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J'ai commis plusieurs erreurs de numérotation ces derniers mois, veuillez m'en excuser. 

Par ailleurs, la numérotation des paragraphes est destinées à faciliter l’utilisation des rappels dans et entre numéros de ce bulletin. Elle permet également de voir où ont été effectuées les délétions destinées à alléger ce bulletin sous sa forme «papier». 

Concepts et Techniques 
1 On trouvera dans S Rogic et al.; Genome Research 11 (MAY01) 817-832, une évaluation de sept techniques informatiques récentes de détection de gènes (FGENES, GeneMark.hmm, Genie, Genscan, HMMgene, Morgan et MZEF). Elle est basée sur des séquences de mammifères indépendantes des séquences ayant servi au calibrage des programmes. Voir, pour plus de détails : http://www.cs.ubc.ca/~rogic/evaluation/.
**********************

2 Genentech vient de breveter sous l'US Patent 6,228,590 (08MAY01) une technique facilitant, en éliminant le bruit de fond, l'identification de protéines sécrétées ou transmembranaires par leur séquence signal d'exportation. 

On connaissait déjà des méthodes d'identification de ce type, notamment celle couverte par l'US Patent  5 536 637 (16JUL96) de Genetics Institute, basée sur l'utilisation, comme marqueur, de l'invertase de la levure qui révèle des séquences signal d'exportation en permettant à des levures dépourvues de SUC2 de pousser sur saccharose et raffinose. ###

**********************

3 J'avais signalé dans le bulletin d'Avril les difficultés à propos de certains microréseaux où les séquences sont différentes de ce qu'elles sont supposées être. Un article de J Knight; Nature 410 (19APR01) 860-861, revient plus en détail sur le même sujet.

**********************

4 Les gènes ont été dénommés dès le début du siècle dernier en se référant au phénotype muté du gène en question, mais les développements de la génomique créent des problèmes dans ce domaine. Un court commentaire intéressant sur le sujet est paru dans AS Wilkins; BioEssays 23 (MAY01) 377-378 ainsi qu'un article dans le même numéro de J Courcelle et al.; BioEssays 23 (MAY01) 463-470 (ce dernier porte sur le recA d'Escherichia coli). 

Le prototype est le gène white de la drosophile, ainsi dénommé par Morgan au début du siècle dernier, car il correspond à l'inactivation d'un gène impliqué dans la coloration de l'œil. Cette technique est épouvantablement indirecte. Si, dans le cas de white, cela n'est pas trop gênant du fait que la conséquence de la mutation est directe, il n'en est souvent pas de même. C'est ce qui arrive quand le phénotype n'est qu'une conséquence dérivée de la mutation elle-même. De plus c'est très souvent le premier phénotype observé de la mutation qui est utilisé. Le nom a, en réalité, une double fonction : l'identification non ambiguë du gène, mais aussi la description de la fonction présumée ou démontrée. 

Par ailleurs, l'ordre de caractérisation des gènes est important pour la façon dont nous envisageons une fonction. 

La découverte de séquences codantes, et donc de gènes, amène dans un premier temps à une identification. La fonction n'est souvent pas attribuable immédiatement, et avant toute démonstration expérimentale de la fonction. Il faudrait donc utiliser un nom n'ayant aucune relation avec la fonction pour éviter les malentendus. L'exemple utilisé dans la revue est celui des multiples gènes hedgehog dont personne ne peut penser qu'une mutation entraînera la conversion d'une souris en hérisson (encore qu'il s'agit bien d'un aspect similaire des souris mutantes). La suggestion est, en fait, d'abandonner la notion de descripteur de la fonction. C’est pourtant bien utile. ###

**********************

5 Le cycle cellulaire comporte plusieurs types de pauses en cas de dégâts dans l'ADN, en phases G1, S et G2, pour évaluation et réparation des dégâts avant reprise de la prolifération. 

