prédiction
en étudiant les concepts formels et le treillis obtenus sur le réseau d'interactions. Pour
tester cette idée, des réseaux sont tout d'abord simulés à partir des paramètres obtenus
sur le réseau d'Acyrthosiphon pisum puis la méthode est appliquée sur ces réseaux.

Simulation de réseaux d'interactions microARN/ARNm issus de celui pré-
dit chez Acyrthosiphon pisum Sur l'ensemble du réseau d'interaction sans seuil et
réduit aux éléments avec des cinétiques di�érentes lors des embryogenèses, seul les 12
microARNmatures possédant les degrés les plus faibles sont gardés a�n de faciliter l'ana-
lyse et la simulation du réseau. De plus, pour chacun des couples microARN/ARNm,
seul le site de �xation avec le plus faible score global TargetScan est gardé car c'est
lui qui détermine pour quel seuil le couple sera présent ou non (en ne mettant aucune
contrainte sur le nombre de sites de �xation). La distribution du score des sites de
�xation pour ce réseau limité à 12 microARN matures et avec les sites de �xation aux
scores les plus faible est présentée Figure 4.2. Cette distribution peut être vue comme
un mélange de deux lois gaussiennes. On sait que le nombre de fausses prédictions lors
de la détection des sites de �xation est élevé et que, pour la méthode TargetScan, plus le
score est faible plus l'e�cacité de la répression est élevée. À partir de ces constatations,
on peut émettre l'hypothèse que les deux gaussiennes observées sur la distribution des
scores Figure 4.2 représentent deux distributions de scores : l'une, centrée sur des faibles
valeurs de scores de moyenne -0,46, représente les scores associés aux vraies prédictions
et la seconde, gaussienne centrée sur des scores plus élevés de moyenne -0.2, représente
les fausses prédictions.

A�n de capturer les caractéristiques de ce réseau, plusieurs paramètres ont été ex-
traits : le nombre de microARN matures, d'ARNm et d'interactions, les deux distri-
bution de scores en utilisant un modèle de mélanges gaussiens et les distributions des
degrés pour les microARN matures à la fois pour le réseau limité aux scores très faibles
et à la fois pour le réseau limité aux scores très élevés.

Ce réseau comporte 12 microARN matures, 1.468 ARNm et 2.140 interactions (le
nombre de sites et d'interactions est identique car un seul site est conservé par couple).
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Fig. 4.2 � Histogramme des scores des sites de �xation pour le réseau limité à 12
microARN matures et avec les sites de �xation aux scores les plus faible.

Le modèle de mélange de lois gaussiennes a été obtenu à l'aide de la fonction
densityMclust du paquet mclust [148, 149] du logiciel R. La méthode implémentée
par cette fonction permet d'obtenir le modèle qui maximise le critère d'information
bayésien [150] (BIC), critère qui dépend du maximum de vraisemblance du modèle et
qui est pénalisé par le nombre de paramètres du modèle (ici le nombre lois gaussiennes).
Le modèle avec la plus grande valeur BIC est un modèle à deux composantes :

1. Une moyenne de -0,46, une variance de 0,0044 et une proportion de 0,17 pour la
première loi normale, que nous appellerons N1 et qui est considérée comme la loi
normale correspondante aux vraies prédictions ;

2. Une moyenne de -0,20, une variance de 0,0074 et une proportion de 0,83 pour
la seconde, que nous appellerons N2 et qui est considérée comme la loi normale
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correspondante aux fausses prédictions.

En plus de la distribution des scores, les distributions des degrés des 12 microARN
matures ont été observées pour les deux extrémités de la distribution des scores. Les
deux distributions ont été extraites de la façon suivante :

1. Pour la distribution des degrés D1 avec de faibles valeurs de scores : l'ensemble des
couples de microARN/ARNm avec des scores minimum, tels que P (X ≤ s) = 0, 05
sous N2 ;

2. Pour la distribution des degrés D2 avec de fortes valeurs de scores : l'ensemble des
couples de microARN/ARNm avec des scores maximum, tels que P (X ≥ s) =
0, 05 sur N1.

Pour la première distribution des degrés sur les 12 microARN matures, ceux-ci
varient entre 2 (1 %) et 64 (30 %) pour un nombre moyen d'interactions de 21. Pour
la deuxième distribution des degrés, ils varient entre 43 (3 %) et 221 (15 %) pour un
nombre moyen d'interactions de 1.511.

Les paramètres suivants ont été utilisés pour la simulation du réseau :
� Le nombre nmicro de microARN matures ;
� Le nombre narn d'ARNm ;
� Le nombre ninter d'interactions ;
� La proportion p2 associée à N2 ;
� Deux lois normales N1(µ1, σ

2
1) et N2(µ2, σ

2
2) ;

� Les proportions minimums min1 et min2 et maximums max1 et max2 associés
aux deux distributions des degrés D1 et D2.

La simulation d'un réseau d'interactions microARN/ARNm suivant ces paramètres
suit le protocole suivant :

1. Le tirage aléatoire en moyenne de ninter×(1−p2) vraies interactions entre nmicro et
narn, tel que les degrés des microARN matures suivent une loi uniforme comprise
entre min1 × ninter × (1− p2) et max1 × ninter × (1− p2) ;

2. Le tirage aléatoire en moyenne de ninter × p2 fausses interactions entre nmicro et
narn, tel que les degrés des microARN matures suivent une loi uniforme comprise
entre min2 × ninter × p2 et max2 × ninter × p2 ;

3. L'association d'un score pour les vraies interactions suivant une loi normaleN1(µ1, σ
2
1)

et pour les fausses interactions suivant une loi normale N2(µ2, σ
2
2).

Un ensemble de 1.000 réseaux a été simulé avec ce protocole et avec les paramètres
obtenus sur le réseau de Acyrthosiphon pisum :

� nmicro = 12 ;
� narn = 1.468 ;
� ninter = 2.140 ;
� p2 = 0, 83 ;
� N1(−0, 46, 0, 0044) et N2(−0, 20, 0, 0074) ;
� min1 = 0, 01, max1 = 0, 30 et min2 = 0, 03 et max2 = 0, 15.

Contrainte supplémentaire sur la réparation des contextes Contrairement aux
contextes bruités simulés directement dans notre première expérimentation, il s'agit
ici d'obtenir une relation binaire à partir d'un tableau de score et d'un seuil sur les
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scores. L'ensemble des relations manquantes potentielles s'obtient comme l'ensemble
des couples de microARN/ARNm ayant un score de prédiction associé supérieur au
seuil et qui n'ont pas été conservés. Les couples auxquels aucun score n'a été associé
sont eux considérés comme dé�nitivement non reliés. Une contrainte sur l'opération add
a donc été rajoutée : seul les couples pour lesquels une interaction a été prédite peuvent
être ajoutés au réseau par l'opération add

Résultats sur les réseaux microARN/ARNm simulés La méthode de répara-
tion de contexte avec la nouvelle contrainte a été utilisée sur les 1.000 réseaux simulés
en utilisant des seuils de -0,2, -0,25, -0,3 et -0,35 pour obtenir la relation binaire. Après
avoir �xé un seuil, les vraies et fausses interactions présentes et manquantes sont dé�nis
de la façon suivante :

� Vraie interaction présente : l'interaction est vraie et le score associé est en dessous
ou égal au seuil ;

� Fausse interaction présente : l'interaction est fausses et le score associé est en
dessous ou égal au seuil ;

� Vraie interaction manquante : l'interaction est vraie et le score associé est au-
dessus du seuil ;

� Fausse interaction manquante : l'interaction est fausse et le score associé est au-
dessus du seuil.

Les ensembles des vraies et des fausses interactions manquantes dé�nissent l'ensemble
des relations pouvant être ajoutées par l'opération add. Les résultats sur les nombres de
vraies et fausses interactions supprimées par l'opération delete et les vraies et fausses
interactions ajoutées par l'opération add sont résumés Tableau 4.3.

seuil α
delete add

vraie fausse vraie fausse
µ σ µ σ µ σ µ σ

-0,2
1 9,5 21,1 14,9 29,2 0 0 2,2 1,8
1,5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0

-0,25
1 20,9 29,8 19,4 24,3 0 0 1,5 1,4
1,5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0

-0,3
1 45,7 36,1 13,9 11,2 0 0 1,3 1,4
1,5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0

-0,35
1 57 34,1 6,9 4,1 0 0 1,1 1,2
1,5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0

Tableau 4.3 � Nombre moyen (� µ �) d'interactions vraies et fausses supprimées ou
ajoutées par les opérations delete et add respectivement. L'écart-type � σ � est aussi
indiqué.

Le paramètre α in�uence plus rapidement le nombre d'interactions supprimées ou
ajoutées comparé aux résultats sur les contextes bruités. Ici, plus aucune modi�cation
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des interactions ne se fait lorsque α = 1, 5. Contrairement aux résultats sur les contextes
bruités, aucune vraie interaction manquante n'est ajoutée, quelque soit les paramètres
utilisés. Pour l'opération delete, le nombre moyen de fausses interactions supprimées
est supérieur au nombre moyen de vraie interactions supprimées uniquement pour le
seuil de -0,2. On peut aussi noter que les écart-types sont souvent très élevés, ce qui
laisse supposer que les di�érentes topologies des réseaux simulés varient fortement et
que, comme attendu, ces di�érentes topologies in�uencent grandement le résultat de la
méthode de réparation de réseau.

Les résultats obtenus sur les réseaux d'interaction microARN/ARNm simulés sont
moins bons que sur les contextes bruités et le nombre de mauvaises modi�cations appor-
tées est quasi systématiquement supérieur au nombre de bonnes modi�cations. Néan-
moins, comme dit précédemment et expliqué lors de la description de la méthode, la
réparation du réseau se base sur une topologie initiale de réseau principalement com-
posée de concepts formels qui sont ensuite utilisés pour déterminer les modi�cations
apportées à ces mêmes concepts. Lors de la simulation des contextes bruités, cette
topologie a été simulée en créant par défaut un ensemble de concepts. Pour la simula-
tion d'un réseau, seule une création des répartitions di�érentes des degrés entre vraies
et fausses interactions a été e�ectuée ce qui ne garantit pas une topologie constituée
principalement de concepts. A�n de pouvoir tester correctement la réparation sur des
réseaux microARN/ARNm, il faudrait extraire les caractéristiques des topologies autres
que les degrés pour des scores faibles et forts séparément tout en gardant la simulation
des scores pour les vraies et fausses interactions.

La méthode de réparation a été adaptée à la prédiction d'interaction microARN/ARNm
en ajoutant une contrainte sur l'ajout des relations. Néanmoins, cette méthode ne per-
met pas en l'état de réparer correctement des réseaux microARN/ARNm simulés. Ces
résultats peuvent venir de la structure de concepts du réseau microARN/ARNm chez
A. pisum, ce qui rend nécessaire la visualisation de ce réseau.

La partie suivante introduit la visualisation des concepts, qui est lié à la visualisation
de graphe biparti.
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4.2 Visualisation du réseau par regroupement des interac-
tions

Le nombre d'interactions microARN/ARNm présents dans le réseau est trop impor-
tant pour pouvoir en fournir une visualisation claire, interprétable par un spécialiste.

A�n d'obtenir une visualisation synthétique du réseau, l'idée est de regrouper les
microARN matures et les ARNm qui ont un même comportement vis-à-vis des inter-
actions. Il s'agit donc de � conceptualiser � le réseau, au sens de l'ACF, en mettant en
évidence les regroupements sous forme de concepts et en symbolisant l'ensemble des in-
teractions qu'ils représentent par une seule arête entre les groupes constitués. On réduit
ainsi fortement le nombre d'arêtes à visualiser. D'un point de vue théorique, un réseau
microARN/ARNm est un graphe biparti et un concept est une biclique de taille maxi-
male de ce graphe. Visualiser l'ensemble des interactions à l'aide de concepts revient à
couvrir le graphe par un ensemble de bicliques.

La couverture d'un graphe biparti par une partie, minimum ou non, de ses bicliques
maximales est un problème étudié depuis quelques années [151, 152] et qui est utilisé
en bio-informatique [153]. Une des méthodes de couverture de graphe biparti par ses
bicliques, Power Graph (PG), a été développée par Royer et al. [154]. Elle est utilisée
dans di�érentes études sur des réseaux biologiques [154, 155, 156] ou encore sur des
réseaux sociaux [157, 158].

Dans une première sous-partie la méthode sera tout d'abord décrite, puis une re-
construction rationnelle de PG sera proposée dans le cadre de l'ACF. Dans un troisième
temps, nous présenterons les résultats de la réduction de la complexité de notre réseau
d'interactions chez Acyrthosiphon pisum par PG et nous terminerons en montrant les
possibilités étendues que permet l'ACF pour produire des visualisations et des analyses
alternatives.

4.2.1 Description de la méthode de compression et de visualisation
Power Graph

La description de la méthode est tirée de l'article [154]. Étant donné un graphe
G = (V,E) où V est l'ensemble des n÷uds et E ⊆ V × V est l'ensemble des arêtes, un
power graph (PG) G′ = (V ′, E′) est un ensemble de power nodes V ′ ⊆ P (V ) regroupant
des n÷uds reliés par un ensemble de power edges E′ ⊆ V ′ × V ′. Si deux power nodes
sont reliés par un power edge dans G′, alors tous les n÷uds présents dans le premier
power node sont reliés par une arête à tous les n÷uds dans le deuxième power node
dans G. Trois contraintes sont nécessaires pour fournir une visualisation claire du PG
G′ :

1. Hiérarchie des power nodes : deux power nodes sont soit distincts l'un de l'autre,
soit l'un inclus dans l'autre ;

2. Couverture des arêtes : toute arête du graphe G est représentée par un power edge
dans G′ ;

3. Partitionnement des power edges : une arête du graphe G est représentée par un
seul power edge dans G′ ;

L'algorithme utilisé pour détecter le PG minimal d'un graphe donné recherche tout
d'abord l'ensemble des power nodes possibles par un clustering hiérarchique [159] puis
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ajoute les power edges par une optimisation gloutonne. Il s'agit donc d'un algorithme
d'optimisation local, qui ne garantit pas de trouver le minimum global recherché.

Recherche de l'ensemble des power nodes possibles

L'ensemble des power nodes possibles est obtenu par un clustering hiérarchique en
utilisant l'indice de Jaccard [120] comme mesure de similarité entre les n÷uds. Pour
cela, l'indice de Jaccard utilise la notion de premier voisin, ou voisin direct d'un n÷ud :
l'ensemble des premiers voisins d'un n÷ud u est constitué des n÷uds en interaction
directe avec n÷ud u. L'indice de Jacquard entre deux n÷uds est : J(N1, N2) = (N1 ∩
N2)/(N1 ∪ N2), où N1 est l'ensemble des premiers voisins du premier n÷ud et N2

l'ensemble des premiers voisins du second n÷ud. L'indice de Jacquard est donc compris
entre 0 (les deux n÷uds n'ont aucun voisin en commun) et 1 (les deux n÷uds ont les
mêmes voisins).

Recherche des power edges

La génération des power edges du power graph (PG) est e�ectuée par une recherche
gloutonne qui permet d'obtenir la solution minimale ou une approximation de cette
solution [160]. Pour chaque paire de power nodes obtenue, un power edge peut être
associé. À chaque itération de la recherche, le power edge qui permet de réduire au
mieux le nombre d'arêtes du graphe, c'est-à-dire celle qui couvre la plus grande surface
tout en véri�ant les conditions sur les power nodes et les power edges, est ajouté. Si
une power edge est créée entre deux power nodes potentiel, alors ces deux power nodes
sont ajoutés dans le PG. Les interactions couvertes par cette power edge sont otées du
graphe et la recherche continue. À noter qu'un power node peut ne contenir qu'un seul
n÷ud.

Disponibilité de la méthode

La méthode d'abstraction d'un graphe en PG est disponible sous la forme d'un
module, CyOog, pour le logiciel Cytoscape [161], un outil de visualisation et d'analyse
de graphe. Ce module est aussi disponible sur internet dans une version pré-installée1.

4.2.2 Parallèle entre Power Graph et l'ACF

Dans le cas particulier où G est un graphe biparti, il existe un parallèle entre la
modélisation et la réduction par la méthode de PG du réseau et l'ACF sur ce même
réseau. En e�et, un concept formel C = (A,B) peut être vu comme un ensemble de
deux power nodes et d'une power edge. Les deux power nodes sont constitués pour l'un
des éléments de A, pour l'autre des éléments de B, et la power edge couvre les arêtes
de A × B. De ce fait, le treillis des concepts, donc l'ensemble des concepts, énumère
l'ensemble des triplets (PN1, PN2, PE1,2) maximaux où PN1 et PN2 sont deux power
nodes potentiels et PE1,2 le power edge potentiel entre PN1 et PN2. Ils sont maximaux
dans le sens où la couverture en nombre d'arêtes de PE1,2 est maximale pour PN1 et
PN2.

1www.biotec.tu-dresden.de/research/schroeder/powergraphs/download-cytoscape-plugin.html
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Les trois contraintes des PG, hiérarchie des power nodes, couverture des power
edges et partitionnement des arêtes peuvent être transposées en terme d'ACF. On note
choix(Ci) le choix d'un concept Ci = (Ai, Bi) représentant deux power nodes et un
power edge. On note Ii = Ai × Bi l'ensemble des arêtes couvertes par ce concept et e
une arête du graphe G. Les contraintes peuvent alors être dé�nies de la façon suivante :

1. Hiérarchie des power nodes en ACF : ∀C1, C2 (choix(C1) ∧ choix(C2)) ⇒ (A1 ∩
A2) ∈ {∅, A1, A2} ∧ (B1 ∩ B2) ∈ {∅, B1, B2}. Deux concepts choisis ont leurs
ensembles A1, A2 et B1, B2 soit disjoints, soit l'un inclus dans l'autre ;

2. Couverture des arêtes en ACF : ∀e ∃choix(C1) ∧ e ∈ I1. Pour toute les arêtes e
de G, il existe un concept choisi qui couvre cette arête ;

3. Partitionnement des power edges en ACF : ∀C1 6= C2 (choix(C1)∧ choix(C2))⇒
I1 ∩ I2 = ∅. Deux concepts choisis couvrent des arêtes di�érentes de G.

Les contraintes de hiérarchie et de partitionnement peuvent être exprimées comme
des contraintes sur le treillis de la façon suivante :

1. Hiérarchie des power nodes sur le treillis : ∀C1, C2 (choix(C1) ∧ choix(C2)) ⇒
sup(C1, C2) ∈ {C1, C2,>} ∧ inf(C1, C2) ∈ {C1, C2,⊥} et sup(C1, C2) = > ∧
C1 6= C2 6= > ⇒ intension(>) = ∅ et inf(C1, C2) = ⊥ ∧ C1 6= C2 6= ⊥ ⇒
extension(⊥) = ∅, avec sup et inf qui renvoient respectivement la borne supé-
rieure et la borne inférieure de deux concepts et intension et extension qui ren-
voient respectivement l'intension et l'extension d'un concept. Soit deux concepts
ont comme borne supérieure et comme borne inférieure l'un et l'autre des deux
concepts. Soit deux concepts di�érents choisis ont comme borne supérieure le su-
premum du treillis (>) et comme borne inférieure l'in�mum du treillis (⊥) et
l'intension du supremum et l'extension de l'in�mum sont égaux à l'ensemble vide ;

2. Partitionnement des power edges sur le treillis : ∀C1, C2 choix(C1, C2) ⇒ C1 ≮
C2 ∧ C1 ≯ C2. Deux concepts choisis sont incomparables.

De plus, les étapes de sélection des power edges correspondent à des sélections de
concepts et sous-concepts dans le contexte formel du graphe G, un sous-concept étant
dé�ni comme une biclique résultant de la suppression d'une partie des relations cou-
vertes par un ou deux autres autre concepts. Les relations sont supprimées si elles sont
couvertes par un power edge sélectionné. On retrouve dans ce processus de suppres-
sion une partie de la dé�nition des relations manquantes décrite sur la réparation des
contextes formels bruités (partie 4.1.1). On peut donc là aussi dé�nir un opérateur a�n
de caractériser l'action de suppression d'un concept sur un autre concept :

Dé�nition 4.3 Étant donnés deux concepts Ci = (Ai, Bi) et Cj = (Aj , Bj), l'opérateur
de soustraction s(., .) est dé�ni comme s(Ci, Cj) = (Ai×Bi\Aj×Bj) si Ci < Cj∨Ci >
Cj et s(Ci, Cj) = (Ai ×Bi) sinon.

À partir d'un concept Ci donné, l'opérateur s renvoie un rectangle constitué de la
soustraction d'un concept Cj au concept initial Ci s'ils sont sur une même chaîne.
Sinon l'opérateur renvoie le concept Ci initial. À l'aide de l'opérateur s, les arêtes et les
n÷uds déjà couverts par un concept peuvent être enlevés des autres concepts situés sur
la même chaîne. Cet opérateur est similaire à l'opérateur e dé�ni sur la réparation des
contextes formels bruités. Appliquer l'opérateur s revient à appliquer l'opérateur e sur
deux concepts d'une même chaîne.
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On peut dé�nir un opérateur de double soustraction comme une extension de l'opé-
rateur de soustraction qui permet de formaliser la soustraction de deux concepts à un
seul :

Dé�nition 4.4 Étant donnés trois concepts Ci = (Ai, Bi), Cj = (Aj , Bj) et Ck =
(Ak, Bk), l'opérateur de double soustraction s2(., ., .) est dé�ni comme s2(Ci, Cj , Ck) =
(Ai ×Bi \ (Aj ×Bj ∪Ak ×Bk)) si Ck < Ci < Cj et s2(Ci, Cj , Ck) = (Ai ×Bi) sinon.

Cette opérateur s2 permet de soustraire deux concepts Cj et Ck à un concept Ci si ils
sont tous sur la même chaîne, c'est-à-dire un même chemin sur le treillis.