La phosphorylation de la protéine Chk2 (checkpoint signalling kinase) par la protéine kinase ATM (Ataxia-Telangiectasia) des mammifères entraîne celle de Cdc25A sur la sérine 123 et sa destruction par la voie de l'ubiquitinylation. Cdc25A est une phosphatase qui déphosphoryle normalement Cdk2 (cyclin-dependent kinase 2) qui, elle, donne alors le visa final à la reprise du cycle en phase S. 

La phosphatase Cdc25A est détruite lors d'une irradiation ionisante, et sa disparition empêche la déphosphorylation de Cdk2 et entraîne un blocage transitoire de la réplication de l'ADN. On savait que la protéine p53 est une des cibles de la kinase Chk2 lors de la vérification en G1. L'activité de la kinase ATM est donc indispensable aussi bien lors de la régulation de la pause en G1 que de celle en phase S. J Falck et al.; Nature 410 (12APR01) 842-847. 
Le visa définitif, par Cdk2, pour une poursuite de la prolifération cellulaire est donné sous deux formes différentes pour les deux vérifications. Lors de la phase G1, Chk2 freine la dégradation de la protéine p53, lors de la phase S, Chk2 stimule celle de Cdc25A par ubiquitinylation).
**********************

6 On ne manque pas d'arguments pour attribuer aux histones des rôles débordant la seule structuration de la chromatine. Le génome est, en effet, divisé en domaines indépendants du point de vue des régulations, et l'acétylation des histones, joue un rôle dans cette régulation. Mais la corrélation entre acétylation de H3 et H4 et niveau de transcription n'est pas parfaite. On vient d'étudier l'acétylation des histones sur une longueur de 54 kb contenant trois loci, donc très proches, mais régulés indépendamment. Ce sont le gène du récepteur du folate, une zone de chromatine condensée de 16 kb, le gène de ß-globine et celui d'un gène de récepteur olfactif adjacent du poulet.

La chromatine condensée est celle qui est la moins acétylée, et ceci de façon constante. Les régions régulatrices en amont des gènes activés sont les plus acétylées lors de l'activation. Enfin l'isolateur situé entre le gène de la globine et celui du récepteur de folate est hyperacétylé de façon permanente, et la zone d'histones acétylées commence de façon très précise juste en amont de l'isolateur. Il est donc vraisemblable que cet isolateur est riche en histones-acétylases. MD Litt et al.; The EMBO Journal 20, 9 (01MAY01) 2224-2235.

**********************

7 D'une façon générale, la méthylation des séquences d'ADN réprime leur expression, mais le mécanisme est encore discuté. En effet, la Drosophile ou Caenorhabditis elegans se développent parfaitement sans faire intervenir de méthylation. Inversement la déméthylation libère l'expression de certains gènes au cours du développement. Une méthylation massive a lieu aux débuts du développement, puis des déméthylations sélectives ont lieu au cours du développement.

Les glucocorticoïdes participent, chez l'adulte, à la réaction aux stress, tandis qu'au cours du développement, ils préparent, en quelque sorte, l'embryon au choc post-natal. Ils régulent, par exemple, la déméthylation de l'ADN de l'"enhancer" d'une tyrosine aminotransférase (Tat) spécifique du foie. C'est une des étapes du recrutement de deux facteurs de transcription sur les deux GRUs (Glucocorticoid Responsive Units) de ce gène qui sont situées à –5,5 et –2,5 kb. Contrairement à ce qui se passe dans le remodelage de la chromatine, la déméthylation reste stable sur la GRU-2,5 après retrait de l'hormone. Quand on la réapplique on observe une plus forte réponse comme s'il y avait un effet de mémoire dû à la facilitation du recrutement d'autres facteurs.

Cette déméthylation a lieu avant la naissance alors que Tat n'est pas encore inductible. Il est vraisemblable qu'elle prépare une réponse du gène à l'hypoglycémie. H Thomassin et al.; The EMBO Journal 20, 8 (17APR01) 1974-1983.

**********************

8 On a de bonnes idées sur l'assemblage du complexe de transcription et sur le déclenchement au bon moment et au bon endroit de la transcription d'un gène donné. Elles sont moins claires en ce qui concerne l'arrêt de la transcription, quand quelque chose ne va pas. 

Il semble que les activateurs de transcription n'aient, dans certains cas, qu'une durée de vie très courte et soient détruits au bout d'un délai limité après leur entrée en action. Y Chi et al.; Genes & Development 15 (01MAY01) 1078-11092. La phosphorylation, en cinq sites différents, du facteur de transcription Gcn4 par la kinase cycline-dépendante Srb10, le cible, via l'ubiquitine, vers une destruction par protéolyse. Du coup, la poursuite de la transcription exige celle de la synthèse des facteurs de transcription. La destruction après phosphorylation n'a rien d'original, mais ce qui l'est plus c'est que Srb10 est un composant de l'ARN polymérase II, et que c'est cette phosphorylation qui stimule l'activité de Gcn4 dans le complexe de la polymérase, avant de le cibler vers la destruction. Voir également le commentaire de WP Tansey; p. 1045-1050.

**********************

9 L'ablation des introns des prémessagers est une opération compliquée, car il faut non seulement reconnaître les éléments qui définissent la jonction intron/exon, mais également, selon un schéma cellule-spécifique, les sites alternatifs d'épissage, alors qu'environ 30% des transcrits donnent lieu à un tel épissage. 

On admet que le spliceosome n'est pas préassemblé, mais est le résultat d'un assemblage séquentiel sur son substrat. La modulation de la "force" des sites d'épissage est réalisée par les protéines SR qui jouent un rôle important dans les épissages alternatifs. 

L'exclusion de certains exons d'un épissage donné apparaît actuellement comme une étape particulièrement importante dans ces phénomènes. Il est vraisemblable que la plupart des exons sont sous l'influence d'une régulation négative par des éléments des introns. 

Dans les cellules de mammifères les protéines reconnaissant les séquences polypyrimidiques ou PTB (Polypyrimidine Tract Binding Proteins) sont les éléments principaux de cette répression. C'est l'objet d'une revue : EJ Wagner et al.; Molecular and Cellular Biology 21,10 (MAY01) 3281-3288. Ces protéines se multimérisent et séquestreraient de cette façon certains exons. 

Un nouveau composant du spliceosome vient d'être identifié et dénommé SMNrp, ou SPF30. C'est une protéine associée à U2. Son absence entraîne une inhibition de l'épissage du pré-messager en empêchant la formation du complexe B. L'effet de plusieurs mutations indique que SMNrp doit se lier à d'autres composants du spliceosome. On vient de montrer que c'est une interaction avec la tri-snRNP [U4/U6•U5] qui est en cause. Il est vraisemblable que SMNrp, liée à U2, facilite le recrutement de [U4/U6•U5] par le pré-spliceosome pour donner le complexe B. G Meister et al.; The EMBO Journal 20, 9 (01MAY01) 2304-2314. ###

**********************

10 Deux articles décrivant la structure du ribosome en pleine action sont parus dans Science 292 (04MAY01). MM Yusupov et al.; p. 883-896 et JM Ogle et al.; p. 897-902. Le premier décrit la structure à une résolution de 5,5 Å du ribosome complet 70S de Thermus thermophilus avec un messager et les tARNs en place aux sites A, P et E. Le fait notable est que les ARNs ribosomaux sont placés au centre de la structure et les protéines à la périphérie soulignant le rôle essentiel des ARNs ribosomaux dans la traduction. 