À l'aide de ces deux opérateurs de soustraction, on peut dé�nir une représentation
inspirée par les PG. On note valide(C) le fait que les power nodes et power edges
obtenus à partir d'un ensemble C de concepts ou sous-concepts respectent les conditions
de hiérarchie et de partitionnement. La stratégie suivante a été mise en place pour
obtenir la réduction G′ d'un graphe biparti G à l'aide de son ensemble de concept C à
l'aide de l'ACF :

1. Initialisation : prétraitement des données brutes pour obtenir les faits nécessaires
pour la suite du programme ;

2. Sélection des concepts : sélection d'un ensemble C1 des concepts tel que : valide(C1) ;

3. Sélection des sous-concepts par simple soustraction : sélection d'un ensemble C2

de sous-concepts tel que : valide(C1 ∪ C2) et ∀Cs ∈ C2 ⇒ ∃C1 ∈ (C \ C1) ∧ ∃C2 ∈
C1 ∧ s(C1, C2) = Cs. L'ensemble des concepts C1 ∈ (C \ C1) utilisé pour obtenir
C2 est noté C′2 ;

4. Sélection des sous-concepts par double soustraction : sélection d'un ensemble C3

de sous-concepts tel que : valide(C1 ∪ C2 ∪ C3) et ∀Cs2 ∈ C3 ⇒ ∃C1 ∈ (C \ (C1 ∪
C′2)) ∧ ∃C2, C3 ∈ (C1 ∪ C2) ∧ s2(C1, C2, C3) = Cs2 ;

5. Optimisation : calcul de la surface couverte par C1 ∪ C2 ∪ C3 et maximisation de
cette surface.

Cette méthode permet de dé�nir un regroupement des n÷uds et des arêtes basé sur les
concepts et l'application des opérateurs s et s2.

L'avantage de cette méthode est que l'optimum de l'étape 5 peut être a�né pour
optimiser di�érents critères de regroupement. Par exemple, dans notre cas d'un réseau
microARN/ARNm, on peut vouloir favoriser le regroupement des microARN ou encore
favoriser le regroupement des ARNm possédant des annotations similaires. Dans la
suite de la thèse, la méthode PG et notre méthode basée sur l'ACF sont appliquées
au réseau microARN/ARNm chez Acyrthosiphon pisum. Nous n'avons pas eu le temps
de développer en profondeur la méthode par ACF et les résultats présentés ici doivent
donc être considérés comme préliminaires.

4.2.3 Application au réseau d'interaction microARN/ARNm chezAcyr-
thosiphon pisum

L'ensemble des visualisations a été produit en utilisant le module CyOog [154]. La
méthode PG a été utilisée sur notre réseau avec les valeurs par défaut (Figure 4.3).
L'extraction a permis de réduire notre réseau de 15 microARN matures, 1.810 ARNm
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et 2.250 interactions à 14 power nodes regroupant des microARN matures (powerMi-
cro), 49 power nodes regroupant des ARNm (powerARN) et 98 power edges. Le facteur
de réduction apporté est donc de 95,6 % sur le nombre d'arêtes. Sur l'ensemble des 14
powerMicro, un seul est constitué de deux microARN matures. Les 13 autres incluent
un microARN mature seulement. Les deux microARN matures au sein du même po-
werMicro sont les microARN matures api-mir-14-3p et api-mir-34-5p. Les ARNm se
regroupent dans 49 powerARN et tous les powerARN incluent plusieurs ARNm. Même
après la réduction du nombre d'arêtes, le réseau reste tou�u surtout à cause de la taille
des powerARN.

Fig. 4.3 � Power graph du graphe d'interaction entre microARN matures et ARNm
avec des cinétiques di�érentielles chez Acyrthosiphon pisum. Les microARN matures et
powerMicro sont en rouge et les ARNm et powerARN en bleu. Image obtenue grâce au
module CyOog.

Nous avons donc décidé de supprimer les n÷uds qui ne participent qu'a une seule
arête, ici les microARN matures qui ciblent un seul microARN et les ARNm ciblés
par un seul microARN. Ces interactions sont en e�et spéci�ques d'un microARN ou
d'un ARNm et peuvent être simplement listées à part. Aucun microARN mature n'est
supprimé et 1.426 ARNm sont supprimés, pour un nombre total d'ARNm dans le nou-
veau réseau de 384. Le PG obtenu sur ce nouveau réseau de 824 interactions, que nous
appellerons � petit réseau � pour plus de simplicité, est présenté Figure 4.4.

Sur ce � petit réseau �, on obtient 12 powerMicro, 43 powerARN et 91 power edges
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Fig. 4.4 � Power graph du � petit réseau �. Les microARN matures et powerMicro sont
en rouge et les ARNm et powerARN en bleu. Image obtenue grâce au module CyOog.

pour un facteur de réduction de 90 %. Sur les 12 powerMicro, trois incluent deux mi-
croARN matures. Ces trois regroupement sont : api-mir-1-3p avec api-mir-87-3p, api-
mir-3038-3p avec api-mir-novel183-5p et api-mir-14-3p avec api-mir-34-5p. Sur les 43
powerARN, 41 incluent plusieurs ARNm. Les plus grandes réductions entre le réseau
d'origine et le � petit réseau � ne s'opèrent pas sur le nombre de power edges, qui passe
de 98 à 91 (le facteur de réduction est en fait légèrement inférieur), mais sur la taille
des powerARN ainsi qu'un meilleur regroupement des microARN matures au sein des
powerMicro.

Notre méthode de visualisation basée sur l'ACF a également été appliquée au � petit
réseau � (Figure 4.5). La méthode génère un ensemble de 11 powerMicro, 42 powerARN
et 242 power edges pour un facteur de réduction de 70 %. Sur les 11 powerMicro,
quatre incluent deux microARNmatures et sur les 42 powerARN, neuf incluent plusieurs
ARNm. Les microARN matures regroupés sont : api-mir-3038-3p et api-mir-novel183-
5p, api-mir-novel146-5p et api-mir-3019-5p, api-mir-1-3p et api-mir-87-3p et �nalement
api-mir-1000-5p et api-mir-263a-5p. Une première comparaison entre cette méthode et
la méthode PG est que la réduction sur les microARN matures est supérieure, quatre
powerMicro contre trois qui incluent plusieurs microARN matures, mais la réduction
sur les arêtes est grandement inférieure, 242 contre 91. De façon purement visuelle, il
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semble que certains regroupement d'ARNm dans des powerARN pourraient encore être
e�ectués. Ceci indique que la méthode développée avec l'ACF ne permet pour l'instant
pas de récupérer l'ensemble des regroupements possibles. Ceci expliquerait le nombre
plus faible de powerARN incluant plusieurs ARNm, 9 contre 41. De plus, on peut voir
que les regroupements e�ectués sur les microARN matures sont di�érents : api-mir-
14-3p et api-mir-34-5p ne sont plus regroupés ensemble par exemple. L'intérêt de la
méthode basée sur les concepts réside dans la �exibilité de sa fonction objectif qui peut
être modi�ée pour optimiser d'autres critères que simplement la surface couverte.

La Figure 4.6 présente la réduction du � petit réseau � par la méthode basée sur
l'ACF, mais où cette fois ci nous avons utilisé deux critères d'optimisation. Nous avons
procédé de façon prioritaire à une optimisation du recouvrement des arêtes corres-
pondantes à des couples de type � contraire � (Tableau 4.4 pour la liste des couples
� contraires �) puis utilisé l'optimisation de la couverture pour départager les ex ae-
quo. Le résultat comporte 12 powerMicro, 41 powerARN et 265 power edges. Sur les
15 powerMicro : un inclut deux microARN matures (api-mir-316-5p et api-mir-14-3p)
et un deuxième inclut trois microARN matures (api-mir-novel146-5p, api-mir-3019-5p
et api-mir-1000-5p). Parmi les 41 powerARN, neuf incluent plusieurs ARNm. Les re-
groupements obtenus sont assez di�érents entre les deux visualisations générées par des
optimisations di�érentes, notamment sur les powerMicro. Une fois encore, on constate
des regroupements d'ARNm qui ne sont pas supportés par des regroupements en po-
werARN. Néanmoins, cette �gure illustre bien le fait que grâce à notre méthode et en
changeant la fonction objectif, nous pouvons modi�er le regroupement des éléments
et générer des visualisations qui permettent de meilleurs interprétations biologiques en
fonction du problème posé.

En résumé, cette partie introduit le problème d'une visualisation basée par les bi-
cliques d'un graphe biparti. Pour répondre à ce problème, la méthode PG a été identi�ée
comme l'une des solutions possibles pour couvrir ce type de graphe par un partitionne-
ment spéci�que. Nous avons transposé cette approche dans le cadre de l'ACF et pro-
posé une nouvelle méthode, inspiré par la méthode PG et basée sur l'ACF, qui permet
d'étendre les possibilités de visualisation par la modi�cation de l'optimum à atteindre.
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disparition pic po-
sitif

augmentation

avance retard augmentation
apparition pic né-
gatif

retard avance
apparition pic né-
gatif

augmentation

diminution avance
disparition pic né-
gatif

apparition pic né-
gatif

avance diminution
disparition pic né-
gatif

disparition pic po-
sitif

augmentation retard
apparition pic né-
gatif

disparition pic né-
gatif

retard augmentation
disparition pic po-
sitif

disparition pic né-
gatif

diminution
disparition pic né-
gatif

disparition pic po-
sitif

apparition pic posi-
tif

disparition pic né-
gatif

diminution
disparition pic po-
sitif

disparition pic né-
gatif

diminution
apparition pic posi-
tif

apparition pic posi-
tif

disparition pic po-
sitif

apparition pic posi-
tif

diminution
disparition pic né-
gatif

disparition pic po-
sitif

Tableau 4.4 � Liste des couples règles considérées comme � contraires � en fonction de
la règle suivie par le microARN mature et par l'ARNm
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Fig. 4.5 � Réduction du � petit réseau � par la méthode basée sur l'ACF. Les microARN
matures et powerMicro sont en rouge et les ARNm et powerARN en bleu. Image obtenue
grâce au module CyOog.
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Fig. 4.6 � Réduction du � petit réseau � par la méthode basée sur l'ACF avec l'opti-
misation de la couverture d'arêtes � contraire �. Les microARN matures et powerMicro
sont en rouge et les ARNm et powerARN en bleu. Image obtenue grâce au module
CyOog.
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4.3 Résumé et conclusion : l'analyse de concepts formels
dans le cadre de graphes biologiques bipartis

Ce chapitre décrit deux méthodes issues de l'ACF et développées dans le cadre d'un
réseau d'interactions microARN/ARNm. La première propose de réparer un graphe bi-
parti à l'aide de l'ACF. On part de l'hypothèse qu'il existe un graphe d'origine, le vrai
graphe, et que ce graphe est constitué principalement de modules d'interaction : des
concepts formels. La formalisation de l'e�et du bruit au sein d'un contexte formel nous
a permis de détecter l'e�et de ce bruit sur le nombre de concepts et le changement
que ce bruit induit dans le treillis de concepts. À partir de cette formalisation, deux
opérations ont été proposées pour détecter et réparer l'e�et du bruit sur le treillis. Ces
opérations ont été testées sur des jeux de données in silico simulés à la fois sans paramé-
trage biologique et à la fois à l'aide de paramètres dérivés du réseau microARN/ARNm
chez Acyrthosiphon pisum. Les résultats obtenus sur les simulations sans a priori sont
convaincants et la méthode permet de réparer un partie du réseau. Les résultats obtenus
sur les graphes simulés à partir de paramètres issus du réseau réel sont moins bons. En
e�et, la méthode ne permet pas dans ce cas là de réparer convenablement le graphe.
Néanmoins, les paramètres extraits du réseau microARN/ARNm ne sont pas forcément
ceux qui permettent de reproduire convenablement la structure sous-jacente du réseau.
Une version préliminaire de cette méthode a fait l'objet d'une publication qui a été
sélectionnée parmi les actes de la conférence European Conference on Data Analysis
20132. Cette publication est disponible en annexe 6.2.2.

La deuxième partie introduit le problème de la visualisation d'un graphe biparti.
La méthode Power Graph (PG) est une solution qui permet de répondre à ce problème
en couvrant les arêtes d'un graphe biparti par des bicliques par une approche hiérar-
chique. La méthode PG a tout d'abord été transposée dans le cadre de l'ACF, puis
une deuxième méthode permettant de visualiser un graphe biparti par ses concepts et
sous-concepts couvrant au mieux ce graphe a été proposée. Elle s'inspire de la méthode
PG. Cette méthode nouvelle permet de minimiser le nombre d'arêtes en représentant
un concept ou sous-concept par une seule arête. L'avantage de notre méthode est qu'elle
permet d'implémenter di�érentes optimisations, autres qu'une optimisation de couver-
ture de surfaces comme la méthode PG. Cet avantage a été illustré par l'optimisation
du regroupement des arêtes associées à des couples de règles dé�nis comme � contraire �
sur la base des microARN matures et des l'ARNm associés à ces arêtes.

2Livre disponible �n 2014 : http://www.springer.com/statistics/book/978-3-662-44982-0

http://www.springer.com/statistics/book/978-3-662-44982-0


Chapitre 5

Étude du réseau d'interactions par
l'analyse de concepts formels

Le chapitre 2 a présenté la création d'un premier réseau d'interactions entre les mi-
croARN et les ARNm chez Acyrthosiphon pisum et le chapitre a 3 décrit la réduction de
ce réseau aux microARN et ARNm qui possèdent des cinétiques di�érentes entre l'em-
bryogenèse sexuée et l'embryogenèse asexuée. Ce chapitre décrit comment nous avons
utilisé l'analyse de concepts formels et ses extensions pour permettre l'exploration de
ce réseau. L'ajout de nouvelles informations hétérogènes et l'utilisation de l'analyse de
concepts formels nous permet de faire de la fouille de données dans ce réseau a�n d'ex-
traire des interactions et des ensembles d'interactions pertinentes pour la problématique
étudiée.
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Comme il a été montré, le graphe biparti des interactions entre microARN matures
et ARNm chez Acyrthosiphon pisum peut être considéré comme un contexte formel,
appelé par la suite le contexte des interactions. L'énumération de l'ensemble des concepts
formels sur le contexte des interactions nous permet d'obtenir l'ensemble des microARN
matures qui ciblent les mêmes ARNm.

Néanmoins, extraire de la connaissance biologique et interpréter biologiquement ces
concepts sans apporter d'informations extérieures, que ce soit sur les interactions ou
sur les éléments de ces interactions, se révèle compliqué. Dans l'optique d'associer des
informations biologiques aux concepts formels, des attributs biologiques sont rajoutés
au contexte entre microARN matures et ARNm. Ces attributs vont nous permettre de
caractériser les interactions microARN/ARNm.

La première partie décrit comment des attributs sont ajoutés à un contexte a�n de
pouvoir interpréter un réseau. Dans une seconde partie cette méthode est appliquée à
notre réseau d'interactions chez A. pisum.

5.1 Description de l'ajout d'informations hétérogènes à un
contexte formel

Pour caractériser les concepts d'un réseau biparti, la méthode nécessite trois contextes
formels :

� Le contexte formel qui décrit le réseau biparti par une relation R entre les en-
sembles d'objets O1 et O2 : Krel = (O1, O2, R) ;

� Le contexte formel qui décrit les objets O1 par un ensemble d'attributs A1 :
K1 = (O1, A1, I1) ;

� Le contexte formel qui décrit les objets O2 par un ensemble d'attributs A2 :
K2 = (O2, A2, I2).

À chacun de ces contextes, un ensemble de concepts est associé : Crel, C1 et C2

respectivement pour Krel, K1 et K2.
À partir de ces trois contextes, un nouveau contexte formel Krel,1,2 est formé par

la fusion de ces trois contextes sur la base de leurs ensembles communs, O1 et O2. Le
nouveau contexte est formé de la façon suivante :

Krel,1,2 = (O1 ∪A2, O2 ∪A1, R ∪ I1 ∪ Ī2)

avec Ī2 ⊆ A2 ×O2 et (a, b) ∈ I2 ⇔ (b, a) ∈ Ī2.
L'ensemble des concepts Crel,1,2 de Krel,1,2 à partir des ensembles de concepts Crel, C1

et C2 peut être dé�ni par l'utilisation d'un opérateur adapté à partir de l'opérateur de
fusion f dé�ni sur la réparation de contextes bruités (partie 4.1.1). L'ensemble Crel serait
considéré comme l'ensemble des concepts d'origine et les ensembles C1 et C2 comme les
� faux � concepts (ce qui n'est pas le cas ici).

Comme l'on souhaite caractériser les relations de Krel, parmi tous les concepts obte-
nus sur Krel,1,2, seuls les concepts incluant au moins une relation de R sont intéressants.
Ce sont les seuls qui caractérisent potentiellement les interactions du réseau. C'est pour-
quoi nous dé�nissons un sous ensemble CArel,1,2 ⊆ Crel,1,2 qui distingue l'ensemble des
concepts formels de Krel,1,2 qui comprennent une relation d'interaction :
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Dé�nition 5.1 On appelle concept annoté un concept du sous ensemble CArel,1,2 ⊆
Crel,1,2 dé�ni de la façon suivante :

∀ Crel,1,2 ∈ CArel,1,2 ⇒ ∃o1 ∈ extension(Crel,1,2)∧∃o2 ∈ intension(Crel,1,2)∧(o1, o2) ∈ R,

avec extension(Crel,1,2) et intension(Crel,1,2) l'extension et l'intension de Crel,1,2.

Le sous ensemble de concepts CArel,1,2 représente l'ensemble des concepts de Crel,1,2 qui
possèdent au moins une relation de Krel.

N'obtenir que les concepts Crel,1,2 ∈ CArel,1,2 de Krel,1,2 qui possèdent au minimum
une relation incluse dans R permet d'obtenir trois types de concepts listés ci-dessous.
Dans ce qui suit, Crel,1,2 ∈ CArel,1,2, Crel = (C,D) ∈ Crel, A1 est l'ensemble des attributs
de K1 et A2 est l'ensemble des attributs de K2 :

1. Crel,1,2 ∈ Crel : le concept ne contient aucune annotation associé sur les ensembles
d'attributs A1 et A2 ;

2. Crel,1,2 = (D ∪ A′2, E) ∧ A′2 ⊆ A2 ∧ A′2 6= ∅ ou Crel,1,2 = (D,E ∪ A′1) ∧ A′1 ⊆
A1 ∧ A′1 6= ∅ : le concept peut être associé à un concept de Crel et contient une
annotation sur les ensembles d'attributs A1 ou A2 ;

3. Crel,1,2 = (D′ ∪A′2, E′)∧D′ ⊂ D ∧E′ ⊂ E ∧D′ 6= ∅ ∧E′ 6= ∅ ∧A′2 ⊂ A2 ∧A′2 6= ∅
ou rel,1,2 = (D′, E′∪A′1)∧D′ ⊂ D∧E′ ⊂ E∧D′ 6= ∅∧E′ 6= ∅∧A′1 ⊂ A1∧A′1 6= ∅ :
le concept contient un rectangle non maximal de Crel et contient une annotation
sur les ensembles d'attributs A1 ou A2.

Sur le contexte formel Krel, aucune relation n'est dé�nie sur les ensembles A2 et A1,
A2 × A1 = ∅. C'est pour cette raison que les concepts de CArel,1,2 incluent soit des
attributs de A2 soit des attributs de A1 mais pas les deux (cas 2 et 3 ci-dessus). Cela
implique qu'il peut exister deux annotations pour un même concept de Crel (cas 2) ou
une annotation pour le concept de Crel et une autre sur l'autre ensemble d'attribut un
rectangle non maximal de Crel (cas 2,3).

Nous terminerons cette exemple par une illustration. Prenons trois contextes for-
mels : le contexte Ki sur des interactions microARN/ARNm, le contexte Kµ sur les
attributs des microARN matures et le contexte Ka sur les attributs des ARNm ainsi
que le treillis B(Ki) associé à Ki (Figure 5.1). Ces trois contextes correspondent aux
contextes Krel, K1 et K2 et le treillis représente l'ensemble des concepts Crel. La fusion
de ces trois contextes donne le contexte Ki,µ,a et son treillis B(Ki,µ,a) (Figure 5.2). Ils
correspondent au contexte Krel,1,2 et à l'ensemble des concepts Crel,1,2.

Cet exemple nous permet d'illustrer l'ensemble des cas décrits plus haut. On peut
voir que le concept C i,1,2

1 en rouge Figure 5.2 ne couvre aucune interaction entre mi-
croARN mature et ARNm, il ne fait donc pas partie des concepts d'intérêt pour l'inter-
prétation des interactions microARN/ARNm.

Le cas 1 est illustré par le concept C i,1,2
4 qui est déjà présent dans Crel sous le nom

C i
1. Il n'est caractérisé par aucun attribut.
Le cas 2 est illustré par le concept C i,1,2

7 qui permet de caractériser le microARN du
concept ⊥i par l'attribut µatt1 . Le concept C

i
2 est inclus dans deux concepts, C i,1,2

3 et
C i,1,2

5 où le premier caractérise les ARNm du concept C i
2 et le second les microARN de

ce concept.
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Le cas 3 est illustré notamment par C i,1,2
6 qui chevauche le concept C i

1. Il caractérise
donc un sous ensemble des relations de C i

1 ({µ1} × {a1, a2}) par l'attribut µatt2 sur le
microARN µ1.

a1 a2 a3 a4

µ1 1 1
µ2 1 1
µ3 1 1 1 1
µ4 1 1
µ5 1 1

Ki

µatt1 µatt2
µ1 1
µ2

µ3 1
µ4 1
µ5 1 1

Kµ

aatt1 aatt2
a1

a2 1
a3 1
a4 1

Ka

>i = {µ1, µ2, µ3, µ4, µ5} × ∅

C i
1 = {µ1, µ2, µ3}

×
{a1, a2}

C i
2 = {µ3, µ4, µ5}

×
{a3, a4}

⊥i = {µ3} × {a1, a2, a3, a4}

B(Ki)

Fig. 5.1 � Trois contextes formels et un treillis de concepts : Ki représente les interac-
tions microARN/ARNm, Kµ et Ka représentent respectivement les attributs possédés
par les microARN matures µ1..µ5 et les ARNm a1..a4. Le treillis de concepts B(Ki) est
représenté en dessous.