Le second décrit la structure de la sous-unité 30S, également complexée avec le messager et le tARN inséré dans le site A à une résolution allant de 3,1 à 3,3 Å. ###

**********************

11 La F1-ATPase est un moteur moléculaire bien caractérisé du point de vue de sa structure. La sous unité centrale  joue le rôle de rotor tournant au sein du stator composé des sous-unités 3ß3. En présence de faibles concentrations d'ATP le moteur est un moteur pas à pas tournant d'un tiers de tour à chaque hydrolyse d'un ATP sur l'une des trois sous-unités ß (donc un tour pour les trois hydrolyses). Des chercheurs japonais viennent de montrer que chaque pas est décomposé en deux pas élémentaires de 90 et 30°, chacun en une fraction de milliseconde. Le premier est lié à la fixation de l'ATP et le second à la libération des produits de son hydrolyse. Ces deux pas élémentaires sont séparés par deux réactions durant environ 1ms qui comprennent l'essentiel de l'hydrolyse de l'ATP. A fortes concentrations d'ATP le moteur tourne à sa vitesse de croisière de 130t/sec.
**********************

Les Productions Végétales 

Les gènes et les génomes ###
14 Parmi les tARNS mitochondriaux des plantes, certains sont codés par le noyau et d'autres par la mitochondrie. Il n'existe qu'une seule sorte de chacun dans la mitochondrie, sauf dans le cas du tARNgly dont un lot nucléaire et un lot mitochondrial coexistent dans la mitochondrie des dicotylédones.   

Deux glycyl-tRNA synthétases codées par le noyau sont importées dans la mitochondrie d'Arabidopsis thaliana et de Phaseolus vulgaris. La première, GlyRS-1, est une synthétase de type eucaryote, tandis que la deuxième, GlyRS-2, est de type procaryote. GlyRS-1 est à ciblage mitochondrial et cytosolique, tandis que GlyRS-2 est à ciblage mitochondrial et chloroplastique. Ce qui est curieux, c'est que GlyRS-1 bien qu'importée dans la mitochondrie n'y est pas fonctionnelle, tandis que GlyRS-2 intervient sur les deux tARNgly. AM Duchêne et al.; Journal of Biological Chemistry 276 (04MAY01) 15275-15283.
**********************

15 La jugulation de la tendance spontanée des transposons à vadrouiller fait partie de mécanismes plus généraux de modifications "épigénétiques" du génome. La méthylation des séquences est un de ces mécanismes de répression réversible. Des défauts dans ce mécanisme introduisent facilement un désordre génétique. La mutation utilisée dans deux articles récents (A Miura et al. Nature 411 (10MAY01) 212-214 et T Singer et al.; Genes & Development 15, 5 (01MAR01) 591-602)pour révéler le rôle de cette modification, est ddm1 (decrease in DNA methylation 1) d'Arabidopsis. 

Le premier article analyse des mutants à morphologie anormale porteurs de la mutation ddm1. Ces anomalies sont dues à la transposition d'un élément de la famille CACTA (ce nom est lié aux répétitions terminales). D'autres transposons sont également activés. Le second article s'intéresse aux transposons de type Mutator dont 22 sont dispersés dans le génome d'Arabidopsis. Au moins l'un d'entre eux est activé chez les mutants ddm1.

On avait déja signalé que la mobilité du rétrotransposon du tabac Tto1 ainsi que du rétrotransposon endogène Tar17 était permise chez ces mutants (voir le bulletin de Mai 2000. Le malheur est qu'on ne connait pas bien la fonction de la protéine. Voir également le commentaire de DE Symer et al.; Nature 411 (10MAY01) 146-149. ###

**********************

La Transformation des Plantes

16 On trouvera dans B Hohn et al.; Current Opinion in Biotechnology 12 (APR01) 139-143 une revue sur les techniques de sélection positive après transformation ainsi que sur les techniques d'excision des marqueurs indésirables. On y retrouvera une partie des analyses des Bulletins de Mai, Juillet et Septembre 2000 sur le sujet, et notamment plus de détails sur les techniques de Danisco utilisant la ß-glucuronidase d'Escherichia coli comme gène sélecteur et un glucuronide de la cytokinine benzyladenine comme agent de sélection. L'enzyme libère et active la cytokinine. D'autres chercheurs de Danisco ont également utilisé la xylose isomérase de Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes pour sélectionner les cellules recombinantes sur D-xylose. Les chercheurs de Danisco, ainsi que ceux de Novartis Seeds ont utilisé avec succès le gène pmi de la phosphomannose isomérase d'E.coli comme gène de sélection et le mannose comme agent de sélection (Technique Positech™). L'accumulation de mannose-6-phosphate inhibe, en effet,  fortement les cellules normales qui sont dépourvues de l'enzyme.
**********************

17 La modification ciblée des gènes serait un outil précieux, d'autant que, oh paradoxe, aucune des réglementations contre les OGMs ne devrait s'appliquer, car aucun ADN étranger n'est introduit. Il faudrait, sinon, éliminer toutes les variétés issues de mutagenèse. Il n'existe cependant pas de méthode universelle, et à haut débit permettant, en outre de discriminer parmi les membres d'une famille de gènes. C'est l'objet des techniques utilisant les chimères ARN/ADN. Voir le Bulletin de Novembre 1999 pour une première analyse. 

Des chercheurs de Pioneer Hi-Bred avait, ainsi, rendu insensible l'acétohydroxyacide synthase du maïs aux imidazolinones, tandis que ceux de la Samuel Roberts Noble Foundation utilisaient la même technique pour l'acétolactate synthase du tabac, dont ils ont modifié le codon de la proline 196 pour la rendre insensible aux sulfonylurées. 

Bien qu'élevée par rapport à la fréquence observée spontanément pour une recombinaison homologue chez les plantes, elle reste faible et il est difficile de l'envisager pour des caractères non sélectionnables, ou pour ceux qui ne sont pas accessibles à un criblage à haut débit. Il est pensable de procéder, dans ce cas, à une double transformaétion par un gène de sélection et le transgène à conserver, quitte à éliminer, ensuite, le marqueur. (TJ Oh et al.; Current Opinion in Biotechnology 12 (APR01)169-172)
Des méthodes in-vitro ont été utilisées pour essayer d'abord d'analyser le mécanisme et ensuite d'améliorer le ciblage (MC Rice et al.; Plant Physiology 123 (JUN00) 427-438) et un modèle du mécanisme intervenant a été décrit par HB Gamper et al.; Biochemistry 39 (16MAY00) 5808-5816 et HB Gamper et al.; 39 (12DEC00) 15272-15281.
La revue de TJ Oh envisage brièvement les limites des autres modifications basées sur l'homologie. La seule exception à la règle d'une faible efficacité est celle de la mousse (donc essentiellement haploïde) Physcomitrella patens chez qui un ciblage de plus de 90% a été observé. 

**********************

18 Parmi 60 plantes cultivées, seules 11 n'ont pas de parents proches dans leur voisinage immédiat. Tout le reste a quelque part dans le monde des plante sauvages apparentées auxquelles la transmission de transgènes est possible.  La pollution génétique est maintenant un fait admis, et si les firmes alimentaires demandent une ségrégation, l'exemple du Liberty Link indique, qu'intentionnellement ou pas, des contaminations des récoltes par des graines transgéniques ont eu lieu, certes, mais les contaminations non intentionnelles auront sûrement lieu et ne seront probablement détectées que beaucoup plus tard. Ceci a eu un effet immédiat sur les productions "biologiques" (organic) canadiennes. Deux lois sont en préparation aux Etats-Unis pour protéger ces producteurs de pollutions génétiques éventuelles.

On trouvera dans H Daniell et al.; Current Genetics 39 (MAR01) 109-116, et AJE van Bel et al.; Current Opinion in Biotechnology 12 (APR01) 144-149 deux revues sur l'utilisation de la transformation du chloroplaste. 