5.2 Application au réseau d'interactions microARN/ARNm
chez Acyrthosiphon pisum

L'ajout d'informations biologiques hétérogènes au contexte formel des interactions
(matrice d'adjacence du graphe biparti d'interactions microARN/ARNm) par la mé-
thode globalement décrite ci-dessus permet de répondre à deux types de questions :

1. Est-ce que le regroupement d'ensemble de microARN matures et d'ARNm en in-
teraction implique des attributs biologiques spéci�ques pour ces deux ensembles ?

2. Est-ce que l'ajout d'attributs biologiques particuliers permet d'observer de nou-
veaux regroupements d'interactions impliqués par ces attributs ?

Dans la suite de cette partie, les attributs ajoutés au contexte sont tout d'abord
détaillés puis on présente une analyse des résultats obtenus par cette méthode sur ces
attributs.
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a1 a2 a3 a4 µatt1 µatt2
µ1 1 1 1
µ2 1 1
µ3 1 1 1 1 1
µ4 1 1 1
µ5 1 1 1 1

aatt1 1
aatt2 1 1

Ki,µ,a

>i,1,2 = {µ1, µ2, µ3, µ4, µ5, aatt1 , aatt2}×
∅

C i,1,2
1 = {µ1, µ5}

×
{µatt2}

C i,1,2
2 = {µ1, µ2, µ3, aatt1}

×
{a2}

C i,1,2
3 = {µ3, µ4, µ5, aatt2}

×
{a3, a4}

C i,1,2
4 = {µ1, µ2, µ3}

×
{a1, a2}

C i,1,2
5 = {µ3, µ4, µ5}

×
{a3, a4, µatt1}

C i,1,2
6 = {µ1}
×

{a1, a2, µatt2}

C i,1,2
7 = {µ3}
×

{a1, a2, µatt1}

C i,1,2
8 = {µ5}
×

{a3, a4, µatt1 , µatt2}

⊥ = ∅
×

{a1, a2, a3, a4, µatt1 , µatt2}

B(Ki,µ,a)

Fig. 5.2 � Le contexte Ki,µ,a et son treillis de concepts. En rouge le concept qui ne
comporte aucune interaction microARN/ARNm et ne fait donc pas partie de CAi,µ,a
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5.2.1 Attributs biologiques utilisés pour les microARN et les ARNm

Règles de transition de pro�l cinétique

Cet attribut est identique aux règles issues de la classi�cation des microARNmatures
et des ARNm di�érentiellement régulés en fonction de leurs pro�ls cinétiques sexués et
asexués décrits chapitre 3. Pour chaque élément du réseau, une règle de transition est
associée. Il s'agit d'observer si des microARN matures ou des ARNm possédant des
règles de transitions identiques présentent des caractéristiques communes. Chacun des
attributs représente l'une des neuf règles de classi�cation et il existe une relation entre
l'objet et l'attribut si le couple de pro�ls de l'objet correspond à la règle. Pour les
15 microARN matures il y a exactement un choix e�ectué parmi les quatre attributs
exclusifs associés ce qui génère 15 couples microARN/règle et pour les 1.810 ARNm il
y a neuf attributs ce qui génère 1.810 couples microARN/règle.

Éléments di�érentiellement régulés au premier temps des cinétiques

Il a été montré que passé le stade de développement larvaire 17, les embryons ne
sont plus �exibles au kinoprène et que leur avenir, sexué ou asexué, devient déterminé
[77]. Le point de transition entre le Stade 17 et les stades suivants mérite une attention
particulière. Nous avons donc introduit un attribut pour identi�er tout élément régulé
possédant une di�érence de pro�ls d'expression entre le T0 (Stade 17) et les T1S (sexué)
ou les T1AS (asexué). En procédant à cette sélection, huit microARN matures et 475
ARNm ont été marqués par cet attribut intitulé � PCD � (pour Première Cinétique
Di�érente).

Annotation fonctionnelle par GO

Pour chaque ARNm du réseau avec au moins une annotation fonctionnelle GO (pour
rappel 690 ARNm), cette ou ces annotations fonctionnelles lui sont associées. Chacune
des annotations représente un attribut et il existe une relation entre l'ARNm et l'attribut
si l'ARNm est annoté par cette annotation. Il y a 1.409 attributs pour 3.064 relations.
Cet attribut est appelé � GO � par la suite.

Annotation fonctionnelle manuelle par termes GO d'intérêt

Une liste de fonctions d'intérêt à observer dans le réseau a été extraite à partir
des quatre fonctions biologiques précédemment annotées par Gallot et al. [77] et ba-
sées sur l'expression di�érentielle d'ARNm chez A. pisum avec un protocole expéri-
mental identique au nôtre. Ces quatre fonctions sont : l'ovogenèse (1), la régulation
post-transcriptionnelle (2), l'épigénétique (3) et le cycle cellulaire (4). À ces fonctions
sont ajoutées trois autres fonctions : le système neuroendocrine (5), le développement
musculaire (6) et la régulation transcriptionnelle (7).

Pour la fonction 5, il a été décidé de l'ajouter car ces éléments jouent un rôle avéré ou
potentiel dans la réception et transduction du signal de la photopériode chez le puceron
du pois [73]. La fonction 6 a été ajoutée car l'on sait que du point de vue phénotypique
les femelles sexuées et asexuées ne sont pas identiques, d'où une di�érence de régulation
potentielle des ARNm impliqués dans le développement musculaire. La fonction 7 a été
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ajoutée car on a constaté un enrichissement en termes GO associés à cette fonction dans
les ARNm di�érentiellement régulés (pour rappel, voir Tableau 3.3 partie 3.2).

Une fois ces sept fonctions dé�nies, elles ont été caractérisées par des ensembles de
termes GO. Si un ARNm possède un des termes GO associés à l'une des fonctions, alors
il est aussi associé à cette fonction. L'ensemble des sept fonctions et leurs annotations
et numéro GO sont listées ci-dessous :

1. Ovogenèse : oogenesis (0048477), gonad development (0008406), reproductive structure deve-

lopment (0048608) ;

2. Régulation post-transcriptionnelle : posttranscriptional regulation of gene expression (0010608),

production of small RNA involved in gene silencing by RNA (0070918) ;

3. Épigénétique : regulation of molecular function, epigenetic (0040030), regulation of gene ex-

pression, epigenetic (0040029), DNA methylation (0006306), chromatin organization (0006325),

chromatin silencing (0006342) ;

4. Cycle cellulaire : cell cycle (0007049), cell di�erentiation (0030154), cell cycle DNA replication

(0044786) ;

5. Système neuroendocrine : nervous system development (0007399), synaptic transmission

(0007268), response to hormone (0009725), regulation of hormone levels (0010817), neuropeptide

signaling pathway (0007218), neuropeptide catabolic process (0010813), neurotransmitter trans-

port (0006836), dopamine secretion (0014046), dopamine metabolic process (0042417), octopa-

mine secretion (0061539), octopamine metabolic process (0046333), histamine metabolic process

(0001692), response to histamine (0034776), histamine transport (0051608), ecdysone metabo-

lic process (0008205), response to ecdysone (0035075), mevalonate transport (0015728), isopre-

noid biosynthetic process via mevalonate (1902767), terpenoid biosynthetic process, mevalonate-

dependent (0051485), steroid metabolic process (0008202), steroid hormone secretion (0035929) ;

6. Développement musculaire : muscle structure development (0061061) ;

7. Régulation transcriptionnelle : regulation of transcription, DNA-templated (0006355).

Le Tableau 5.1 donne le nombre d'ARNm associés à chacune des fonctions sur les
ARNm qui possèdent des cinétiques di�érentes. À noter que certains ARNm peuvent
être associés à plusieurs fonctions, c'est pourquoi le nombre total d'ARNm est di�érent
de la somme des ARNm associés à chacune des fonctions.

fonction nombre d'ARNm
ovogenèse 20

régulation post-transcriptionnelle 7
épigénétique 19

cycle cellulaire 97
système neuroendocrine 67

développement musculaire 12
régulation transcriptionnelle 52

total 274
ARNm unique associé à une fonction 146

Tableau 5.1 � Nombre d'ARNm di�érentiellement régulés impliqués dans chaque fonc-
tion.
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Chacune de ces fonctions représente un attribut et il existe une relation entre
l'ARNm et l'attribut si l'ARNm est annoté par cette fonction. Il y a 7 attributs pour
274 relations. Dans la suite de la thèse cet attribut est appelé � fonction manuelle �.

Aucun attribut de fonction n'a été ajouté pour les microARN matures à cause de
leur faible e�ectif.

5.2.2 Résultat sur le réseau d'interaction microARN/ARNm chez
Acyrthosiphon pisum

La méthode d'enrichissement des modules d'interaction a été appliquée au réseau
sur les contextes suivants :

� Le contexte des interactions entre microARN matures et ARNm : 15 microARN
matures, 1.810 ARNm et 2.250 interactions ;

� Le contexte des attributs des microARN matures : 15 microARN matures, 5 at-
tributs et 23 couples en relations ;

� Le contexte des attributs des ARNm : 1.810 ARNm, 1.426 attributs et 5.623
couples en relations.

Le nombre de concepts, ou modules, obtenus contenant au moins une interaction
microARN/ARNm est de 2.225. Une première analyse rapide de ces concepts montre que
l'introduction de l'attribut � GO � rend le nombre de concepts vraiment trop important
(2.225) et tend à brouiller l'interprétation du réseau. Ceci peut être dû au fait qu'il
n'y a que 690 ARNm sur les 1.810 qui possèdent au moins un attribut GO et que la
précision des annotations n'est pas la même pour ces 690 ARNm. Pour cette raison, il
a été décidé de supprimer l'attribut portant sur l'annotation fonctionnelle par GO, ce
qui ramène le contexte des attributs des ARNm à : 1.810 ARNm, 17 attributs et 2.559
relations.

Le nombre de concepts obtenus en supprimant l'annotation GO de l'analyse passe à
555 concepts, ce qui est très inférieur au nombre précédent (2.225). Sur l'ensemble des
concepts obtenus en excluant le top (supremum du treillis) et le bottom (in�mum du
treillis), 65 comportent au moins un attribut sur les microARN matures, 473 au moins
un attribut sur les ARNm et 15 ne comportent aucun attribut.

Avant d'aborder l'analyse proprement dite, nous présentons Figure 5.3 un exemple
du type de résultat que l'on peut obtenir. Elle est issue de l'extraction de cinq concepts
du treillis. Chaque concept est constitué de cinq parties (séparées par un trait) toujours
présentées dans cet ordre :

1. Le numéro du concept ;

2. L'ensemble des attributs possédés par les ARNm ;

3. L'ensemble des ARNm (nomenclature AphidBase : ACYPI). Si le nombre d'ARNm
présents dans le concept dépasse les 25, alors dans ce cas seul le nombre d'ARNm
présents est a�ché ;

4. L'ensemble des microARN matures ;

5. L'ensemble des attributs possédés par les microARN matures.

À noter que pour faciliter la lisibilité et l'interprétation des �gures, certains attributs
ont été ajoutés aux concepts après la création du treillis. Ces cas correspondent aux
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concepts possédant une annotation à la fois sur les microARN matures et les ARNm
(cas 2 et cas 2,3). Les attributs sont donc ajoutés si et seulement si ils sont présents
pour l'ensemble des éléments (microARN matures ou ARNm du concept). Les attributs
ajoutés apparaissent entre accolades.

Concept 429

« diminution »

ACYPI000346
ACYPI082800
ACYPI083520
ACYPI48937

api-mir-316-5p
api-mir-novel146-5p

{ augmentation }

Concept 238

« diminution »

...
65
...

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 283

« diminution »

...
62
...

api-mir-novel146-5p

{ augmentation }
{ PCD }

Concept 505

« diminution »
« PCD »

ACYPI001421
ACYPI001777
ACYPI002240
ACYPI002982
ACYPI004012
ACYPI008556
ACYPI009377
ACYPI068173
ACYPI069860
ACYPI083520
ACYPI085775
ACYPI087684
ACYPI22226
ACYPI29370
ACYPI33621
ACYPI33946
ACYPI44738
ACYPI46195
ACYPI51768

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 528

« diminution »
« PCD »

« système neuroendocrine »

ACYPI008556
ACYPI44738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Fig. 5.3 � Cinq concepts extraits du treillis des interactions après ajout d'information.

Une des façons de lire cette �gure est la suivante : le concept 238 inclut 65 ARNm
ciblés par le microARN api-mir-316-5p, l'ensemble des ARNm suivent la règle � diminu-
tion � et api-mir-316-5p suit la règle � augmentation �. Ensuite, le concept 283 regroupe
62 ARNm qui suivent la règle � diminution � et sont ciblés par api-mir-novel146-5p qui
lui possède les attributs � augmentation � et � PCD � (élément di�érentiellement régulé
au premier pas de temps des cinétiques). Le concept 429 regroupe quatre cibles com-
munes de api-mir-316-5p et api-mir-novel146-5p qui suivent la règle � diminution �. On
peut voir aussi que ces deux microARN suivent la règle � augmentation �. Les quatre
ARNm du concept 429 forment un sous ensemble à la fois des ARNm du concept 238
et des ARNm du concept 283. Le concept 505 regroupe un sous ensemble des ARNm
ciblés par api-mir-316-5p et présents dans le concept 238 mais où cette fois-ci l'ensemble
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de ces ARNm possèdent les attributs � diminution � et � PCD �. De la même façon,
les ARNm du concept 528 (sous ensemble de ceux présents dans le concept 505) pos-
sèdent toujours les attributs � diminution � et � PCD � mais aussi l'attribut � système
neuroendocrine �. Les �gures ont été produites à l'aide de graphviz [162].

Exploration non supervisée des modules

L'exploration non supervisée consiste à observer l'ensemble des modules formés sans
a priori biologique en regardant préférentiellement des modules respectant certaines
contraintes. On peut ainsi chercher à observer les modules contenant au minimum deux
microARN matures et deux ARNm ou encore contraindre que les règles suivies par les
microARN matures soit cohérentes à celles suivies par les ARNm.

Exploration des modules contenant au minimum deux microARN matures
et deux ARNm Dans cette sous-partie nous nous intéressons aux concepts contenant
au moins deux microARN matures et au moins deux ARNm pour observer si certains
microARN matures ciblent des ensembles d'ARNm identiques qui seraient impliqués
dans des fonctions identiques.

Sur l'ensemble des 555 concepts obtenus, un tiers (164) possèdent au minimum
deux microARN matures et deux ARNm. Les sous-graphes comportant uniquement ces
concepts ont été extraits. Ils se divisent en 20 composantes connexes, où une composante
connexe regroupe tous les concepts reliés par un chemin du sous-graphe. Autrement dit,
il n'existe aucune relation entre les concepts de deux composantes connexes di�érentes.
Les composantes connexes sont majoritairement composées d'un seul concept (12 com-
posantes), six composantes incluent deux concepts, une composante inclut trois concepts
et la dernière composante inclut 137 concepts. En observant cette dernière composante,
il apparaît qu'elle est composée quasi exclusivement de concepts incluant le microARN
api-mir-3019-5p, qui pour rappel cible 54 % des ARNm du réseau. Interpréter la fonction
de ce microARN mature semble di�cile au vu de son nombre énorme d'interactions. Des
critères sur les modules précédemment extraits ont donc été rajoutés pour déterminer
si un concept devait être gardé ou non pour cette analyse :

� Un module qui ne contient que deux microARN ne doit pas contenir api-mir-3019-
5p ;

� Un module qui contient strictement plus de deux microARN peut contenir api-
mir-3019-5p.

Une fois ces critères ajoutés, le nombre de concepts, le nombre de composantes et la
répartition des concepts au sein des composantes ne comporte plus que 76 concepts
répartis dans 29 composantes connexes avec :

� 14 concepts seuls ;
� quatre composantes avec deux concepts ;
� cinq composantes avec quatre concepts ;
� deux composantes avec cinq concepts ;
� quatre composantes avec six concepts.
On note tout d'abord que le nombre maximum de microARN matures dans un

module est de trois et que les microARN api-mir-281-5p, api-mir-278-5p, api-mir-3026-
5p et api-mir-novel85-3p ne sont pas présents, ce qui fait que seuls 11 microARN matures
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apparaissent dans les concepts respectant les critères dé�nis ci-dessus.
Sur l'ensemble de ces concepts, une première analyse possible est d'observer la cooc-

currence des di�érents microARN matures dans ces concepts : quels sont les microARN
matures qui se retrouvent au sein des mêmes concepts ? En d'autres termes, est-ce
qu'il existe des microARN matures qui ont tendance à se regrouper du fait de leurs
interactions ? Parmi les microARN qui apparaissent souvent ensemble (sans prendre
en compte api-mir-3019-5p) nous pouvons citer api-mir-1000-5p et api-mir-novel146-
5p, api-mir-1-3p et api-mir-1000-5p, api-mir-14-3p et api-mir-316-5p, api-mir-316-5p et
api-mir-novel146-5p. On peut noter la cooccurrence de api-mir-1000-5p et api-mir-263a-
5p, deux microARN matures exprimés dans la tête soit chez l'abeille [137] soit chez le
ver à soie [56] (Figure 5.4). Dans ce sous-graphe, api-mir-1000-5p et api-mir-263a-5p
ciblent trois ARNm communs et l'ajout de api-mir-3019-5p réduit ce nombre à deux.
On peut observer que les concepts 36 et 37 peuvent être regroupés, de même pour les
concepts 34 et 35. Les trois ARNm associés suivent la règle � augmentation � et les
deux microARN la règle � diminution � et possèdent aussi l'attribut � PCD �. Si l'on
regarde de plus près les annotations des ARNm, on peut voir que ACYPI000235 est an-
noté comme � protein held out wings-like �, ACYPI005514 comme � beta-amyloid-like
protein � (attribut fonction : � cycle cellulaire � et � système neuroendocrine �) et que
ACYPI002763 ne possède aucune annotation. En regardant plus en détails les annota-
tions GO de ACYPI005514, on voit que ce gène est impliqué dans le développement du
système nerveux périphérique, ce qui est cohérent avec la localisation de api-mir-1000-5p
et api-mir-263a-5p dans la tête. Les sites de �xation de ces microARN matures sur ces
ARNm sont trop distants, entre 150 et 450 nucléotides, pour pouvoir faire l'hypothèse
d'une coopération entre ces sites. En plus de cette cooccurrence, celle de api-mir-14-3p
et api-mir-263a-5p, deux microARN matures potentiellement impliqués dans l'apoptose,
se retrouvent de façon intéressante au sein du même concept (le concept 456 Figure 5.5).
Ce concept inclut deux ARNm : ACYPI004009 (� augmentation �) et ACYPI008827
(� diminution �), tous deux annotés respectivement comme une � protein phosphatase 1
regulatory subunit 37 � et une � forkhead box protein o-like � (facteur de transcription).
On peut noter que les protéines de la famille FOXO3, une sous-famille des protéines
forkhead box, sont impliquées dans l'apoptose [163], ce qui était déjà le cas pour les
deux microARN matures. L'hypothèse d'une action coopérative des sites de �xation sur
l'un des deux ou les deux ARNm est tentante, mais les sites semblent trop éloignés pour
cela (183 nucléotides pour ACYPI008827 et 96 pour ACYPI004009).

Hormis ces deux cas, il ne semble pas y avoir d'autres microARN matures partageant
des fonctions/annotations connues semblables qui se regroupent préférentiellement. Une
autre information à noter est que parmi les 76 concepts, aucun ensemble d'ARNm ne
partage la même fonction parmi celles manuellement sélectionnées.

Exploration des modules contenant des interactions aux règles cohérentes
Suivant la règle suivie par un microARN mature, on peut dé�nir un ensemble de règles
dites cohérentes qui, si ces règles sont suivies par des cibles potentielles de ce microARN
mature, sont cohérentes avec une régulation de l'expression de ces cibles par le mi-
croARN. Par exemple, si un microARN mature suit la règle � diminution �, alors on
s'attend à ce que les ARNm qu'il régule suivent des règles comme � augmentation �,
� avance � ou encore � disparition pic négatif �. Le Tableau 5.2 présente l'ensemble des
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Concept 37

{ augmentation }

ACYPI000235
ACYPI002763
ACYPI005514

api-mir-1000-5p
api-mir-263a-5p

« diminution »
« PCD »

Concept 36

« augmentation »

ACYPI000235
ACYPI002763
ACYPI005514

api-mir-1000-5p
api-mir-263a-5p

{ diminution }
{ PCD }

Concept 35

{ augmentation }

ACYPI000235
ACYPI002763

api-mir-1000-5p
api-mir-263a-5p
api-mir-3019-5p

« diminution »
« PCD »

Concept 34

« augmentation »

ACYPI000235
ACYPI002763

api-mir-1000-5p
api-mir-263a-5p
api-mir-3019-5p

{ diminution }
{ PCD }

Fig. 5.4 � Quatre concepts avec la cooccurrence de api-mir-1000-5p et api-mir-263a-5p.

Concept 456

ACYPI004009
ACYPI008827

api-mir-14-3p
api-mir-263a-5p

« diminution »

Fig. 5.5 � Concept avec la cooccurrence de api-mir-14-5p et api-mir-263a-5p.

règles dites cohérentes.
Sur l'ensemble des 555 concepts, 161 (29 %) comportent uniquement des microARN

matures et des ARNm avec des règles cohérentes et les sous-graphes comportant uni-
quement ces concepts ont été extraits. Ces sous-graphes se divisent en 12 composantes
connexes. Les 161 concepts se répartissent de la façon suivante dans les 12 compo-
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microARN ARNm

diminution

augmentation
avance
disparition pic négatif
apparition pic positif

augmentation

diminution
retard
apparition pic négatif
disparition pic positif

retard retard

Tableau 5.2 � Listes des règles cohérentes.

santes connexes : huit composantes incluant un concept, une composante incluant
deux concepts, une composante incluant quatre concepts, une composante incluant 10
concepts et une composante incluant 137 concepts.