Une étude récente a montré que l'expression de la -endotoxine cry2Aa2 dans des chloroplastes des feuilles est certes très forte (45% des protéines solubles de la feuille, soit 20 à 30 fois plus que dans des transformants nucléaires), mais nulle dans le pollen correspondant (voir les histoires du Monarch). B De Cosa et al.; Nature Biotechnology 19 (JAN01) 71-74. 

La transformation du génome chloroplastique utilise la recombinaison homologue (comme pour la transformation bactérienne), ce qui est un atoût que n'a pas, pour l'instant, la transformation nucléaire. 

Les techniques actuelles utilisent une sélection par antibiotique. Il est cependant possible, comme le montrent les deux revues de se passer de ce type de sélection. 

La bétaïne aldéhyde déshydrogénase de l'épinard a été utilisée comme marqueur de sélection. Cette enzyme n'est présente que dans les chloroplastes et intervient dans l'adaptation à un milieu sec ou salé de certaines plantes. La sélection implique la détoxication du bétaïne aldéhyde en glycine bétaïne. 

Il ne faut pas oublier toutes les études qui cherchent à établir les fonctions des gènes chloroplastiques par inactivation. Ces dernières sont, sont cependant,  souvent léthales comme cela a été montré dans le cas des gros ORFS ycf1, ycf2 . On a également montré, de cette façon, que le chloroplaste ne soufffre, curieusement, que modérément d'une inactivation des gènes rpoA, B et C1 de l'ARN polymérase. L'appareil photosynthétique a également été analysé de cette façon.
Un problème intéressant soulevé par ces études est celui de l'intercommunication entre chloroplastes. En effet la transformation d'un chloroplaste parait pouvoir donner lieu à une distribution du produit hétérologue dans les chloroplastes. 
**********************

L'expression génique
19 BASF a breveté sous l'US Patent 6 229 067  (08MAY01) des promoteurs spécifiques de feuilles découverts par U Sonnewald. C'est une extension des brevets allemand 196 44 478 du 25OCT96 et mondial WO98/18940 du 07MAY98.
**********************
20 Pioneer Hi-Bred International a breveté sous l'US Patent 6 225 529 (01MAY01) des promoteurs spécifiques de graines. Ils dérivent du promoteur de divers promoteurs comme ceux des gènes Cim1 (Cytokinin-induced message), du gène cZ19B1 (de la zéine 19 kDa du maïs) ou du gènes mi1ps (myo-inositol-1-phosphate synthase).
**********************

Un isolateur du gène Ars de l'arylsulfatase de l'oursin Hemicentrotus pulcherrimus supprime les fluctuation d'expression  de transgènes dans des cellules BY2 de tabac en culture. S. Nagaya  et al.; Molecular & General Genomics 265 (MAY01) 405-413. Le brevet américain correspondant, US Patent 6 229 070 (08MAY01), est paru simultanément avec les mêmes signataires de l'Université de Nara.

**********************

21 On utilise souvent le gène révélateur Gus de la ß-glucuronidase (contenant un intron) pour l'analyse de l'efficacité des promoteurs et de l'épissage. On a, parfois, des surprises. C'est ce qui est arrivé pour l'expression du gène ST-LS1 et celui de la légumine du pois où l'épissage ne se fait pas au bon endroit, mais à un site cryptique, 4 nucléotides en amont. Environ 40% des transcrits utilisent ce site chez des protoplastes de tabac (qui sont toujours un peu originaux), nettement moins dans les feuilles. Ceci diminue donc l'efficacité de l'expression et il faut éliminer ce site pour récupérer une pleine efficacité. AFM Ibrahim et al.; Molecular & General Genomics 265 (MAY01) 455-460.
**********************

La Reproduction

22 L'Université de Californie a breveté l'utilisation du gène FIE (FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSPERM) pour réguler le développement de l'albumen, sous l'US Patent 6 229 064  (08MAY01).### 
**********************

Le Développement
23 On sait que les plantes sont capables de mesurer la concentration en CO2 et de gérer en conséquence l'ouverture des stomates, mais aussi leur prolifération. On vient de montrer que ce signal est perçu par les feuilles adultes, mais pas par les feuilles en formation, et que les premières font parvenir un signal aux secondes, induisant ainsi la différenciation des stomates. JA Lake et al.; Nature 411 (10MAY01) 154.
**********************

24 Le gène COBRA (COB) d'Arabidopsis code une protéine ancrée dans la membrane plasmique par du glycosylphosphatidylinositol. Elle commande l'expansion orientée des cellules. Elle intervient donc la morphogenèse de la plante et particulièrement dans l'élongation de la racine. L'ancrage lipidique de ce type de protéines confère  usuellement une localisation polarisée. Ici dans les parois latérales. G Schindelman et al.; Genes & Development 15 (01MAY01) 1115-1127.

**********************

La Physiologie des Plantes ###
25 Les gènes CONSTANS (CO), LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), GIGANTEA (GI), FLOWERING LOCUS T (FT) et du récepteur de  lumière bleue CRYPTOCHROME 2 (CRY2, alias FHA) sont impliqués dans la voie de floraison en jours longs. La voie autonome (sans influence de la durée du jour) fait intervenir FCA et LUMINIDEPENDENS. 

L'horloge circadienne est également impliquée. LHY, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1), GI, EARLY FLOWERING 3 (ELF3), TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1), ZEITLUPE (ZTL) et FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat, F box) modulent les rythmes circadiens, mais également la période de floraison. CO semble, en effet, agir en conjonction avec LHY et GI.

Le gène CO d'Arabidopsis relie effectivement l'horloge circadienne à la floraison. Son produit est un facteur de transcription qui accélère la floraison en réponse aux jours longs. Il commande l'expression du gène FLOWERING LOCUS T (FT). Son activité est modulée à la fois par la longueur du jour et l'horloge circadienne. P Suarez-Lopez et al.; Nature 410 (26APR01) 1116-1120.

Le Salk Institute for Biological Studies a breveté, avec Detlef Weigel, sous l'US Patent 6 225 530 (01MAY01), l'utilisation de ce gène FLOWERING LOCUS T (FT) pour moduler le développement des fleurs par rapport à la photopériode.
**********************
27 BASF a breveté la séquence du gène d'un translocateur 2-oxoglutarate contre malate chloroplastique issu de l'épinard. US Patent 6 225 526 (01MAY01).

Ce système de transport de squelettes carbonés intervient dans l'assimilation de l'azote à partir des nitrates, et la récupération de l'azote assimilé. Son expression permet de moduler la photorespiration. Le brevet couvre également la détection d'autres transporteurs de ce type par homologie, ainsi que son utilisation comme cible pour des herbicides. ###
**********************
28 Des chercheurs de l'Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung de Gatersleben ainsi que de Sungene (firme issue de ce laboratoire) ont publié une revue sur les problèmes de nutrition minérale des plantes. R Hell et al.; Current Opinion in Biotechnology 12 (APR01) 161-168. ###. Elle tourne évidemment autour de la réduction des besoins en engrais minéraux par une amélioration de leur utilisation, mais les mécanismes impliqués sont particulièrement compliqués, surtout du fait des interactions entre les voies de transport et d'assimilation des différents ions nécessaires à la plante. 

L'optimisation de l'utilisation de ces engrais n'a guère été prise en compte par les sélectionneurs jusqu'à présent, ce qui a entraîné la nécessité de ces apports relativement massifs que l'on cherche à réduire, mais qu'il faut compléter maintenant que certaines pollutions ont cessé de compenser les carences (voir le soufre).

Chacune des étapes de l'assimilation de l'azote est la cible finale de plusieurs voies de transduction de signaux intégrant les stimuli externes et les conditions physiologiques de la plante. 