La Figure 5.6 présente les huit composantes connexes ne contenant qu'un seul
concept. Les microARN matures représentés dans ces concepts sont au nombre de
cinq : api-mir-263a-5p, api-mir-3019-5p, api-mir-1000-5p, api-mir-316-5p et api-mir-34-
5p, chacun apparaissant dans un ou deux concepts. Ces concepts ne sont constitués que
d'un seul microARN mature et aucune fonction n'est partagée par l'ensemble des ARNm
d'un de ces modules ce qui rend l'interprétation de ces modules di�cile. On peut néan-
moins noter dans le concept 310 (en haut à gauche Figure 5.6) la présence de l'ARNm
ACYPI005313 annoté comme codant pour une protéine de la famille des facteurs de
croissance : la protéine TGF-β1, qui a été montrée comme étant notamment impliquée
dans l'apoptose chez la souris [164]. Le microARN mature appartenant à ce concept est
api-mir-263a-5p qui a été identi�é comme étant lui aussi impliqué dans l'apoptose chez
la drosophile [17]. Le deuxième ARNm du module, ACYPI008685, est lui annoté comme
une phosphorylase b kinase, ce qui ne semble pas avoir de rapport avec l'apoptose. Ce
microARN fait aussi partie du concept 384 où l'ARNm ACYPI003493 est annoté comme
codant pour une � snf-related serine threonine-protein kinase � (SNRK), protéine qui
pourrait être impliquée elle aussi dans l'apoptose chez le rat [165]. Concernant les autres
concepts, aucune information sur les ARNm ou sur les microARN matures ne semble
pertinente pour une analyse plus poussée.

La Figure 5.7 présente les composantes connexes avec deux concepts (à gauche) et
quatre concepts (à droite). Chaque sous-graphe implique encore une fois uniquement
un microARN mature, api-mir-3038-3p, spéci�que au puceron et api-mir-316-5p sur
lequel aucune information fonctionnelle n'est disponible. Ces deux sous-graphes ne nous
apportent pas beaucoup d'information pour venir enrichir notre connaissance sauf en ce
qui concerne les deux concepts 230 et 388 où l'attribut � développement musculaire �
est présent et où les attributs � cycle cellulaire � et � ovogénèse � sont présents dans le
concept 230.

La Figure 5.8 présente la composante connexe avec 10 concepts. Cette fois-ci deux
microARN matures sont présents dans ce sous-graphe : api-mir-316-5p et api-mir-
novel146-5p. On peut le diviser en trois parties : la partie de gauche impliquant unique-
ment api-mir-316-5p (cadre api-mir-316-5p), la partie de droite impliquant uniquement
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Concept 384

« disparition pic négatif »
« PCD »

ACYPI003493

api-mir-263a-5p

{ diminution }
{ premiereCinDiff }

Concept 295

« apparition pic négatif »

ACYPI005988

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 381

« disparition pic négatif »
« PCD »

ACYPI000827
ACYPI003684
ACYPI007739
ACYPI086589
ACYPI32340

api-mir-3019-5p

{ diminution }
{ premiereCinDiff }

Concept 322

« apparition pic positif »
« PCD »

ACYPI50271
ACYPI55488

api-mir-3019-5p

{ diminution }
{ premiereCinDiff }

Concept 310

« avance »

ACYPI005313
ACYPI008685

api-mir-263a-5p

{ diminution }
{ PCD }

Concept 286

« diminution »

ACYPI004108
ACYPI008273
ACYPI009473
ACYPI009680
ACYPI063015
ACYPI067556
ACYPI071213

api-mir-34-5p

{ augmentation }

Concept 244

« disparition pic positif »
« PCD »

ACYPI55019

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 13

« disparition pic négatif »
« PCD »

ACYPI006918

api-mir-1000-5p

{ diminution }
{ premiereCinDiff }

Fig. 5.6 � Les huit composantes connexes avec un seul concept issues de la recherche
de modules contenant uniquement des règles cohérentes.

api-mir-novel146-5p (cadre api-mir-novel146-5p) et le concept 429 au centre avec les
deux microARN mature connectant les deux blocs. On peut noter la présence dans le
concept 429 de l'ARNm ACYPI000346, une � GTP-binding protein RHES-like � où
la protéine RHES semble impliquée dans la neurotransmission de la dopamine chez la
souris [166], fonction qui est liée au système neuroendocrine présent dans les concepts
236, 197, 528, 199 et 200.

Pour la dernière composante, celle incluant 137 concepts, le nombre de concepts ne
permet pas de générer une image imprimable dans le document. De plus, aucun module
ne ressort de la composante par son nombre d'interactions ou par un aspect particulier.

Exploration supervisée des modules

Après une exploration � sans a priori �, l'exploration supervisée des modules consiste
cette fois-ci à utiliser des attributs biologiques, comme ici les fonctions manuelles ou
encore l'attribut PCD.

Exploration des modules contenant des fonctions dé�nies manuellement Pour
chacune des fonctions biologiques dé�nies manuellement, les concepts qui possèdent
cette fonction ont été extraits ainsi que les composantes connexes impliquant cette fonc-
tion. À la di�érence des extractions précédentes, les concepts directement inférieurs aux
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Concept 133

« avance »

ACYPI003072
ACYPI006522

api-mir-3038-3p

{ diminution }

Concept 141

« avance »
« PCD »

ACYPI003072

api-mir-3038-3p

{ diminution }

Concept 296

« retard »

ACYPI006305
ACYPI069910
ACYPI55154
ACYPI55738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 362

« PCD »
« retard »

ACYPI55154
ACYPI55738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 230

« retard »
« cycle cellulaire »

« développement musculaire »
« ovogenèse »

ACYPI006305

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 388

« développement musculaire »

ACYPI000882
ACYPI006305

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Fig. 5.7 � Les deux composantes connexes avec deux et quatre concepts issues de le
recherche de modules contenant uniquement des règles cohérentes.

concepts contenant la fonction ont aussi été extraits. Par exemple dans la Figure 5.9 qui
concerne des modules liés à l'ovogenèse, le concept 77 ne possède pas cet attribut mais
il est directement relié à l'un d'eux. Cette sélection étendue tient compte du fait que
certains ARNm peuvent ne pas être annotés par une fonction précise (pas d'annotation
GO couvrant cette fonction ou annotations incomplètes) mais participe quand même à
ce processus biologique. Pour l'ensemble des sept fonctions, un résumé des résultats sur
le nombre de concepts et le nombre de composantes connexes est présenté Tableau 5.3.

fonction
nombre de
concepts

nombre de
composantes
connexes

nombre d'ARNm

ovogenèse 61 3 20
régulation post-transcriptionnelle 26 2 7

épigénétique 86 1 19
cycle cellulaire 239 1 97

système neuroendocrine 208 2 67
développement musculaire 48 3 12
régulation transcriptionnelle 171 3 52

Tableau 5.3 � Nombre de concepts couvrant l'une des sept fonctions manuelles et
nombre de composantes connexes extraites du treillis associé à ces concepts.

Ce tableau donne à lui seul une vision globale des grandes fonctions biologiques
représentées dans le réseau d'interactions. Ceci signi�e que nos travaux ont cerné des
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api-mir-316-5p

api-mir-novel146-5p

Concept 200

« diminution »
« PCD »

« cycle cellulaire »
« système neuroendocrine »

ACYPI44738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 197

« diminution »
« cycle cellulaire »

« système neuroendocrine »

ACYPI008876
ACYPI009979
ACYPI081754
ACYPI44738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 528

« diminution »
« PCD »

« système neuroendocrine »

ACYPI008556
ACYPI44738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 199

« diminution »
« cycle cellulaire »
« épigénétique »

« régulation post-transcriptionnelle »
« système neuroendocrine »

ACYPI081754

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 236

« diminution »
« système neuroendocrine »

ACYPI000882
ACYPI008556
ACYPI008876
ACYPI009979
ACYPI081754
ACYPI44738

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 238

« diminution »

...
65
...

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 505

« diminution »
« PCD »

ACYPI001421
ACYPI001777
ACYPI002240
ACYPI002982
ACYPI004012
ACYPI008556
ACYPI009377
ACYPI068173
ACYPI069860
ACYPI083520
ACYPI085775
ACYPI087684
ACYPI22226
ACYPI29370
ACYPI33621
ACYPI33946
ACYPI44738
ACYPI46195
ACYPI51768

api-mir-316-5p

{ augmentation }

Concept 443

« diminution »
« PCD »

ACYPI001347
ACYPI003261
ACYPI004280
ACYPI005191
ACYPI007970
ACYPI061023
ACYPI067418
ACYPI068490
ACYPI080717
ACYPI081643
ACYPI082917
ACYPI083112
ACYPI083520
ACYPI083590
ACYPI085221
ACYPI20218
ACYPI24144
ACYPI29828
ACYPI38409
ACYPI45625
ACYPI47138

api-mir-novel146-5p

{ augmentation }
{ premiereCinDiff }

Concept 283

« diminution »

...
62
...

api-mir-novel146-5p

{ augmentation }
{ PCD }

Concept 429

« diminution »

ACYPI000346
ACYPI082800
ACYPI083520
ACYPI48937

api-mir-316-5p
api-mir-novel146-5p

{ augmentation }

Fig. 5.8 � La composante connexe avec 10 concepts issue de le recherche de modules
contenant uniquement des règles cohérentes. Les concepts encadrés sont ceux qui n'im-
pliquent qu'un seul microARN mature.

fonctions potentiellement importantes dans la discrimination des embryogenèses sexuées
et asexuées chez le puceron du pois lors de la plasticité phénotypique du mode de repro-
duction. Les 4 premières fonctions avaient déjà été identi�ées lors d'un travail précédent
[77] et correspondent à des fonctions actives lors de l'ovogenèse précoce, dans laquelle
des régulations épigénétiques et post-transcriptionnelles ont lieu. Les embryons étudiés
développent soit des gamètes méiotiques vraies (embryogenèse sexuée) soit des gamètes
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diploïdes non méiotiques (embryogenèse asexuée) : il est donc cohérent que la fonction
cycle cellulaire soit représentée. Les embryons en formation �nissent de construire les
tissus et la présence du développement musculaire et du système nerveux n'est donc
pas inattendue. De plus, il est connu que les régulations neuroendocrines jouent un rôle
important dans la plasticité phénotypique. En�n, la forte signature sur la régulation
transcriptionnelle souligne encore une fois un mécanisme biologique développemental
dynamique dans lequel de nombreux programmes génétiques sont régulés. D'ailleurs, la
présence de nombreux facteurs de transcription est à souligner, sachant que ces pro-
téines forment souvent des boucles de régulations tripartites entre microARN, ARNm
et facteurs de transcription [167].

On peut voir que le nombre de concepts varie grandement entre les di�érentes fonc-
tions, entre 26 pour la régulation post-transcriptionnelle et 239 pour le cycle cellulaire.
Cette taille suit le nombre d'ARNm annotés par ces fonctions, ce qui est cohérent. Par
contre le nombre de composantes connexes, entre une et trois, ne suit ni le nombre de
concepts ni le nombre d'ARNm. Pour toutes les fonctions où il y a plus d'une compo-
sante connexe, il y a toujours une grande composante impliquant à la fois la majorité des
concepts et api-mir-3019-5p et d'autres composantes plus petites, d'une taille comprise
entre 2 et 19 concepts. Il a été choisi d'exposer plus en détails certains sous-graphes
et concepts issus de ceux couvrant les attributs � ovogénèse � et � régulation post-
transcriptionnelle � car ces sous-graphes sont facilement interprétables et comportent
des modules intéressants.

La fonction � ovogénèse � est composée de trois composantes connexes contenant res-
pectivement 4, 19 et 38 concepts. Ces trois composantes couvrent les microARN matures
api-mir-316-5p pour la première, api-mir-1000-5p et api-mir-3038-3p pour la deuxième et
api-mir-3019-5p, api-mir-novel146-5p et api-mir-263a-5p pour la troisième. La première
composante ne présente pas de caractère particulier, de même que la troisième com-
posante qui est très grande et qui met en jeu quasi exclusivement api-mir-3019-5p. La
deuxième composante, présentée Figure 5.9, 5.10 et 5.11, possède des caractéristiques
intéressantes. Cette composante implique principalement api-mir-1000-5p et api-mir-
3038-3p. Néanmoins, api-mir-3038-3p n'est présent que dans trois concepts : 8, 55 et
134 (Figure 5.10). Les concepts 77 et 93 (Figure 5.11) ne possèdent pas l'attribut � ovo-
génèse � mais les attributs � cycle cellulaire � et � régulation transcriptionnelle � pour
77 et � épigénétique � pour 93. De plus, ces deux concepts sont les deux concepts les plus
bas dans la partie du sous-graphe impliquant uniquement api-mir-1000-5p, et l'ensemble
des autres concepts impliquant api-mir-1000-5p sont reliés à au moins l'un de ces deux
concepts. Ce qui signi�e que, avec les données d'annotation disponibles, tous les ARNm
ciblés par api-mir-1000-5p et qui sont connus pour être impliqués dans l'ovogénèse sont
aussi impliqués soit dans le cycle cellulaire et la régulation transcriptionnelle soit dans
le contrôle épigénétique.

La fonction � régulation post-transcriptionnelle � est pour sa part constituée d'une
composante de 3 concepts et d'une deuxième de 23 concepts. La première composante
n'implique que api-mir-316-5p et seulement un concept implique cette fonction. Ce
concept est composé d'un seul ARNm, ACYPI081754, qui est annoté comme � nuclear
cap-binding protein subunit 1-like � et possède des annotations GO en lien avec le coif-
fage des ARNm, la production de petits ARN interférents ou encore l'inhibition de
gènes par les microARN. La deuxième composante, présentée Figure 5.12, 5.13 et 5.14,
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« cycle cellulaire »
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« régulation transcriptionnelle »
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{ diminution }
{ PCD }
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« cycle cellulaire »
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« régulation transcriptionnelle »
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{ PCD }
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Concept 81

« augmentation »
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{ diminution }
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Concept 113
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« cycle cellulaire »
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« régulation transcriptionnelle »
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Concept 78

« augmentation »
« cycle cellulaire »

« régulation transcriptionnelle »

ACYPI002653
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{ diminution }
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Concept 8

« augmentation »
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« cycle cellulaire »
« épigénétique »
« ovogenèse »

« régulation transcriptionnelle »
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api-mir-1000-5p
api-mir-3038-3p
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Concept 93

« augmentation »
« épigénétique »

ACYPI007984
ACYPI008539
ACYPI080522

api-mir-1000-5p

{ diminution }
{ PCD }

Fig. 5.9 � Deuxième composante connexe impliquant la fonction � ovogénèse �.
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implique api-mir-1-3p, api-mir-1000-5p et api-mir-3019-5p. Les deux concepts 41 et 554
les plus bas dans le sous-graphe impliquant api-mir-1000-5p et api-mir-3019-5p incluent
l'attribut � augmentation �, ce qui signi�e que l'ensemble des ARNm ciblés par ces deux
microARN matures suivent cette règle, qui est cohérente avec celle des deux microARN
matures qui possèdent la règle � diminution �. Deux concepts, 117 et 82 (Figure 5.13),
impliquent chacun deux microARN matures respectivement api-mir-1-3p, api-mir-1000-
5p et api-mir-1000-5p et api-mir-3019-5p. Le concept 117 inclut l'ARNm ACYPI004772
annoté comme � ribosomal protein s6 kinase alpha-3-like � et impliqué dans la trans-
duction du signal. Il pourrait réguler l'activité de plusieurs facteurs de transcription.
Les sites de �xation sont trop éloignés l'un de l'autre (161 nucléotides) pour permettre
une coopération entre eux. Le concept 82 inclut l'ARNm ACYPI008539 annoté comme
� arsenite-resistance � aussi appelé � serrate RNA e�ector molecule homolog �. Il est
montré comme étant impliqué positivement dans la biosynthèse des microARN chez
Drosophila et la souris [168, 169]. Deux sites de �xation sont prédits pour api-mir-3019-
5p et un pour api-mir-1000-5p, qui est à une distance de 15 nucléotides de l'un des sites
de api-mir-3019-5p. Cette distance est compatible avec une coopération entre sites de
�xation. On peut donc supposer une action conjointe de ces deux microARN matures
sur ACYPI008539.

Exploration des modules contenant des éléments régulés di�érentiellement
lors du premier temps des cinétiques L'attribut � PCD � correspond à la transi-
tion entre le stade embryonnaire encore sensible aux conditions changeantes du milieu
et les stades ultérieurs du développement engagés dans des embryogenèses di�érentes.
L'ensemble des concepts où les microARN matures et les ARNm possèdent cet attribut
a été extrait : 93 concepts se répartissent dans une seule composante connexe. Encore
une fois, api-mir-3019-5p est impliqué seul dans un très grand nombre de concepts. A�n
de simpli�er la visualisation et l'analyse, l'ensemble des concepts où api-mir-3019-5p
apparaît seul ont été supprimés. On obtient trois composantes connexes avec un, quatre
et 59 concepts pour un total de 64 concepts.

La première et deuxième composantes incluent respectivement les microARN ma-
tures api-mir-281-5p et api-mir-3026-5p, api-mir-3019-5p. Un seul ARNm dans la se-
conde composante, ACYPI009164, possède une annotation : � arylsulfatase b-like �.
Le peu d'information disponible pour les ARNm de ces composantes rend l'interpréta-
tion de ces concepts di�cile. La troisième composante, présentée Figure 5.15 et 5.16,
fait intervenir api-mir-1-3p, api-mir-87-3p, api-mir-1000-5p, api-mir-novel146-5p, api-
mir-263a-5p et api-mir-3019-5p. Certains concepts contiennent les fonctions � cycle cel-
lulaire �, � système neuroendocrine �, � ovogenèse �, � développement musculaire �,
� épigénétique � et � régulation transcriptionnelle �, c'est-à-dire l'ensemble des fonc-
tions sauf � régulation post-transcriptionnelle �. Le concept 20 (Figure 5.16) inclut un
ARNm sans annotation ainsi que api-mir-3019-5p, api-mir-1000-5p et api-mir-novel146-
5p. La distance entre les sites de �xation de api-mir-1000-5p et api-mir-novel146-5p est
de 50 nucléotides ; une coopération entre ces deux sites est donc possible. Le concept
29 (Figure 5.16) inclut l'un des neuf ARNm ciblés par quatre microARN matures, pour
rappel le degré le plus élevé observé pour le nombre d'interactions d'un ARNm. Cet
ARNm est annoté comme � protein held out wings-like �, protéine impliquée dans le
développement chez Drosophila [170]. Les quatre microARN matures api-mir-3019-5p,
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Fig. 5.14 � Zoom sur la partie droite de la deuxième composante connexe impliquant
la fonction régulation post-transcriptionnelle. Les concepts encadrés font intervenir un
même microARN mature.
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api-mir-1000-5p, api-mir-263a-5p et api-mir-novel146-5p possèdent chacun un site de
�xation et la distance entre les sites de �xation de api-mir-novel146-5p et api-mir-1000-
5p de 68 nucléotides est proche de la limite (60 nucléotides) pour la coopération des
sites.

En conclusion, l'analyse du réseau comprenant des éléments régulés entre les deux
types d'embryogenèse a été rendue possible grâce à l'enrichissement par des attributs,
et par une sélection de sous-réseaux pour faciliter leur interprétation. Des fonctions
semblent caractériser ce réseau (ovogenèse précoce, développement...) et des éléments
clefs du réseaux ont été identi�és. L'interprétation �ne des réseaux et sous-réseaux ré-
clament une annotation et analyse experte a�n d'utiliser ces réseaux comme de véritables
outils d'aide à la décision. Ceci est présenté en discussion générale.
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Fig. 5.16 � Zoom sur la partie de la troisième composante connexe où l'ensemble des
concepts incluent des microARN matures et des ARNm qui possèdent � PCD � qui
contient les concept 20 et 29.
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5.3 Résumé et conclusion : étude de modules d'interaction
de microARN/ARNm

Lors des chapitres précédents, un réseau d'interactions entre les microARN matures
et les ARNm chez Acyrthosiphon pisum a été obtenu puis réduit à la question biologique
d'intérêt : la discrimination de deux embryogenèses, sexuée et asexuée, par des régula-
tions di�érentes des ARNm par les microARN matures. Le réseau étant trop important
pour pouvoir être étudié manuellement, une méthode de fouille de données à l'aide de
l'analyse de concepts formels a été développée. Cette méthode a rendu possible l'ajout
au contexte formel représentant les interactions microARN/ARNm, des attributs biolo-
giques concernant ces deux ensembles d'objets. L'ajout d'attributs biologiques permet
d'identi�er des modules où l'ensemble des microARN matures ou des ARNm partagent
tous un ou plusieurs attributs, ce qui aide à l'interprétation de ces modules.

L'énumération des concepts possédant au moins une interaction issus du nouveau
contexte a permis l'extraction de 555 concepts dont 65 modules sont caractérisés par
des attributs sur les microARN matures et 473 sont caractérisés par des attributs sur les
ARNm. Di�érents critères ont été dé�nis pour fouiller de di�érentes façons à l'intérieur
du treillis formé par ces concepts :

� Les modules où plusieurs microARN matures et ARNm interviennent ;
� Les modules où les interactions correspondent à des règles cohérentes ;
� Les modules avec des fonctions biologiques dé�nies manuellement ;
� Les modules où les microARN matures et/ou les ARNm sont régulés lors du
passage de l'embryon d'un état �exible vers un état in�exible (� PCD �).

Pour l'ensemble de ces recherches, di�érents modules ont pu être identi�és. Certains
cas particuliers semblent plus intéressants que d'autres, comme par exemple l'un des
sous-graphes sur l'attribut � ovogenèse �. À partir de ce sous-graphe, nous pouvons
observer que l'ensemble des ARNm ciblés par le microARN mature api-mir-1000-5p qui
possèdent l'attribut � ovogénèse � présentent aussi soit les attributs � cycle cellulaire �
et � régulation transcriptionnelle � soit l'attribut � épigénétique �. Cette observation
pourrait soutenir le fait que api-mir-1000-5p régulent spéci�quement des ARNm qui sont
impliqués dans la régulation transcriptionnelle et le cycle cellulaire lors de l'ovogenèse.
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6.1 Discussion générale

Les réseaux de gènes sont utilisés pour comprendre et interpréter les relations qui
peuvent exister entre les di�érents acteurs du fonctionnement du vivant. Ils permettent
de visualiser, d'interpréter, de proposer de nouvelles hypothèses et d'aider à la com-
préhension de processus complexes car impliquant de nombreux éléments et/ou de
nombreuses interactions. Modéliser les phénomènes d'interactions en biologie dans le
cadre de la théorie des graphes permet d'utiliser le vaste acquis des mathématiques
et de l'informatique dans ce domaine. On peut aussi étudier dans un environnement
abstrait uni�é la caractérisation de phénomènes biologiques tels que la régulation trans-
criptionnelle ou post-transcriptionnelle, les interactions protéines-protéines ou encore
les réactions métaboliques. Nous l'avons utilisé pour notre part pour progresser dans
l'étude d'un mécanisme biologique encore peu compris, le polyphénisme de reproduction
chez le puceron.

Parmi les processus d'adaptation d'un organisme à son environnement, le polyphé-
nisme, qui est un cas particulier de la plasticité phénotypique, prend une place parti-
culière. Il se dé�nit comme étant la capacité d'un organisme à répondre à des facteurs
extérieurs variés par des phénotypes souvent très di�érenciés les uns des autres a�n de
faciliter une adaptation au changement de ces facteurs. Plusieurs espèces présentent des
caractères dits � plastiques � ce qui implique pour ces organismes des développements
et des embryogenèses di�érentes aboutissant à des phénotypes alternatifs. Ces modes
de développement associés à chaque phénotype impliquent que des régulations géniques
s'activent lors du développement des individus.

C'est dans ce contexte que cette thèse prend sa place : l'étude d'un réseau bio-
logique appliqué à l'identi�cation de régulations post-transcriptionnelles des ARNm
par les microARN lors du polyphénisme du mode de reproduction chez les embryons
d'Acyrthosiphon pisum, le puceron du pois. C'est dans ce but que di�érents objectifs
ont été proposés :

� Création d'un réseau : mise en relation des microARN matures et des ARNm chez
A. pisum ;

� Réduction du réseau à la question biologique : caractérisation des microARN
matures et des ARNm du réseau ayant des pro�ls d'expression di�érents selon le
type d'embryogenèse ;

� Caractérisation du réseau : identi�cation d'interactions ou de modules d'interac-
tions impliqués dans le caractère plastique du mode de reproduction.

Du point de vue méthodologique, le c÷ur de notre contribution repose sur l'utilisation
de l'analyse de concepts formels (ACF) pour dégager des structures cohérentes dans
les données. Ces développements concernent plus particulièrement le cas des graphes
bipartis, qui re�ètent le caractère bipolaire des interactions.

Dans cette discussion générale, nous reprenons ces di�érents objectifs.

6.1.1 Création du réseau

A�n d'identi�er des régulations post-transcriptionnelles impliquées dans le processus
d'intérêt, il faut d'abord décrire ces interactions pangénomiques et donc certains des
acteurs de ces interactions : les ARNm et les microARN.
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Catalogues des acteurs du réseau : les ARNm et les microARN

L'annotation du génome du puceron du pois en 2010 par IACG [15] et sa mise
à jour (disponible sur AphidBase [78]) ont permis l'identi�cation de 36.973 gènes qui
transcrivent 36.990 ARNm. C'est ce catalogue qui a été utilisé dans cette thèse. Comparé
à d'autres espèces d'insectes, le nombre de transcrits chez A. pisum est important : il
s'explique notamment par un grand nombre de duplications et d'expansions de familles
de gènes [171]. Notons que les gènes codant les protéines de la machinerie de biosynthèse
des microARN sont eux-mêmes dupliqués [79].

La même année, le premier catalogue des microARN, comprenant 179 précurseurs
et 149 matures, du puceron du pois a été publié par Legeai et al. [81]. Ce catalogue
a été mis à jour lors de cette thèse à l'aide de données de séquençage haut-débit et
a permis d'identi�er 329 séquences uniques de pré-microARN qui se répartissent sur
401 gènes de microARN codant pour 573 séquences uniques de microARN matures.
Le nombre de gènes de microARN et de microARN matures place A. pisum comme
une des espèces ayant le plus de microARN parmi son phylum, les Hexapodes. Une des
raisons possibles à ce nombre important de microARN est que, comme pour les gènes
codant des protéines, de nombreuses duplications ont eu lieu. En e�et, l'analyse des
gènes de microARN a permis de mettre en évidence des duplications : 30 % (116) des
401 gènes sont dupliqués et représentent 44 séquences de pré-microARN. Ce nombre
élevé de duplications est l'une des hypothèses de la présence de clusters de microARN
de � grande taille � en comparaison à Drosophila melanogaster ainsi que le nombre élevé
de gènes dans des familles de microARN chez A. pisum comparé à D. melanogaster . Les
séquences utilisées pour prédire les microARN ont été obtenues sur des embryons en
cours de développement, ce qui indique qu'il est possible que de nouveaux microARN
soient détectés lors de futurs séquençages d'autres tissus et conditions. De plus, les
critères qui ont été utilisés ici pour dé�nir la similarité entre deux microARN matures
sont plus stricts que ceux utilisés par miRBase. Cette di�érence dans la dé�nition de
la similarité est à prendre en compte lors de l'observation des résultats concernant les
familles de microARN et la comparaison entre A. pisum et D. melanogaster . Cependant,
des erreurs dans la prédiction des microARN ne sont pas à exclure et des con�rmations
ultérieures, par exemple par RT-PCR, seraient envisageables.

Le réseau

L'annotation des ARNm et des microARN permet la prédiction pangénomique des
sites de �xation des microARN matures sur les 3'UTR des ARNm. Les catalogues des
802 microARN matures et des 36.990 ARNm ont permis de prédire, à l'aide de TargetS-
can v5 [51], le premier réseau d'interactions microARN/ARNm chez A. pisum avec :
802 microARN matures, 31.964 ARNm et 1.162.561 sites de �xation ce qui représente
961.915 couples microARN/ARNm. Une comparaison a été menée avec le réseau ob-
tenu chez D. melanogaster . Il apparaît que les réseaux di�èrent sur les nombres moyens
d'interactions par microARN matures et par ARNm. Nous émettons l'hypothèse que
les nombreuses duplications chez A. pisum seraient à l'origine de cette di�érence. Pour
cela, il faudrait observer si des gènes issus d'une duplication chez A. pisum sont ciblés
par les mêmes microARN matures.

En conclusion, le nombre d'interactions microARN/ARNm chez le puceron du pois
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est très important. De ces prédictions bio-informatiques, il faut extraire des connais-
sances pertinentes pour la question biologique posée.

6.1.2 Réduction du réseau à la question biologique

A�n de ne garder que le réseau permettant d'observer les di�érences entre les em-
bryogenèses sexuées et asexués, il faut le réduire aux interactions d'intérêt. Ces interac-
tions d'intérêt sont dé�nies comme étant celles ayant des formes cinétiques d'expression
di�érentes entre les deux embryogenèses.

Discrétisation des cinétiques

Nous avons discrétisé les cinétiques d'expression pour chacune des embryogenèses
prises séparément à la fois pour les microARN matures et pour les ARNm. Cette dis-
crétisation a permis d'associer pour chaque élément un pro�l de valeurs discrètes pour
chaque embryogenèse ; si pour un microARN mature ou un ARNm les deux pro�ls sont
di�érents, alors cela signi�e que sa cinétique d'expression est di�érente entre les deux
embryogenèses. L'avantage de cette modélisation des cinétiques est qu'elle permet de
dé�nir de façon claire le type d'évolution (et non des points temporels pris indépen-
damment), de les comparer sur une même base et de les classer en fonction de ces
comparaisons. Néanmoins, une perte d'information accompagne la discrétisation. Par
exemple, la notion de niveau d'expression faible/forte est perdue. Il se peut aussi que
les niveaux d'expression des deux cinétiques se croisent sans que la méthode ne puisse le
détecter. Ces paramètres pourront cependant être ajoutés a posteriori comme attributs
lors de la caractérisation du réseau (voir plus loin).

Nous avons dé�ni un ensemble de règles fournissant une typologie des di�érences
observées entre pro�ls. L'avantage de ces règles est qu'elles permettent de formaliser
et de regrouper des di�érences semblables. Elles permettent de classer les cinétiques
en fonction de leur type d'évolution, monotone, transitoire ou décalage temporel. Par
contre, la généralisation de ces di�érences de pro�ls induit une perte d'information sur
les temps où ces di�érences ont lieu. Ces informations peuvent également être ajoutées
a posteriori comme des attributs, ce que nous avons fait pour la transition de T0 vers
T1.

Annotation des éléments régulés

Sur la totalité des ARNm, le pourcentage d'ARNm orphelins s'élève à 73 % et sur
les ARNm avec des di�érences de cinétiques d'expression ce nombre passe à 67 %.
Deux hypothèses peuvent être faites sur le grand nombre de fonctions inconnues des
gènes du puceron du pois : une annotation imparfaite, et des fonctions spéci�ques aux
pucerons. Cette complexité s'explique aisément si l'on tient compte du fait que les
di�érentes espèces d'insectes pour lesquelles des génomes sont disponibles ont divergé
il y a près de 300 millions d'années. Une observation similaire a été constatée pour
le génome de la daphnie, un arthropode qui alterne également entre deux modes de
reproduction. Ce génome possède un nombre important de gènes orphelins : la plupart
de ces gènes orphelins ont des expressions spéci�ques dans des conditions de pollution
environnementale [172]. Il est donc possible que chez le puceron, les gènes orphelins
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correspondent à des fonctions régulées par les changements des environnements locaux,
comme ici la photopériode (discuté par Simon et al. [173]).

Pour les microARN matures, neuf des 15 microARN ont déjà été identi�és dans
d'autres espèces dont sept qui possèdent au moins une annotation connue. Le pourcen-
tage de microARN matures ayant des cinétiques di�érentes (2,6 %) est faible comparé
aux ARNm (13,5 %). Une des raisons possibles de ce faible pourcentage est la moins
bonne adéquation du test statistique utilisé qui s'appuie sur les méthodes d'analyse
di�érentielle de la suite de logicielles edgeR [124, 125, 126, 127]. Ces méthodes ont été
développées spéci�quement pour l'analyse di�érentielle de l'expression des ARNm. Or
ici, notamment dans un souci de cohérence, le même protocole est utilisé pour les ARNm
et les microARN matures. On peut se demander si la transposition de ces méthodes aux
microARN, séquences de petites tailles, et avec des occurrences très di�érentes de celles
des ARNm est e�cace. Notons également que nous avons remarqué qu'en réalisant un
regroupement hiérarchique des données d'expression des 21 échantillons de microARN
(non montré), les regroupements ne suit pas systématiquement les traitements. Il est
donc probable qu'une variabilité forte dans nos données explique en partie le faible
nombre de microARN observés. La cause de ces variations n'est pas identi�ée : soit
une variabilité dans la construction des banques de petits ARN [174], soit une variation
faible du niveau de régulation (de l'ordre de 1.5) des microARN observés dans la plupart
des modèles biologiques.

Réseau réduit

Une fois les éléments di�érentiellement régulés identi�és, il est alors possible de
réduire le réseau pour en extraire le c÷ur, c'est-à-dire le réseau formé par les interactions
impliquant uniquement ces éléments régulés. Le réseau des éléments régulés implique 15
microARN matures, 1.810 ARNm et 2.795 sites de �xation pour un nombre de couples
microARN/ARNm de 2.250.

Sur ce réseau, un fait marquant est le nombre très élevé de cibles de api-mir-3019-
5p : 1.300 ARNm sont ciblés par ce microARN matures dont 976 qui ne le sont que par
lui. La fonction d'api-mir-3019-5p est inconnue puisque ce microARN n'est pas décrit
chez d'autres espèces. On ne peut pas exclure une erreur de prédiction. Néanmoins, nous
pouvons aussi poser l'hypothèse que ce microARN mature rentre en compétition avec
d'autres microARN matures : son rôle serait d'empêcher, par compétition sur les sites
de �xation des 3'UTR, la �xation d'autres microARN matures sur leurs ARNm cibles.
Cette compétition aurait lieu si deux sites de �xations sont très proches : la �xation
d'un microARN sur l'un des sites empêcherait la �xation de l'autre par encombrement
stérique du complexe miRISC. Cette hypothèse pourrait être testée en observant la
distance entre les sites de �xation d'api-mir-3019-5p et les autres microARN matures
ciblant les mêmes ARNm. En�n, cette hypothèse reprend en partie la rôle d'éponge que
pourraient avoir les microARN dans certaines conditions.

6.1.3 Caractérisation du réseau

Une fois le réseau des éléments régulés obtenu, une analyse est nécessaire pour ex-
traire de la connaissance de ce réseau. Nous avons choisi pour cela d'utiliser l'analyse de
concepts formels (ACF). Notre analyse combine l'ACF et l'ajout d'attributs biologiques
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pour détecter des modules d'interactions où l'ensemble des microARN matures ou des
ARNm partagent des attributs biologiques identiques. Nous en avons extrait un certain
nombre d'interprétations visent à extraire de la connaissance de ce réseau pour proposer
des ARNm et/ou des microARN ayant des positions ou attributs spéciaux dans le ré-
seau, et pouvant représenter de futurs candidats à caractériser fonctionnellement. Nous
reprenons ici les principales observations.

Les modules 36/37 (Figure 5.4) contiennent les deux microARN api-mir-1000-5p
et api-mir-263a-5p tous deux annotés comme étant exprimés dans la tête : soit chez
Apis mellifera, l'abeille, pour ame-mir-1000 [137] soit chez Bombyx mori, bombyx du
mûrier, pour bmo-miR-263b. Dans ces mêmes modules, ces deux microARN matures
chez A. pisum ciblent ACYPI005514, ARNm annoté comme étant impliqué dans le
développement du système nerveux périphérique. Or, deux autres ARNm sont présents
dans ce module dont ACYPI002763 qui n'a pas d'annotation. Ce regroupement de
deux microARN et d'un ARNm annotés autour de fonctions neuronales permet de
poser l'hypothèse que ACYPI002763 pourrait être aussi en lien avec le développement
neuronal ou le système endocrine.

De même, api-mir-14-3p et api-mir-263a-5p sont au sein du même module 456
(Figure 5.5) ciblant deux ARNm, ACYPI004009 et ACYPI008827, ce dernier étant
annoté comme � forkhead box protein o-like � potentiellement impliqué dans l'apoptose
[163]. Ces deux microARN matures ont aussi été montrés comme impliqués dans l'apop-
tose dans des lignées cellulaires de lépidoptères, pour mir-14 [141] et chez D. melanogas-
ter pour dme-mir-263a/b [134]. Nous pouvons donc poser l'hypothèse que ACYPI004009
serait lui aussi impliqué dans l'apoptose.

Le sous-graphe de la Figure 5.9 concerne la fonction � ovogenèse �. Le module 77
est constitué de 8 ARNm qui tous partagent les fonctions � cycle cellulaire � et � ré-
gulation transcriptionnelle �. Quatre d'entre eux (composant le module 80) possèdent
en plus l'annotation � ovogenèse �. Nous proposons que les 8 ARNm du concept 77
soient en partie impliqués dans des fonctions d'ovogenèse, hypothèse à tester par des
caractérisations plus �nes de l'expression et la fonction de ces transcrits. Un raison-
nement similaire peut être appliqué à d'autres concepts du sous-graphe, 23 et 93 sur
des fonctions épigénétiques. Ces exemples montrent l'exploitation possible d'un réseau
pour proposer de nouvelles hypothèses de fonctions (� coupable par association � �),
hypothèses qu'il faut bien sûr tester par des expériences.

Les ARNm ACYPI008075, ACYPI007984 et ACYPI080522 présents, entre
autres, respectivement dans les concepts 108, 116 et 8 peuvent constituer des candidats
intéressants pour la caractérisation des deux embryogenèses. En e�et, ces trois ARNm
se retrouvent ensemble au sein du même concept 81 et partagent les attributs � ovogé-
nèse �, � cycle cellulaire �, � régulation transcriptionnelle � et � augmentation �. Ils sont
respectivement annotés comme � zinc �nger protein 1 �, � protein mothers against de-
capentaplegic � (MAD) et � histone-lysine n-methyltransferase eggless-like � (HLME).
Ces gènes sont tous trois potentiellement impliqués dans le développement de l'embryon.
ACYPI008075 est notamment annoté comme impliqué dans le développement des go-
nades, ACYPI007984/MAD est une protéine qui réprime l'expression du gène decapen-
taplegic (gène du développement) chez D. melanogaster [175] et ACYPI080522/HLME
qui triméthyle Lys-9 sur l'histone H3 dans les ovaires durant l'ovogénèse chez D. mela-
nogaster [176].
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Au vu des di�érentes analyses faites, api-mir-1000-5p semble être un microARN
mature intéressant pour de futures expérimentations biologiques de par son implication
dans de nombreux sous-graphes et modules considérés ici comme intéressants, même
si il a un nombre important de cibles (197). On le retrouve dans plusieurs concepts et
sous-graphes dont celui lié à � ovogenèse � et celui associé à la transition d'un embryon
d'un état �exible vers état in�exible (� PCD �). C'est un microARN à fonction incon-
nue. Nous suggérons en nous basant sur ces observations, que ce microARN pourrait
représenter un candidat important à tester fonctionnellement.

Une des di�cultés rencontrées pour la caractérisation du réseau est que 8 microARN
et 67 % des ARNm n'ont pas d'annotations. L'extraction de processus biologiques im-
pliqués dans le caractère étudié dépend principalement des annotations pré-existantes,
que ce soit pour les fonctions des ARNm utilisées dans la création des modules ou pour
les annotations des microARN utilisées dans l'interprétation des résultats.

Pour aller plus loin, il faut ajouter de l'information interprétable en termes de régula-
tion. Pour se faire, on pourrait étendre l'analyse en introduisant des attributs biologiques
qui n'ont pas été utilisés dans notre étude :

� Le niveau d'expression des microARN matures et des ARNm, car la discrétisation
� gomme � cet aspect quantitatif. Cet attribut permettrait de révéler dans les
réseaux les éléments présentant les plus forts niveaux de régulation ;

� Le nombre de sites de �xation pour un couple microARN/ARNm. Plus le nombre
de sites de �xation est élevé, plus la répression est potentiellement forte et mérite
de s'y intéresser ;

� La co-localisation génomique des gènes de microARN et des gènes d'ARNm. Pour
les microARN intragéniques, leur expression dépend de celle des ARNm hôtes, et
on s`attend à une co-régulation entre microARN et ARNm qui devrait être visible
sur le réseau ;

� La coopération ou la compétition entre deux sites de �xation. L'e�et de la répres-
sion est plus important si deux sites sont à la bonne distance.

Du point de vue sémantique, les trois derniers attributs caractérisent non pas les mi-
croARN ou les ARNm mais se rapportent aux interactions microARN/ARNm. A�n
de les intégrer, il faudrait utiliser une méthode permettant de prendre en compte des
attributs sur les relations. Une des méthodes qui a été identi�ée pendant la thèse est
une extension de l'ACF : l'analyse de concepts relationnels (ACR) [177].

L'ACR permet d'analyser des relations entre objets eux mêmes caractérisés par des
attributs. Elle utilise plusieurs contextes formels décrivant plusieurs ensembles d'objets
par des attributs, par exemple ici les microARN matures, les ARNm et les interactions
microARN/ARNm, et des contextes relationnels qui décrivent des relations entre les
objets, par exemple ici une interactions microARN/ARNm fait intervenir un ARNm
particulier. Nous avons essayé di�érentes représentations de nos données en ACR mais
il s'est montré di�cile de pouvoir garder la notion de modules d'interaction développé
par notre analyse en ACF en utilisant l'ACR. Néanmoins, arriver à garder cette notion
de module permettra de pousser plus loin l'analyse du réseau.

La stratégie employée dans ce travail est basée sur une production exhaustive des
modules, sans sélection et élimination a priori de paramètres ou d'éléments (on fonc-
tionne plutôt par ajout d'attributs). Elle nécessite donc la présence d'un expert pour
identi�er parmi les di�érents modules ceux qui lui semblent particulièrement liés au
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processus étudié. Par contre, l'avantage d'une telle stratégie est l'exhaustivité de l'in-
formation rendue disponible par la méthode.

6.1.4 L'analyse de concepts formels dans le contexte d'un graphe bi-
parti

En plus de l'utilisation de l'ACF pour analyser et ajouter de l'information biologique
au réseau, l'ACF a été utilisée pour réparer des contextes formels bruités ainsi que pour
visualiser des graphes bipartis par des bicliques. La réparation se base sur l'hypothèse
d'un regroupement initial en modules du réseau d'interactions microARN/ARNm. Les
di�érents tests réalisés sur les contextes formels bruités mériteraient d'être e�éctués à
plus grande échelle sur des contextes de tailles plus élevées. Les résultats obtenus sur les
simulations des graphes d'interactions microARN/ARNm sont moins bons que ceux qui
ont été obtenus sur les contextes bruités. Ces mauvais résultats peuvent venir de di�é-
rents facteurs comme notamment une extraction des paramètres du réseau biologique
trop grossière qui n'a pas permis de prendre en compte la vraie topologie sous-jacente
du réseau.

La deuxième méthode développée est une méthode de visualisation de graphes bi-
partis. Cette méthode se place dans le contexte de la couverture optimale d'un graphe
biparti par ses bicliques a�n de minimiser le nombre d'arêtes représentées. Dans le cadre
de l'ACF nous avons proposé une méthode, inspirée de celle développée par Royer et
al. [154] (Power Graph), permettant de visualiser un graphe biparti en s'aidant de ses
concepts et sous-concepts. La méthode ne permet pas encore d'avoir une réduction des
arêtes aussi forte que la méthode dont elle s'inspire. Néanmoins, le réel intérêt de cette
méthode réside dans la spéci�cation de la visualisation souhaitée. En e�et, elle permet
de regrouper les n÷uds du graphe selon di�érents critères, contrairement à la méthode
Power Graph qui n'optimise que le recouvrement des arêtes. Grâce à notre méthode, la
dé�nition de di�érentes optimisations permet de générer di�érentes visualisations qui
répondent à des questions biologiques di�érentes.

En conclusion, cette thèse s'applique à analyser l'un des modes de régulation poten-
tiellement impliqué dans le polyphénisme de reproduction du puceron : l'inhibition de
la traduction et la dégradation des ARNm induite par les microARN. Cette première
analyse a permis de développer les bases d'une modélisation des résultats pouvant être
obtenus à l'aide du protocole biologique expérimental sur lequel se base ce travail. Une
méthode de fouille de données d'interactions à l'aide d'attributs biologiques a été in-
troduite permettant d'aider à la caractérisation d'interactions clés dans le processus
étudié.
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6.2 Conclusion et Perspectives

6.2.1 Conclusion

Dans cette thèse, nous avons créé le premier réseau pangénomique représentant le
potentiel de l'inhibition de la traduction des ARNm par les microARN chez Acyrthosi-
phon pisum. Ce réseau a été réduit à 2.250 interactions entre 15 microARN matures et
1.810 ARNm ayant des cinétiques di�érentes entre deux embryogenèses, une sexuée et
une asexuée. L'application de l'analyse de concepts formels à ce réseau d'interactions a
permis l'identi�cation de di�érentes fonctions potentiellement importantes dans la dis-
crimination de ces embryogenèses comme l'ovogenèse, la régulation transcriptionnelle
ou encore le système neuroendocrine. L'obtention de modules d'interactions respectant
certaines contraintes a aussi permis d'identi�er des cibles plus précises, comme le mi-
croARN mature api-mir-1000-5p qui semble réguler de nombreux modules d'intérêt. Ce
travail permet donc de s'approprier les approches de biologie des systèmes pour inférer
des fonctions biologiques potentiellement impliquées dans la plasticité phénotypique du
mode de reproduction chez un insecte. Il permet de dégager de nouvelles perspectives
qui sont développées ci-dessous.

6.2.2 Perspectives

Développer les méthodes liées à l'utilisation de l'analyse de concepts formels

Nous avons e�ectué trois travaux sur l'utilisation de l'ACF dans le cadre d'analyses
sur des réseaux bipartis : la réparation ; la visualisation ; l'analyse. Ces trois travaux
mériteraient des développements plus poussés. Pour la réparation, le travail e�ectué
ici a permis une première formalisation de l'in�uence du bruit au sein d'un treillis de
concepts ainsi que l'utilisation des concepts. Néanmoins, une formalisation du résultat
de la suppression et de l'ajout d'interactions sur le treillis de concepts devrait permettre
d'améliorer le processus de réparation. Ce processus appliqué aux prédictions d'interac-
tions ne pend pas en compte la valeur de score de l'interaction prédite. Une modi�cation
de ce processus pour prendre en compte ce score, comme la minimisation des scores des
interactions ajoutées et la maximisation de celles supprimées, pourrait améliorer les
résultats.

La visualisation ne couvre pas encore l'ensemble des arêtes. Là encore, une étude
plus poussée des relations existants entre les ensembles des concepts et sous-concepts
permettrait de réduire encore plus le réseau. Nous avons pu voir que les visualisations
générées pouvaient répondre à di�érents critères d'optimisation. Cet aspect pourrait
être utilisé dans le cadre de l'analyse d'un réseau par ajout d'information : la méthode
de visualisation optimiserait le regroupement des interactions en fonction des concepts
obtenus par ajout d'information.

Étendre l'ensemble des attributs utilisés

A�n d'e�ectuer une recherche et une identi�cation plus précises des modules im-
pliqués dans le polyphénisme de reproduction, il faut ajouter de nouveaux attributs
caractérisant les interactions elles-mêmes, comme le nombre de sites de �xation ou en-
core la distance entre deux sites de �xation. A�n d'ajouter ces attributs à l'analyse,
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l'analyse de concepts relationnels (ACR) a été identi�ée comme étant une méthode
adaptée. Après di�érents essais pour modéliser la problématique d'intérêt à l'aide de
l'ACR, il est apparu que la conservation des modules initiaux, c'est-à-dire des concepts
formels liant microARN et ARNm, était délicate à prendre en compte. De futurs tra-
vaux devraient permettre la modélisation par l'ACR a�n d'approfondir l'analyse des
interactions.

Rendre accessible les di�érents résultats

L'ensemble des résultats présents ici ne sont pas encore pleinement disponibles à la
communauté biologique. Un travail d'ingénierie est encore nécessaire a�n de fournir à
l'ensemble des personnes travaillant sur ce caractère chez le puceron un accès simple
aux données et aux résultats des di�érentes étapes e�ectuées. Pour cela, un outil bio-
informatique devra être développé pour pouvoir a�cher et naviguer au sein du treillis de
concepts. Des requêtes pourront être e�ectuées sur ce treillis pour extraire automatique-
ment des sous-graphes de la même façon que ceux obtenus ici. De plus, cet outil devra
permettre d'accéder facilement aux di�érentes données disponibles comme les valeurs
d'expressions, les règles ou encore les annotations directement à partir du treillis.

Analyse fonctionnelle

Comme il a été dit dans la discussion générale, la fouille de données à l'aide de
l'ACF génère l'ensemble des modules respectant les conditions �xées par l'analyste.
A�n d'identi�er plus précisément les microARN et ARNm impliqués dans la plasticité
phénotypique de reproduction du puceron du pois, l'exploration facilitée pour un expert
de l'ensemble des modules générés est nécessaire. Après cette phase, une caractérisation
in vivo des éléments identi�és doit être menée pour valider ou non le caractère fonction-
nel de ces éléments. L'analyse fonctionnelle peut être faite par ARN interférent (ARNi)
pour les ARNm. On peut également procéder par inhibition des microARN, soit en
utilisant un antagomir, un oligonucléotide anti-sens au microARN mature, soit en uti-
lisant une éponge à microARN, c'est-à-dire une séquence transfectée dans l'organisme
possédant des sites de �xation pour un microARN mature d'intérêt. Une des di�cultés
majeur de ces expérimentations est que l'ensemble de ces méthodes génétiques doivent
être mises au point pour pouvoir passer la barrière embryonnaire a�n d'avoir un e�et
sur l'embryon lors de l'injection chez la mère.

L'ARNi fonctionne chez le puceron du pois mais dans certaines conditions (essen-
tiellement pour des gènes exprimés dans le tube digestif ou les glandes salivaires). Des
nouvelles techniques de transgénèse sont en cours de test (TALEN, CRISPR) mais
restent di�ciles à mettre en ÷uvre. La recherche de mutants est envisageable [6]. Ce-
pendant, en absence aujourd'hui de méthodes d'analyse fonctionnelle routinières, des
caractérisations plus précises de l'expression des microARN et des ARNm candidats
peuvent être réalisées (q-RT-PCR, hybridation in situ). De plus, il est possible de com-
parer ces expressions entre di�érentes lignées de puceron du pois qui varient selon leur
réponse à la photopériode : certaines sont incapables de changer de mode de reproduc-
tion en condition de photopériode courte. Ces lignées représentent un matériel génétique
de choix pour a�ner les connaissances sur le fonctionnements des gènes de candidats
du réseau.
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Étude de nouvelles sources de régulations

De nombreux types de régulation existent au sein du vivant et la régulation post-
transcriptionnelle des ARNm par les microARN n'est qu'une régulation parmi d'autres.
Cette étude ne prend pas en compte d'autres types de régulations comme les régula-
tions épigénétiques ou transcriptionnelles pour ne citer qu'elles. Il a été montré que
l'ensemble de ces éléments pouvaient interagir entre eux comme les boucles de régula-
tions microARN, facteurs de transcription et ARNm [167], l'e�et tampon des ARNm et
des longs ARN non codant sur les microARN [43, 44, 45, 46] ou encore la régulation des
ARNm par les longs ARN non codant [178, 179, 180]. Au sein de l'équipe Écologie et
Génétique des Insectes à l'IGEPP, les lARNnc et les ARNpi ont été identi�és à l'aide des
jeux de données sur le séquençage des longs et petits ARN présentés dans cette thèse.
En plus de ces données déjà disponibles, des données épigénétiques sur les changements
dans l'accessibilité de la chromatine sont en cours d'acquisition sur le même protocole
qui est décrit ici. L'extension du réseau à la diversité des di�érents phénomènes de ré-
gulations connus permettra donc de pousser plus loin la compréhension du changement
de mode de reproduction chez Acyrthosiphon pisum [6].

Utilisation du réseau pangénomique

Le réseau initial d'interaction entre microARN matures et ARNm que nous avons
construit est un réseau pangénomique. Il peut donc être appliqué à d'autres traits de
vie d'intérêt chez le puceron du pois comme par exemple la plasticité phénotypique de
dispersion (pucerons ailés ou non) ou encore l'adaptation à la plante hôte. Ce réseau
permettra à l'ensemble de la communauté travaillant sur le puceron du pois (IAGC)
de pouvoir analyser et interpréter des données d'expression de microARN et d'ARNm
dans le cadre de la régulation post-transcriptionnelle des gènes.
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Abstract. MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that bind messenger
RNAs (mRNAs) to silence their expression. Understanding this regulation mech-
anism requires the study of the miRNA/mRNA interaction network. State of the
art methods for predicting interactions lead to a high level of false positive: the
interaction score distribution may be roughly described as a mixture of two over-
lapping Gaussian laws that need to be discriminated with a threshold. In order to
further improve the discrimination between true and false interactions, we present
a method that considers the structure of the underlying graph. We assume that the
graph is formed on a relatively simple structure of formal concepts (associated to
regulation modules in the regulation mechanism). Specifically, the formal context
topology of true edges is assumed to be less complex than in the case of a noisy
graph including spurious interactions or missing interactions. Our approach consists
thus in selecting edges below an edge score threshold and applying a repair process
on the graph, adding or deleting edges to decrease the global concept complexity.
To validate our hypothesis and method, we have extracted parameters from a real
biological miRNA/mRNA network and used them to build random networks with
fixed concept topology and true/false interaction ratio. Each repaired network can
be evaluated with a score balancing the number of edge changes and the conceptual
adequacy in the spirit of the minimum description length principle.

1 Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that bind to and regulate
the flow of messenger RNAs (mRNAs). They have a sequence of 6 nucleotides
that bind to a complementary sequence, the binding site, of the target mRNA.
Bound miRNAs repress the expression of their target mRNAs.

The interaction network created by miRNAs/mRNAs interactions is by
definition a bipartite graph between miRNA nodes and mRNA nodes. Sev-
eral bioinformatics methods can predict miRNAs/mRNAs interactions. The
current state of the art offers only methods having a high level of false pos-
itive predictions (Chil et al. (2009), Reyes-Herrera et al. (2011)). Even with
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scoring functions and a threshold, it is still hard to discriminate between true
and false predictions.

Based on the biological function of miRNAs, i.e. repressing mRNAs trans-
lation, and their implication in many biological processes (Janga and Vallab-
hanenis (2011)), authors have provided some evidence that miRNAs combine
to regulate functional modules, i.e. clusters of mRNAs sharing similar func-
tions (Bryan et al. (2014) and Enright et al. (2005)). This assumption is com-
patible with the observations of similar complexes for another major regula-
tion actor, transcription factors. Thus true interactions could be distinguished
in principle from false one on the basis of functional clusters (modules), i.e.
set of miRNAs that regulate mRNAs with the same function.

Once a score threshold has been set, we intend to improve edge selection
by detecting false negatives and false positives by taking into account the
previous assumption in the framework of formal concept analysis.

2 Definition of formal concept analysis

This section briefly recalls some notions of formal concept analysis as defined
by Ganter and Wille (1999) and Klimushkin et al. (2010).

A formal context is a triplet K = (G, M, I) where G is the set of objects,
M the set of attributes and I ⊆ G ×M is a binary relation between objects
and attributes. The operator (.)′ is defined on K for A ⊆ G and B ⊆ M
as: A′ = {m ∈ M |∀g ∈ A : gIm} and B′ = {g ∈ G|∀m ∈ B : gIm}. A′ is
the set of common attributes to all objects in A and B′ the set of common
objects to all attributes in B.

A formal concept is a pair (A, B) defined on K with A ⊆ G and B ⊆ M
where A = B′ and B = A′. Concept ordering can be based on set inclusion:
For all formal concepts (A, B) and (C, D), let (A, B) ≤ (C, D) if A ⊆ C. If
(A, B) ≤ (C, D) and there is no formal concept (E, F ) such that (A, B) <
(E, F ) < (C, D) then we write (A, B) ≺ (C, D).

The relation < generates a concept lattice structure B(K) on context K.
The order ≺ generates the edges in the covering graph of B(K).

a1 a2 a3 a4
o1 1 1
o2 1 1
o3 1 1
o4 1 1
o5 1 1

❅�

❅ �

⊤ = {o1, o2, o3, o4, o5} × ∅

C1 = {o1, o2, o3} × {a1, a2} C2 = {o4, o5} × {a3, a4}

⊥ = ∅ × {a1, a2, a3, a4}
Fig. 1. A formal context Kex (left) with Gex = {o1..5} the set of objects and
Mex = {a1..4} the set of attributes and the associated concept lattice B(Kex) (right).

Figure 1 gives a small example of formal context and the associated concept
lattice. It contains four formal concepts, namely C1, C2, the top concept ⊤
and the bottom concept ⊥.
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3 The effect of noise on formal concept analysis

Formal concept analysis is a powerful method for binary data analysis because
it extracts every complete group of related elements, i.e. such that every ele-
ment from one set is related to every element in the second set. This advantage
become a drawback in case of noisy data, because of its sensitivity to the pres-
ence of each relation.

Studies have already been conducted on fault-tolerant or approximated
concepts analysis (Besson et al. (2004), Belohlavek and Vychodil (2006), Bla-
chon et al. (2007)). It consists mostly in retrieving dense rectangles of 1 in
a binary matrix: a concept is indeed a submatrix filled with 1 values, up to
line and column reordering. The constraint of requiring a complete set of 1
may be released by an optimisation constraint requiring a maximal number
of 1. Very few works exist aiming at retrieving original concepts from noisy
formal concepts. One of the most advanced study in this domain is due to
Klimushkin et al. (2010), which showed that formal concepts can be recov-
ered from a formal context including false relations and between 300 to 400
objects and 4 to 12 attributes. They used three statistical values on concepts
to find the original concepts and concept lattice.

The next subsection introduces a toy example of noisy context in order to
illustrate the effect of noise on the associated concept lattice. A more formal
characterization of this effect is provided in a subsection.

3.1 Example of noise effect
In the context Knoise (Figure 2), one spurious relation (o5, a2) has been added
compared with Figure 1 and a dissimilarity score is available for every relation.
By setting a threshold of −0.2 and keeping every relation below this threshold,
(o3, a2), an original relation, is discarded while (o5, a2), a spurious relation,
is kept. There are now 7 concepts, 3 more than in Kex (see Figure 2). The
deletion of element (o3, a2) has split concept C1 into two concepts C′

1 and C′′
1 .

Concept C2 still exists in Knoise, renamed C′
2 in the figure. Two new concepts,

C3 and C4 have been created due to the addition of (o5, a2).

a1 a2 a3 a4
o1 -0.3 -0.25
o2 -0.5 -0.45
o3 -0.6 -0.1
o4 -0.4 -0.2
o5 -0.3 -0.28 -0.41

PP✏✏

✏✏✏✏
PPPP

✏✏PP

⊤ = {o1, o2, o3, o4, o5} × ∅

C′
1 = {o1, o2, o3} × {a1}

C′′
1 = {o1, o2} × {a1, a2}

C3 = {o1, o2, o5} × {a2}

C′
2 = {o4, o5} × {a3, a4}

C4 = {o5} × {a2, a3, a4}

⊥ = ∅ × {a1, a2, a3, a4}
Fig. 2. Formal context Knoise (left) with scores (spurious relation underlined) and
the associated concept lattice B(Knoise) (right) obtained at threshold −0.2.
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3.2 Spurious relations
To better understand the local effect of spurious relations on a concept, we
need to discriminate two types of relations: the original relations, Io ⊆ G×M
and the spurious relations, Is ⊆ G×M with Io ∩ Is = ∅. These two types of
relations involve three types of contexts: the original context with no spurious
relation Ko = (G, M, I), the context containing only the spurious relations
Ks = (G, M, Is) and the context with all the relations Kos = (G, M, (I ∪ Is)).
They generate three types of formal concepts, the set of original concepts Co

defined on Ko, the set of spurious concepts Cs defined on Ks and the set of
concepts Cos defined on Kos. The construction of Cos from Co and Cs depends
on the contribution of each concept pair in Co × Cs.

Consider Co = (Ao, Bo) ∈ Co and Cs = (As, Bs) ∈ Cs. Since Io and Is are
exclusive, the concepts in Co and Cs need to be disjoint. It means that either
Ao ∩As = ∅ or Bo ∩Bs = ∅.

Assume with no lack of generality that Ao ∩ As 6= ∅ and Bo ∩ Bs = ∅.
Then a new concept Cos = (Aos, Bos) may be created with Aos = Ao ∩ As

and Bos = Bo ∪ Bs. Note that if As ⊆ Ao (resp. Ao ⊆ As), then Cs (resp.
Co) is not maximal in Kos since it is included in Cos.

Formally the contribution of two disjoint concepts to the set of extended
concepts Cos can be defined through the application of an inclusion operator:

Definition 1. The inclusion operator i(., .) is defined for a pair of disjoint
concepts (Ci, Cj) = ((Ai, Bi), (Aj , Bj)) as i(Ci, Cj) = Ci∪j where Ci∪j is the
set of concepts obtained on relation {(Ai ×Bi) ∪ (Aj ×Bj)}.
The various types of results deriving from i application depending on the
intersection between object or attribute sets are listed below:

i(Ci, Cj) = {Ci, Cj} if Ai ∩Aj = Bi ∩Bj = ∅; (1)

= {(Ai ∪Aj , Bi ∪Bj)} if Ai = Aj or Bi = Bj ; (2)

= {Cj , (Ai ∪Aj , Bi ∪Bj)} if Ai ⊂ Aj or Bi ⊂ Bj ; (3)

= {Ci, Cj , (Ai ∩Aj , Bi ∪Bj)} if Ai ∩Aj 6⊆ {∅, Ai, Aj}; (4)

= {Ci, Cj , (Ai ∪Aj , Bi ∩Bj)} if Bi ∩Bj 6⊆ {∅, Bi, Bj}. (5)

Cos can be defined using a fixpoint characterization: Cos is the smallest
set of concepts that cover the concepts of Cs and Co and is closed under i.
Concepts from Cs and Co and concepts generated by operator i belong to Cos

if they are not covered by other concepts from Cos as described above.

3.3 Missing relations
As for spurious relations, one can proceed by distinguishing two types of
relations: the original relations, Io ⊆ G×M and the missing relations, Im ⊆
Io. They imply three types of contexts: the original context without missing
relations Ko = (G, M, Io), the context containing only the missing relations
Km = (G, M, Im) and the context with all except the missing relations Kom =
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(G, M, (Io \Im)). These contexts entail three types of formal concepts, the set
of original concepts Co defined on Ko, the set of missing concepts Cm defined
on Km and the set of concepts Com defined on Kom. As for spurious relations,
the objective is to describe how the sets Co and Cm are combining in Com.
We first describe the general case where the relations of a concept in Cm are
overlapping those of a concept in Co.

Consider Co = (Ao, Bo) ∈ Co and Cm = (Am, Bm) ∈ Cm, if Ao ∩Am 6= ∅
and Bo ∩ Bm 6= ∅, then the concept Co cannot be in Com since it includes
missing relations Am×Bm. Instead, two new concepts will be created in Com,
Com

1 = (Ao, Bo \Bm) and Com
2 = (Ao \Am, Bo). Note that if Ao ⊆ Am (resp.

Bo ⊆ Bm), then only the concept Com
1 is created (resp. Com

2 ).
Formally the contribution of two overlapping concepts to the set of re-

stricted concepts Com can be defined through the application of an exclusion
operator:

Definition 2. The exclusion operator e(., .) is defined for a pair of overlapping
concepts (Ci, Cj) = ((Ai, Bi), (Aj , Bj)) as e(Ci, Cj) = Cj\i where Cj\i is the
set of concepts obtained on relation {(Aj ×Bj) \ (Ai ×Bi)}.
The various types of results deriving from e application depending on the
intersection between object and attribute sets are listed below:

e(Ci, Cj) = Cj if Aj ∩Ai or Bj ∩Bi = ∅; (6)

= {(Aj , Bj \Bi), (Aj \Ai, Bj)} if Aj ∩Ai 6= ∅, Bj ∩Bi 6= ∅;
(7)

= {(Aj , Bj \Bi)} if Aj ⊆ Ai, Bj 6⊆ Bi; (8)

= {(Aj \Ai, Bj)} if Aj 6⊆ Ai, Bj ⊆ Bi; (9)

= ∅ if Aj ⊆ Ai, Bj ⊆ Bi. (10)

Com can be defined using a fixpoint characterization: Com is the largest set
of concepts which are included in the concepts of Co and is closed under e.
Concepts from Co and concepts generated by operator e belong to Com if they
do not contain a relation of Im as described above.

3.4 Managing the noise
The previous study points out that the number of concepts will increase de-
pending on the type of noisy relations (spurious or missing) and the number
of purely noisy concepts except for equations (1) and (6) where no new con-
cepts are created. For spurious relations, the number of new concepts in Cos

is bounded by the number ns of disjoint concepts Cs
j ∈ Cs with only one set

that intersect with C and is bounded by ns. For missing relations, the num-
ber of new concepts Com

i ∈ Com locally created from a concept C depends on
the number nm of concepts Cm

j ∈ Cm that overlap with C and is bounded
by 2nm . Overall, the evolution of the number of new concepts is linear when
adding spurious concepts and exponential when deleting missing concepts. To
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repair the context Kosm (the context with Iosm = ((Io ∪ Is) \ Im)) in order
to retrieve Ko, we need to define new operations that reverse the effect of
operators i and e. These operations take advantage of the fact that most of
the time, concepts resulting from the application of i or e are connected in
the concept lattice by a direct relation or a sibling relation.

Concerning operator i, in equation (3) the two result concepts are ordered
by ≺ in the concept lattice. As for equations (4) and (5), the new concept
is the direct precursor or the direct successor of Ci and Cj in the concept
lattice. For operator e, in equation (7) the result concepts are ordered by ≺.
The two sets Aj and Bj of the original concept can be easily recovered by
crossing the noisy concepts.

4 Repair process
4.1 Definition of repair operations
We have introduced two operations delete and add resp. defined from opera-
tors i and e, which select then suppress or insert relations based on concept
lattice analysis. We assume in the following that these operations act on a
pair of concepts (X, Y ) with X = (A, B) and Y = (C, D).

Two types of selected (X, Y ) pair selection exist, link pair if X ≺ Y and
sibling pair, X ≈ Y , if ∃Z|X ≺ Z and Y ≺ Z. The following operations apply
on these pairs:

∀ (X, Y ) | X ≺ Y or Y ≺ X or X ≈ Y :
delete(X, Y ) : C := C− Y ; Noise := Noise ∪ Y \X ;
∀ (X, Y ) | X ≺ Y or Y ≺ X :
add(X, Y ) : C := C−X − Y + (C, B); Noise := Noise ∪ (C \A)× (B \D);

where C, initially the set of observed concepts, is the resulting set of concepts
and Noise is the set of spurious or missing interactions.

In Figure 2, (C′
2, C4)l and delete(C′

2, C4) = delete(({o4, o5}, {a3, a4}),
({o5}, {a2, a3, a4})) results in deleting a spurious relation: C := C − C4 and
Noise := Noise ∪ {(o5, a2)}. The same way, (C′′

1 , C′
1)l and add(C′′

1 , C′
1) =

add(({o1, o2}, {a1, a2}), ({o1, o2, o3}, {a1})) results in adding a missing rela-
tion: C := C−C′′

1 −C′
1+({o1, o2, o3}, {a1, a2}) and Noise := Noise∪{(o3, a2)}

The whole repair process consist of the simultaneous application of a set of
delete/add operations on a subset of pairs extracted from the initially observed
set of concepts. The space of admissible pairs is naturally constrained: once
a concept has been chosen for deletion for instance, it cannot be used for an
add operation in another selection. This leads to a space of different subsets
of concepts, induced by different repair alternatives. These alternatives have
to be scored in order to keep the best one.

4.2 Minimum description length optimization
In the spirit of the minimum description length principle, each set of con-
cepts C resulting from the application of delete/add operations on a subset of
concept pairs C gets a score defined as:
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score(C) =
∑

(A,B)∈C

(|A|+ |B|) + α card(Noise);

where α is an integer parameter set by default to 1. This score is minimized
over all possible applications of delete and add operations on all admissible
concept subsets C.

5 Experiments on simulated noisy data

We have generated several random contexts with a fixed number of objects
and attributes (from 20 to 40) to test our method for the detection of spurious
interactions. For each context, 5 sets of interactions have been created, cor-
responding to 5 cross-products of a random number of objects and a random
number of attributes each following a normal distribution (mean 5, standard
deviation 2). The original concepts are obtained on these sets of interactions.
The noisy concepts are obtained by adding a uniform noise with a fixed prob-
ability for each cell to be changed. For each set of parameters (number of ob-
jects/attributes, noise level and weight α) 1,000 random contexts have been
tried and the average ratio of original and spurious relations deleted has been
computed. Results for the delete operation are shown Table 1.

Table 1. Mean and standard deviation (sd) on simulated noisy data of the percent-
age of original and spurious relations deleted by the repair process.

objects attributes noise α original (%) spurious (%)
mean sd mean sd

20 20 0.05 1 3.5 4.2 43.1 21.3
2 3.3 4.1 43 21.3
3 3.1 4 42.2 21.3

40 40 0.01 1 3.5 4.3 60.4 16
2 2.3 3.1 60.6 15.9
3 1.5 2.4 58.9 16.2

0.05 1 0.4 1.5 29 11.2
2 0.4 1.3 27.8 10.4
3 0.3 0.1 24.2 9.1

0.1 1 0.1 1.4 0.8 3.9
2 0.1 1.4 0.8 3.9
3 0 0 0.4 0.9

60 60 0.05 1 0.1 0.3 17.4 8.4
2 0 0.3 15.7 6.8
3 0 0.3 13.1 6.1

For all experiments in Table 1, the percentage of original and spurious
relations deleted decreases when α increases. This observation is coherent
with the defined score since α represents the relative minor importance of the
number of deleted relations with respect to the description length of repaired
concepts. In all cases, very few original concepts were affected by deletions.
Half of spurious relations are detected for contexts that do not exceed 40
objects and 40 attributes and this rate decreases in line with context size
increase and noise level increase. These results seemed sufficient for real data
management with a relatively stringent selection of interactions (a limited
level of noise) and we have further experimented with more realistic data.
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6 miRNAs/mRNAs interaction graph

The pea aphid (Acyrthosiphon pisum) is a crop pest that is a model for
the study of phenotypic plasticity (The Intern. Aphid Genomics Consortium
(2010)). During the warm seasons viviparous parthenogenetic females are pro-
duced whereas during autumn, sexual males and oviparous sexual females are
produced. In order to understand the differences in the regulation between
sexual and asexual embryogenesis, kinetic data for mRNA and miRNA ex-
pression have been collected in both contexts (Gallot (2012)). From these
data, we have extracted 43 miRNAs and 2,033 mRNAs of interest exhibiting
kinetics differences in the two embryogenesis.

To predict miRNAs/mRNAs interactions, we used TargetScan v5 (Grim-
son et al. (2007)). TargetScan provides for each prediction a dissimilarity
score, i.e. the lower the score, the stronger the interaction. This resulted in
a scored interaction graph with 6,763 interactions between 41 miRNAs and
1,479 mRNAs. The prediction score distribution is shown Figure 3.

TargetScan context score

D
en

si
ty

−0.6 −0.4 −0.2 0.0 0.2

0
1

2
3

4

Gaussian mixture model
True distribution
False distribution

Fig. 3. TargetScan context score distribution (solid line: complete; dashed line: true
prediction distribution; dotted line: spurious interactions).

The total distribution can be seen as a Gaussian mixture model (GMM,
solid line) divided into two Gaussian curves, one centered around low values
(dashed line) and the other centered around high values (spurious interac-
tions, dotted lines). These curves are in agreement with the literature (Chil
et al. (2009), Reyes-Herrera and Ficarra (2011)), which reveals a high false
positive rate in the prediction methods. The TargetScan prediction forms thus
a bipartite graph with a high level of noise, something that does not allow
to directly apply our method. Fortunately, it is possible to select the most
interesting interactions by choosing a relatively stringent score threshold. Ev-
ery true interactions above this threshold will be missing and all spurious
interactions below this threshold will be retained.

7 Experiments on simulated biological data

Since no miRNAs/mRNAs interactions dataset exist where actual interactions
are known, we needed to simulate the interaction graphs in a controlled way
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to test our method. The scores were simulated by fitting a GMM to the data
(solid line in Figure 3). The degree of miRNAs and mRNAs vertices were
determined using score dependent degree distributions for true interactions
and spurious interactions.

We have generated 1,000 random miRNA/mRNA interactions graphs,
keeping the number of miRNAs, mRNAs and interactions in real data: 41
miRNAs, 1,479 mRNAs and 6,763 interactions. Two thresholds have been
tested, -0.3 and a more stringent one of -0.35, to restrict the number of spuri-
ous interactions while keeping a high number of true interactions (see Figure
3). A threshold defines the set of original interactions (true interactions below
the threshold), spurious interactions (false interactions below the threshold)
and missing interactions (true interactions above the threshold).

For each graph and each threshold, the concept lattice has been computed
and the ratio of deleted original and spurious relations has been obtained for
α = 1. Results for the delete operation are shown in Table 2.

Table 2. Mean and stand. dev. (sd) on simulated data of the percentage of original
and spurious relations deleted by the repair process with α = 1.

miRNAs mRNAs interactions threshold original (%) spurious (%)
mean sd mean sd

41 1,479 6,763 -0.3 5.6 3.2 8.7 4.5
-0.35 22.5 4.9 34.8 7.6

In contrast to results on simulated noisy contexts, deletions affects both
original and spurious relations. For both thresholds, the mean and standard
deviation for spurious interactions is slightly higher than for the original in-
teractions. A comparison between the two thresholds shows that the more
stringent threshold has a higher mean and standard deviation. Interestingly,
the same behaviour is observed when comparing simulated noisy contexts of
size 40× 40 with a noise probability of 0.01 or 0.05 (Table 1).

8 Conclusion

We have formalized the effect of noise on a microRNAs/mRNAs interaction
graph by considering it has a formal context. Two types of noise may occur,
namely spurious and missing relations. We showed that noise has the effect
of increasing the set of original concepts linearly or exponentially respectively
with respect to purely spurious or missing concepts. In most cases, there exists
some intersection/inclusion relation between noisy concepts observable as a
direct or a sibling relation in the modified concept lattice, which allows to
recover the original concepts.

Based on these observations, two repair operations: delete and add have
been defined for spurious and missing relations. These operations are applied
on subsets of concept pairs, looking for the optimization of a score based
on minimum description length principle. We have shown on simulated noisy
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contexts that there exists a range of context sizes such that our method al-
lows to increase the sensitivity of a highly specific prediction with the delete
operation.

In order to test our method on more realistic data, we used a set of sim-
ulation parameters derived from a real miRNAs/mRNAs interaction graph.
Unfortunately, the discriminative power of the repairing method on these data
is insufficient as it deletes a significant number of true interactions.

Additional work is necessary to increase the deletion rate of spurious rela-
tions, to improve the discriminative power of the method for small and very
large contexts and greater levels of noise. In the continuation of this work, we
will also evaluate how well the add operation performs on the same data. An-
other perspective is to check how missing relations detected by our method
compare to missing relations in approximated concepts, i.e. the 0 in dense
rectangles of 1 (see section 3).
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R E V I E W A R T I C L E

Genome expression control during the photoperiodic
response of aphids

G A E L L E T R I O N N A I R E , V A L E N T I N W U C H E R and D E N I S T A G U
INRA Rennes, UMR IGEPP, Le Rheu, France

Abstract. Aphids are major crop pests and show a high level of phenotypic plasticity.
They display a seasonal, photoperiodically-controlled polyphenism during their life
cycle. In spring and summer, they reproduce efficiently by parthenogenesis. At the
end of summer, parthenogenetic individuals detect the transition from short nights
to long nights, which initiates the production of males and oviparous females within
their offspring. These are the morphs associated with the autumn season. Deciphering
the physiological and molecular events associated with this switch in reproductive
mode in response to photoperiodic conditions is thus of key interest for understanding
and explaining the remarkable capacity of aphids to adapt to fluctuations in their
environment. The present review aims to compile earlier physiological studies,
focussing on the neuroendocrine control of seasonal photoperiodism, as well as a series
of large-scale transcriptomic approaches made possible by the recent development of
genomic resources for the model aphid species: the pea aphid Acyrthosiphon pisum .
These analyses identify genetic programmes putatively involved in the control of the
initial steps of detection and transduction of the photoperiodic signal, as well as in
the regulation of the switch between asexual and sexual oogenesis within embryonic
ovaries. The contribution of small RNAs pathways (and especially microRNAs) in
the post-transcriptional control of gene expression, as well as the role of epigenetic
mechanisms in the regulation of genome expression associated with the photoperiodic
response, is also summarized.

Key words. Aphids, epigenetic mechanisms, neuroendocrine control, microRNAs,
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Introduction

Photoperiodism in the living world

Demographic success and the survival of most organisms is
highly dependent on their ability to cope with and respond to a
variety of environmental factors that can be either biotic or abi-
otic. Biotic factors mainly correspond to pathogens, parasites or
predators that limit the development of a given species. Abiotic
factors mainly include temperature, humidity and photoperiod,
and their combined and continuous fluctuations across seasons
can have a strong impact on the fitness of a wide range of
organisms. To face the constant modifications of environmental
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factors, organisms have developed strategies enabling their
long-term adaptation to season alternation. The most common
and perhaps reliable mechanism is known as photoperiodism,
where organisms can detect variations of day length that occur
during the year and use them as signals to trigger the establish-
ment of phenotypic/behavioural modifications, allowing their
adaptation to seasons. Manifestations of photoperiodism are
widespread amongst a variety of organisms, such as fungi,
plants and animals. Plants synchronize their life cycle with sea-
son alternation. Arabidopsis thaliana is a facultative long-day
plant because flowering is promoted by long days and delayed
under short-day conditions. By contrast, flowering time in rice
is induced by short days (Yanovsky & Kay, 2003). In numer-
ous species of birds, reproduction and migration timing are
controlled by endogenous circannual rhythmicity. The expres-
sion (or not) of such rhythms depend on the photoperiod and
its fluctuation across seasons (Gwinner, 2003). Humans are
also sensitive to photoperiod changes because afflictions such
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as seasonal affective disorder can be diagnosed at the arrival
of autumn and winter (Davis & Levitan, 2005). In inverte-
brates, insects are striking examples of organisms displaying a
photoperiodic response. Cold tolerance, migration and growth
rate regulation are common responses of insects to day-length
changes. However, the two most striking examples of photope-
riodism within the insects are diapause and the appearance of
seasonal morphs. Diapause is an arrest of development dur-
ing the life cycle of the insect that allows the anticipation
of adverse environmental conditions (drought or cold) and is
often triggered by photoperiod (Saunders et al ., 2004). The
production of seasonal morphs in aphids is historically docu-
mented (Tagu et al ., 2008): the detection of short days induces
a shift from clonal, viviparous reproduction (parthenogenesis)
to sexual, oviparous reproduction. A switch from viviparous
to oviparous embryogenesis thus occurs within the individuals
that detect changes in day length (Tagu et al ., 2005). At the
population scale, lineages that are able to respond to photope-
riodic cues coexist with lineages that have lost this ability and
reproduce asexually during their life cycle (Simon et al ., 2011).
Depending on the type of organism, photoperiodic response
can either result in a behavioural change or in the expres-
sion of a plasticity of the phenotype that will be more suited
to the future environmental conditions. In this context, aphids
represent an extreme case of phenotypic plasticity because the
sexual morphs produced by asexual individuals that experience
photoperiod changes correspond to different and contrasting
phenotypes. This discrete phenotypic plasticity is also called
polyphenism (Simpson et al ., 2011). In aphids, photoperiodism
is thus achieved by a plasticity of the reproductive mode.
Understanding the molecular basis of this phenomenon offers
the possibility not only to decipher the molecular mechanisms
involved in the detection and transduction of the photoperiodic
signal, but also to understand the molecular events govern-
ing the transition from an asexual to a sexual reproductive
mode and embryogenesis. Aphids represent an ideal model for
understanding the direct phenotypic consequences of the mod-
ification of photoperiod. The present review first introduces
the aphid model and then focusses on the physiological and
transcriptomic bases of key steps of this phenomenon such as
the detection and transduction of the photoperiodic signal and
the switch from asexual to sexual oogenesis within embryonic
ovaries. The second part of this review focusses on the putative
role of post-transcriptomic and epigenetic mechanisms associ-
ated with the establishment of phenotypic plasticity in response
to the photoperiodic changes in aphids.

Aphids: major crop pests remarkably adapted to their
environment

Aphids are phloem sap-feeding hemipterous insects that can
cause significant economic losses on various crops such as
wheat or maize. In temperate and continental regions, most
aphid species reproduce quickly and efficiently by viviparous
parthenogenesis during spring and summer. At the arrival of
autumn, parthenogenetic individuals detect short days. Once
sensed, this signal is transmitted to the embryos, which, in

turn, direct their development towards becoming sexual adults.
The sexual individuals produced (i.e. males and oviparous
females) mate and females lay cold-resistant eggs that can
withstand potentially adverse winter conditions (Fig. 1). The
aphid genome is thus highly ‘plastic’ in the sense that it
is able to predict and respond to environmental parameters
(seasons) that can be strongly limiting for their survival
and general fitness. Aphids are insects that are remarkably
adapted to their environment by being able to respond to
its fluctuation, explaining their success as one of the major
crop pests. Understanding the molecular events regulating
the photoperiodic response and more generally phenotypic
plasticity in aphids is of major fundamental and agronomical
interest for developing sustainable crop pest management
strategies. The development of genomic resources within the
aphid scientific community in the early years of the 21st
Century has allowed significant progress. The pea aphid
Acyrthosiphon pisum genome has recently been sequenced and
annotated (Richards et al ., 2010), which constitutes an absolute
pre-requisite for a wide range of genetic and genomic analyses.

Physiological and transcriptomic bases of photoperiodism in
aphids

Photoperiodic signal, photoperiodic clock and
photoreceptors. Studies on photoperiodism in aphids started
to emerge in the second part of the 20th Century, when
it was demonstrated that aphids could measure scotophase
(night length). For each species, there is a minimum length
of scotophase (i.e. critical night length) above which the
induction of sexual morphs is effective (Lees, 1973). A
minimum number of consecutive long nights is also necessary
to trigger the reproductive mode switch under controlled
conditions. It can vary between species, although an average
of at least ten consecutive long nights is sufficient to trigger
the reproductive mode switch. This might be because day
length is interpreted as an adaptive strategy to limit a too rapid
switch that could be induced by a short period of exposure to
long-nights. Complementary studies showed that temperature
could also modulate the photoperiodic response (Lees, 1989).
The nature of the photoperiodic clock involved in detecting
short days has nevertheless not been clearly stated. The
involvement of the circadian clock in the photoperiodic
response in aphids has been questioned for a long-time.
Three main theoretical models for the mechanism of insect
photoperiodic clocks have been proposed, two of which
suggest an involvement of the circadian clock (Internal or
External Coincidence Model), whereas the third (‘Hourglass’
model) does not involve any circadian component. These
models are at their essence theoretical and are still largely
debated (Danks, 2005; Saunders, 2005). The accumulation of
molecular evidence would thus clearly help in discriminating
these different models. A recent study (Cortés et al ., 2010)
revealed the presence in the pea aphid genome of orthologues
for several well-known Drosophila circadian clock genes
such as period , timeless , Clock , vrille and Pdp1 . Expression
analyses confirmed a circadian rhythmicity for some of those
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Fig. 1. Pea aphid life cycle and the production of seasonal morphs. In sexual lineages, aphids reproduce efficiently and quickly by parthenogenesis
during spring and summer. At the end of summer, parthenogenetic individuals detect short days and initiate the production of sexual individuals
in their offspring. Such individuals that produce sexual forms are also called ‘sexuparae’. Autumn morphs (i.e. sexual females and males) are thus
produced and will mate to produce cold-resistant eggs that can overcome winter.

genes, as well as a significant effect of photoperiod on the
amplitude of oscillations. Nevertheless, the exact contribution
of the circadian clock to the photoperiodic response remains
unknown. The nature and localization of putative photope-
riodic photoreceptors has also been investigated. Antibodies
directed against a wide range of opsins and other phototrans-
duction proteins were tested and shown to be localized in the
ventral anterior region of the protocerebrum, suggesting that
the photoperiodic photoreceptors could be located in this area
of the brain (Gao et al ., 1999). The molecular nature and
the precise function of these receptors in the photoperiodic
response remain unknown.

Neuroendocrine control. In insects, both endocrine glands
and neurosecretory cells can release hormonal components.
Steel & Lees (1977) showed that one of the five groups of
neurosecretory cells from the protocerebrum (Cell Group I)

was involved in the photoperiodic response because micro-
cauterization of those cells abolished the response. These cells
have long axons spreading into the abdomen of the aphid.
Steel & Lees (1977) suggested that secretions (hormones or
neuropeptides) from these cells are transported all along the
axon and released at specific sites close to the ovarioles, which
are the target tissues of the photoperiodic signal, although this
has never been demonstrated. The nature of these neurose-
cretory molecules remains unknown. A recent combination of
bioinformatics analyses, brain peptidomics and cDNA anal-
yses allowed the establishment of a catalogue of pea aphid
neuropeptides and neurohormones. Forty-two genes encoding
neuropeptides and neurohormones were identified. The neu-
ropeptides accumulated in the Group I of neurosecretory cells
are probably rich in cysteine (because they respond to fuchsin
staining). By correlating the type of neuropeptides rich in
cysteine present in the pea aphid genome, and also the knowl-
edge of neuropeptides secreted in other insects, it appears

© 2013 The Royal Entomological Society, Physiological Entomology, 38, 117–125



120 G. Le Trionnaire et al.

that insulins could represent good candidates for neuropep-
tides involved in the regulation of photoperiodism (Huybrechts
et al ., 2010). This hypothesis appears to be realistic consider-
ing the results obtained from recent transcriptomic analyses of
the photoperiodic response (Le Trionnaire et al ., 2009), which
show the differential expression of transcripts involved in the
insulin signalling pathway (see below).

The involvement of Juvenile Hormones (JH) (known to
regulate a wide range of developmental processes in insects)
in the control of photoperiodism has also been studied. Topical
application of JH or Kinoprene (a JH analogue) on the
abdomen of viviparous aphids producing sexual individuals
resulted in the reversion of the response to production of
asexual individuals (Hardie & Lees, 1985). JH thus appears
to play a role in the transduction of the photoperiodic signal.
The role of melatonin in the photoperiodic response has also
been investigated. In insects, this hormone is involved in
the regulation of the visual system and displays a circadian
rhythm of expression in head tissues (Bloch et al ., 2012).
Long-day, parthenogenetic aphids treated with this hormone
produce sexual individuals in their offspring instead of asexual
individuals (Gao & Hardie, 1997). These results indicate that
melatonin might also play a role in the transduction of the
photoperiodic signal. To further elucidate the molecular bases
of the photoperiodic response, a fine analysis of the genetic
programmes set up during this process was needed.

Genetic programmes associated with photoperiodic sig-
nal detection and transduction. Initial studies used meth-
ods such as the differential display reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (DD-RT-PCR) or suppression sub-
tractive hybridization to identify transcripts differentially
expressed between aphids reared under long days (produc-
ers of parthenogenetic progeny) and short days (producers
of sexually-reproducing offspring). A transcript homologous
to an amino acid transporter within GABAergic neurones
was first identified by DD-RT-PCR as being over-expressed
in short-day, sexual-offspring-producing individuals (Ramos
et al ., 2003). A putative role for this transcript in the trans-
duction of the photoperiodic signal was proposed. Suppression
subtractive hybridization approaches coupled with quantitative
RT-PCR then allowed the identification of transcripts coding
cuticular proteins and a β-tubulin that could play a role in hor-
mone responses (Cortés et al ., 2008). The precise function of
these candidate genes in the regulation of photoperiodism is
nevertheless unknown.

Genomic resources such as expressed sequence tag libraries
from various aphid tissues were generated (Sabater-Muñoz
et al ., 2006). These libraries were used to build two generations
of cDNA microarrays containing, respectively, 1700 (Le
Trionnaire et al ., 2007) and 7000 transcripts (Le Trionnaire
et al ., 2009, 2012). Heads of aphids reared under long-day
or short-day photoperiods were collected at five stages of
development during the process of sexual morph induction. By
focusing on heads and cerebral tissues, the aim was to capture
the genetic programmes set up during the initial steps of
photoperiodic signal detection and transduction (Le Trionnaire

et al ., 2007, 2009). Microarray hybridizations combined
with proteomics approaches (two dimensional differential in
gel electrophoresis) revealed the differential expression of a
significant number of transcripts (10% of spotted cDNAs)
and peptides within the heads of aphids in response to short
photoperiods, allowing the identification of several genetic
programmes that could be associated with the photoperiodic
response (Fig. 2). Among these, a subset of transcripts showed
homologies with Drosophila melanogaster genes involved in
the visual system such as Arrestin and Calnexin , known to
play a role in rhodopsin phototransduction and maturation.
This confirmed an earlier study showing that antibodies
against a vertebrate arrestin strongly labelled the putative brain
photoperiodic photoreceptors (Gao et al ., 1999). Another set
of transcripts were related to the nervous system, with several
transcripts differentially expressed displaying homologies with
Drosophila genes involved in axon guidance (Rho I , NLaz ,
Capulet and Wunen) and neurotransmission (Kinesin , Dunc
10-4A, Dunc 13-4A and a DEP-containing domain protein),
strongly suggesting an involvement of the nervous system in
the transduction of the photoperiodic signal. Insulin signalling
might also play a role because one transcript encoding an
insulin-degrading enzyme and another one coding for an
insulin receptor were found to be differentially expressed
in response to short photoperiods. Unexpectedly, a large
number (n = 38) of cuticular protein transcripts appeared to be
regulated. Most of them (n = 25) contained a RR domain (RR1
or RR2) that allows chitin-cuticular protein linkage (Gallot
et al ., 2010). Most of these transcripts were down-regulated
under short-day photoperiods, suggesting a putative relaxing of
the chitin-cuticular protein network in response to short days.
Cuticle also contains N-β alanyl dopamine (NBAD) that allows
linkage between cuticular proteins to produce hard-cuticle or
sclerotization. NBAD is made of dopamine and β-alanine and
the enzyme responsible for this conjugation is coded by the
ebony gene. β-Alanine is synthesized from aspartate by the
action of an enzyme coded by black gene. Transcriptomic
analyses revealed that ebony and black transcripts were down-
regulated in short-day reared aphids. Consequently, it can be
hypothesized that less NBAD is synthesized under short-day
conditions. This suggests that short photoperiods could result
in the reduction of sclerotization level in the aphid heads,
thereby modifying cuticle structure. These observations also
raise the question of the level of dopamine in aphid heads under
short-day conditions. Indeed, if less NBAD is synthesized, is
the general level of dopamine affected? Dopamine synthesis
involves two main enzymes: tyrosine hydroxylase (th), which
metabolizes tyrosine into l-3,4-dihydroxyphenylalanine (l-
DOPA), and dopa-decarboxylase (ddc), which metabolizes l-
DOPA into dopamine. RT-PCR experiments showed that th
and ddc transcripts were down-regulated in short-day reared
aphid heads, suggesting that short photoperiods could result in
a diminution of dopamine synthesis within aphid brains (Gallot
et al ., 2010). Because dopamine is a neurotransmitter (and a
neurohormone), it is tempting to speculate that this molecule
might be involved in the transduction of the photoperiodic
signal. A recent study in Locusta migratoria demonstrated that
the dopamine synthesis pathway was involved in the transition
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from the solitary to the gregarious phase (Ma et al ., 2011).
More precisely, the data showed that th (tyrosine hydroxylase),
henna and vat1 (vesicle amino-acid transporter), three genes
coding for enzymes involved in dopamine biosynthesis and
synaptic release, were significantly down-regulated during
the solitary phase. Functional and pharmacological analyses
confirmed that the dopamine pathway was clearly involved
in the behavioural transition (Ma et al ., 2011). Because
such a behavioural change in the locust is a case of phase
polyphenism (but not triggered by day length changes), a
clear parallel with reproductive polyphenism (triggered by
photoperiod shortening) can be made and the dopamine
biosynthesis pathway might also be involved in the transition
from asexual to sexual reproduction in response to short days in
aphids. To address this, the level of expression, the localization
and the functional characterization of pale, vat1 and henna
transcripts in both long- and short-day reared aphids all have
to be investigated. It is striking to emphasize that some of
these transcriptomic modifications observed on aphids reared
under controlled conditions were also detected in aphids reared
outdoor under natural photoperiodic conditions. However, the
differential expression of several heat-shock protein transcripts
also suggested a strong response of aphids to additional
environmental parameters such as temperature (Le Trionnaire
et al ., 2012).

Transcriptomic modifications associated with the transition
from asexual to sexual oogenesis within embryonic ovaries.
Once short days/long nights are detected by aphids, this
signal has to be transduced to the target tissues, which are
the embryos. A recent large-scale transcriptomic approach
thus aimed to study the consequences of photoperiodic signal
detection and transduction on embryo phenotypic plasticity.
Transcriptomes from sexual and asexual embryos along a
developmental series were compared using an oligo-nucleotide
microarray with approximately 24 000 transcripts (Gallot et al .,
2012). Based on previous studies (Corbitt & Hardie, 1985),
a perfectly synchronized system was developed to target
transcriptomic modifications associated only with the asexual
to sexual oogenesis transition in the embryonic ovaries. Aphids
reared under short photoperiods contain sexual embryos
with a haploid meiotic germline. When Kinoprene (a JH
analogue) is applied to the dorsal side of the abdomen, these
embryos reverse their reproductive mode and produce asexual
embryos containing a diploid non-meiotic germline. Under
these conditions, sexual and asexual embryos are perfectly
synchronized because the photoperiod does not change. This
fine-tuned experimental design was used to compare the
transcriptomes of asexual and sexual embryos at three stages
of development: 18, 19 and 20 as defined by Miura et al .
(2003). These are the final three developmental stages in aphid
embryogenesis and correspond to eye differentiation (stage
18), muscle formation (stage 19) and the mature embryo
(stage 20). Kinoprene treatment is performed when embryos
are at stage 17 (i.e. the latest stage that responds to the
hormonal treatment). After that specific stage, embryos are
no longer responsive. This developmental window was chosen

to study the direct effect of kinoprene on the sexual to
asexual oogenesis switch. Statistical analysis of microarrays
hybridization results revealed that only a few transcripts
(n = 33) were differentially expressed between the two types
of embryos. In situ hybridizations confirmed that most of the
transcripts were located within germ cells and/or oocytes of
asexual and/or sexual ovaries. Regulated transcripts could be
assigned to four main functional categories (Fig. 2). Seven of
those are involved in oogenesis, with a few playing a role
in oocyte axis formation and specification (orb and nudel )
or female meiosis chromosome segregation (nanos). Five
transcripts play a role in post-transcriptional regulation, such
as polyA-tail stabilization (Pop2 ). Four transcripts are also
involved in epigenetic regulations (see below) and three in
cell cycle control (cyclin J ). These transcripts may therefore
determine the aphid clonal or sexual oogenesis. It was thus
revealed that JH signalling might control (directly or indirectly)
the reproductive fate of aphid embryos.

Combined together, these large-scale transcriptomic
approaches allowed the identification of a significant number
of candidate transcripts that could play a key role in the
detection and transduction of the photoperiodic signal, as well
as in the transition from asexual to sexual oogenesis within
embryonic ovaries (Fig. 2). The precise function of these
different transcripts needs to be tested. The development of
stable transgenesis tools remains challenging in aphids, mainly
as a result of the complexity of the biological model (tele-
scoping of generations, asexuality with lack of recombination
events being predominant during the life cycle). So far, only
transitory methods of transcripts silencing (RNA interference)
have been developed in aphids with the direct injection
of double-stranded RNAs into aphids (Mutti et al ., 2006,
2008; Jaubert-Possamai et al ., 2007; Shakesby et al ., 2009)
or by feeding aphids on plants expressing double-stranded
RNAs in phloem sap (Pitino et al ., 2011; Pitino & Hogen-
hout, 2013). These technologies displayed various levels of
efficiency, mainly depending on the tissue localization of
targeted transcripts. Pharmacological approaches (hormone
or neurotransmitters injected or topically applied) appear
to be a promising alternative for validating the function of
specific candidate transcripts or at least signalling/biosynthetic
pathways. Nevertheless, strong and efficient methods to
modify gene expression in aphids are still missing.

Contribution of post-transcriptional and epigenetic
mechanisms

The global expression of a genome is the result of a com-
bination of transcriptomic and post-transcriptomic events that
contribute to the establishment of a given phenotype. Small
noncoding RNAs and especially microRNAs have emerged in
the last years as key post-transcriptional regulators of gene
expression (Kim et al ., 2009). However, the expression of
these different molecules (mRNAs and small RNAs) depends
on the accessibility of corresponding genomic regions to tran-
scriptional machinery or transcriptional modulators/regulators.
This so-called ‘epigenetic’ state of the genome will thus be at
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Fig. 2. Hypothetical model for regulation of seasonal photoperiodism in aphids. Recent large-scale transcriptomic analyses combined with earlier
physiological studies allowed the identification of genetic programmes that might play key roles in the regulation of the photoperiodic response.
The initial steps of detection and transduction of the photoperiodic signal appear to be associated with a modification of cuticle structure that could
be linked to a reduction in dopamine levels within aphid heads. Visual and brain nervous systems might also play a role in this signalling step.
Juvenile Hormones were also shown to play a central role in the endocrine transduction of this signal from the brain to the target tissues displaying
the reproductive mode switch in the embryos. Later steps corresponding to a shift from asexual to sexual oogenesis appear to be associated with the
differential expression of transcripts involved in germline fate and oogenesis, transcriptional and post-transcriptional control, as well as epigenetic
modifications.

the basis of global genome expression and shape phenotypes.
A given epigenome can be explained by a combination of
DNA methylation patterns and chromatin structure and organi-
zation. Integrating post-transcriptional and epigenetic data with
already well-identified transcriptomic changes associated with
the photoperiodic response should thus allow the fine charac-
terization of genome expression modifications associated with
seasonal photoperiodism in aphids.

MicroRNAs and alternative morph production. The first
catalogue of pea aphid microRNAs has been recently
completed (Legeai et al ., 2010). A combination of
bioinformatic prediction of putative hairpin structures (typical
of pre-microRNAs) on the genome and high-throughput

sequencing of small RNAs from the whole bodies of
parthenogenetic individuals allowed the identification of 149
microRNAs, including 55 conserved and 94 new microRNAs.
The level of expression of candidate microRNAs between
different aphid morphs (parthenogenetic females producing
asexual progeny, oviparous/sexual females and partheno-
genetic females producing sexual offspring, also called
sexuparae) was then tested using a dedicated microRNA
chip. Statistical analyses allowed the identification of 17
microRNAs (12 mature miRNAs and 5 miR*) displaying
morph-specific profiles of expression. Seven microRNAs
were differentially expressed between oviparous females and
sexuparae, and nine were differentially expressed between
oviparous and parthenogenetic females. Interestingly, ap-let-7
and ap-mir-100 were up-regulated in oviparous females
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compared with parthenogenetic and sexuparae females. Their
Drosophila homologues let-7 and miR-100 have been reported
to play a role in metamorphosis and the response to ecdysone,
a hormone involved in insect development. Ap-miR-34 also
showed different expression levels between sexuparae and
parthenogenetic females, which differ by the type of embryos
they contain (sexual versus asexual). Interestingly, miR-34
is regulated in D. melanogaster by ecdysone as well as by
JH. These microRNAs might thus target transcripts that could
play key roles in morph specification and, by extension, in
the photoperiodic response.

Sequencing and annotation of the pea aphid genome (IAGC,
2010) revealed that it displayed a high rate of gene duplication.
For example, it shows an unexpected expansion of the
microRNA pathway for genes that are highly conserved and
have only a single copy in most organisms (Jaubert-Possamai
et al ., 2010; Ortiz-Rivas et al ., 2012). There are indeed two
copies of the microRNAs pathway-specific dcr1 and ago1
genes. One of the two copies (dic1-b and ago1-b) shows
accelerated evolution. RT-PCR experiments also showed a
morph-biased expression of these genes showing an accelerated
evolution (e.g. dic1-b and ago1-b). This observation raises
questions about the specific function of these duplicated copies
in the microRNAs pathway within specific aphid morphs,
especially in morphs displaying the reproductive mode switch.
Further functional analysis will be needed to assess the specific
roles of these duplicated copies.

However, systems biology could possibly leverage the
lack of functional characterization. MicroRNAs and mRNAs
work as a network of interactions because thousands of such
interactions are usually predicted for one given species and one
specific trait. Genes network and graphs methods are currently
being developed to answer this question. A graph can integrate
different information: microRNAs–mRNAs interactions, their
differential level of expression between two conditions, and
additional relationships, such as regulation by transcription
factors. This integrated graph allows a global view of a given
biological phenomenon. The constitution of such networks in
the course of asexual to sexual oogenesis within embryonic
ovaries might thus help identify new key regulators of
photoperiodism in aphids.

DNA methylation in the pea aphid A. pisum

In mammals, DNA methylation is usually associated with
promoter regions and highly methylated regions are correlated
to low transcription. This methylation pattern is somehow
different in insects. Even if some insect species such as beetles
and Drosophila appear to have lost DNA methylation (Patalano
et al ., 2012), pea aphid as well as honey bee Apis mellifera
or locust genome annotation confirmed that all the genes
from the DNA methylation pathway are present (Walsh et al .,
2010; Hunt et al ., 2010). Methylation appears to be important
in social insects such as honey bees, which also exhibit a
phenotypic plasticity (caste morphs). A recent study showed
that 550 genes displayed a differential methylation pattern
between queens and workers. Strong correlations between

methylation patterns and splicing sites were also found. It was
proposed that modulation of alternative splicing could be one
of the mechanisms by which DNA methylation is linked to
gene regulation in the context of phenotypic plasticity (Lyko
et al ., 2010). In the case of the pea aphid, Walsh et al .
(2010) showed that 0.69% of all cytosines were methylated.
Methylation appears to be restricted to gene coding sequences
at CpG sites. The precise role of DNA methylation in
reproductive mode plasticity in response to photoperiod has
not been studied yet, although some studies are currently
underway aiming to analyse the role of DNA methylation in
the regulation of dispersal polyphenism (Srinivasan & Brisson,
2012). It would thus be of great interest to evaluate the
contribution of this epigenetic pathway to the regulation of
photoperiodism by evaluating in details DNA methylation
patterns between morphs.

Chromatin organization and histone modifications. Chro-
matin is defined as the association between DNA and proteins
(histones and nonhistone proteins). Nucleosomes are sub-units
of chromatin made of a DNA fragment of 140 bp wrapped
around a protein complex of two copies of each histone protein
(H2A, H2B, H3 and H4). Nucleosome numbers and organi-
zation all along the chromosome can shape accessibility of
genomic regions such as promoters to transcription factors
or other regions such as enhancers to regulatory molecules.
Nucleosome occupancy can be studied by recently devel-
oped methods such as FAIRE-seq (formaldehyde-associated
isolation of regulatory elements; Kaplan et al ., 2008) and
MAINE-seq (MNase-mediated purification of mononucleo-
somes; Simon et al ., 2012) that allow the isolation of protein-
free DNA and histone-bound DNA, respectively. Such methods
are of great interest for identifying genomic regions epige-
netically regulated during a given phenomenon. Nucleosomic
histones can also be modified post-translationally. Histone
residues such as specific lysines (K) can be methylated or
acetylated. The combination of different histone modifications
will have consequences for the level of DNA accessibility. Dif-
ferent chromatin states can then be defined by a combination of
several histone modification marks. For example, genome-wide
profiling of a combinatorial pattern of enrichment or depletion
for specific histone modification marks has been established for
all the chromosomes of Drosophila , allowing the establishment
of a nine-state model for Drosophila chromatin (Kharchenko
et al ., 2011). So far in aphids, only H3K9me mark and HP1
proteins have been localized on heterochromatic regions (Man-
drioli & Borsatti, 2007). More recently, it has been shown that
the pea aphid genome possesses a complement of metazoan
histone-modifying enzymes with greater gene family diversity
than that seen in a number of other arthropods. Several genes
have undergone recent duplication and divergence, potentially
enabling greater combinatorial diversity among the chromatin-
remodelling complexes (Rider et al ., 2010). The comparison of
sexual and asexual aphid transcriptomes (Gallot et al ., 2012)
demonstrated the differential expression of transcripts coding
proteins involved in epigenetic mechanisms, such as Histones
H2B.3 and H1, which are known to participate to chromatin
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assembly and disassembly. Another example concerns Suv4-
20H1 , which is involved in histone methylation. This fine com-
parison of sexual and asexual embryos transcriptomes already
suggests that some epigenetic regulations involving chromatin
structure modifications are occurring during phenotypic plas-
ticity. Depicting the type of histone modifications associated
with the reproductive mode switch of embryos in response to
photoperiodic cues would thus be of great interest.

Perspectives

The regulation of photoperiodism in aphids and its effects
on the embryo phenotypic plasticity has been extensively stud-
ied at the transcriptomic level. These large-scale studies have
allowed the identification of some of the genetic programmes
involved in the photoperiodic signal detection and transduc-
tion and in the embryos’ reproductive mode switch. These
studies have established an extensive catalogue of transcripts,
hormones and neurotransmitters (e.g. insulin, dopamine) as
candidates for further functional and pharmacological vali-
dation experiments. The recent and on-going development of
high-throughput sequencing technologies now allows the iden-
tification of key post-transcriptional regulators of gene expres-
sion (such as microRNAs), as well as the mapping of distinct
epigenetic marks (nucleosome occupancy, histone modification
marks and DNA methylation patterns). The establishment of
alternative phenotypes in response to environmental cues such
as photoperiod definitely involves a combination of epigenetic,
transcriptomic and post-transcriptomic regulatory events. An
integrative view [in accordance with the modENCODE model
(Celniker et al ., 2009) but for a non-model organism such as
aphids] of the contribution of these different mechanisms thus
appears to be an ideal approach that should allow the iden-
tification of key genomic regions involved in the regulation
of phenotypic plasticity, especially in the case of the aphid
photoperiodic response.
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Résumé

Cette thèse cherche à discriminer au niveau génomique entre le développement d'em-
bryons vers un mode de reproduction sexué et le développement vers un mode asexué
chez le puceron du pois, Acyrthosiphon pisum. Cette discrimination passe par la création
du réseau de régulation post-transcriptionnelle des microARN et des ARNm qui pos-
sèdent des cinétiques d'expression di�érentes entre ces deux embryogenèses ainsi que
par l'analyse des modules d'interactions de ce réseau par l'utilisation de l'analyse de
concepts formels. Pour ce faire, une stratégie en plusieurs étapes a été mise en place :
la création d'un réseau d'interactions entre les microARN et les ARNm du puceron du
pois ; l'extraction et la réduction du réseau aux microARN et ARNm qui possèdent des
cinétiques di�érentes entre les deux embryogenèses à partir des données d'expression
tirées du séquençage haut-débit ; l'analyse du réseau d'interactions réduit aux éléments
d'intérêt par l'analyse de concepts formels. L'analyse du réseau a permis l'identi�cation
de di�érentes fonctions potentiellement importantes comme l'ovogenèse, la régulation
transcriptionnelle ou encore le système neuroendocrinien. En plus de l'analyse du ré-
seau, l'analyse de concepts formels a été utilisée pour dé�nir une méthode de réparation
de graphe biparti basée sur une topologie en � concepts � ainsi qu'une méthode de
visualisation de graphes bipartis par ses concepts.

Abstract

This thesis aims to discriminate between embryos development towards either sexual
or asexual reproduction types in pea aphids, Acyrthosiphon pisum, at the genomic level.
This discrimination involves the creation of a post-transcriptional regulation network
between microRNAs and mRNAs whose kinetic expressions change depending on the
embryogenesis. It also involves a study of this network's interaction modules using formal
concept analysis. To do so, a three-step strategy was set up. First the creation of an
interaction network between the pea aphid's microRNAs and mRNAs. The network is
then reduced by keeping only microRNAs and mRNAs which possess di�erential kinetics
between the two embryogeneses, these are obtained using high-throughput sequencing
data. Finally the remaining network is analysed using formal concept analysis. Analysing
the network allowed for the identi�cation of several functions of potential interest such
as oogenesis, transcriptional regulation or even neuroendocrine system. In addition to
network analysis, formal concept analysis was used to create a new method to repair a
bipartite graph based on its topology and a method to visualise a bipartite graph using
its formal concepts.
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