Plusieurs systèmes de transport pour les existent dans les couches externes des racines. Un système à faible affinité fonctionne au dessus de ~0,25 mM. Le transporteur, codé par CHL1 chez Arabidopsis, est à haute affinité mais participe également à un système à faible affinité inductible par le nitrate, mais on ne connaît pas bien son rôle. Ces systèmes sont en général à haut débit même en présence de beaucoup d'azote. La combinaison des apports de nitrate et d'ammoniaque dépend des plantes, mais les deux sont nécessaires pour une croissance optimale. 

Une corrélation avec la production carbonée n'est pas inattendue. De faibles niveaux de sucres répriment l'expression de la NR, même en présence de niveaux inductifs de nitrates. Une répression est également observée en carence de sulfates. Mais par quels mécanismes ? L'expression de la glutamine synthétase chloroplastique d'Arabidopsis est en effet régulée de façon opposée par le saccharose et les acides aminés. Il existe, par ailleurs, une interaction entre les voies "nitrates " et "phosphates" qui se manifeste par une compensation des croissances relatives entre tiges et racines. On a utilisé des microréseaux pour analyser l'expression de l'ensemble des gènes induits en carence d'azote (R Wang et al.; Plant Cell 12 (AUG00) 1491-1510) en utilisant des ESTs (Expressed Sequence Tags) d'Arabidopsis comme sondes. 
Il existe un capteur racinaire extracellulaire de nitrates chez le tabac et il signale probablement la présence de nitrate par formation de NO. Il est composé d'une NR pariétale, mais liée à la membrane plasmique, et d'une nitrite:NO oxydoréductase. Parmi les autres acteurs potentiels, il y a plusieurs protéines 14-3-3 (dont je rappelle que c'est un numéro dans un inventaire de protéines du cerveau) dont on connaît l'intervention dans de nombreuses régulations.

Le phosphate inorganique est le plus souvent limitant, car présent dans les sols sous des formes non solubles, la forme soluble ne dépassant que rarement 10 µM. La plante doit maintenir des niveaux millimolaires et plusieurs transporteurs ont été clonés. La surexpession d'un transporteur à haute affinité comme PTH1 améliore le statut de la plante en limitation de phosphate inorganique. Un élément de signalisation impliqué dans la voie du phosphate a été identifié chez Chlamydomonas, puis retrouvé sous forme d'EST chez Arabidopsis. On sait, par ailleurs et depuis longtemps, que la présence de mycorrhizes facilite le pompage du phosphate. 

En ce qui concerne le soufre, on ne connait que très peu de choses. L'attention a été attirée lorsque les plantes cultivées à haut rendement ont commencé à montrer des carences en soufre que les pluies acides d'origine industrielle (que l'on cherche à réduire) n'arrivaient plus à compenser. Tous les engrais actuellement commercialisés contiennent des proportions croissantes de soufre, même pour des plantes peu exigeantes comme le blé ou la pomme de terre. 

Il existe un système original de pompage et d'assimilation du soufre chez les plantes, mais on ne connait pas de capteurs dédiés. L'assimilation est liée à l'activité de l'adénosine-5'-phosphosulfate réductase (APR) et du complexe de la cystéine synthase. La cystéine distribue ensuite le soufre dans la cellule, et la glutathione et S-méthylméthionine dans la plante. La glutathione  joue également un rôle de signalisation du statut du soufre dans le système, mais son rôle dans la régulation du système, ainsi que celui de la méthionine est encore controversé. Un des problèmes est que l'ion soufre, une fois stocké dans la vacuole, devient peu accessible.

Des transporteurs de sulfates ont été caractérisés et clonés à partir de plusieurs plantes. Là encore la gamme des concentrations dans le sol est couverte par des transporteurs à haute et faible affinité.

**********************

Les Symbioses ###
30 Des bactéries fixant l'azote sur la banane et l'ananas ont été caractérisées par la même technique. Il s'agit d'Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Burkholderia brasilensis et Burkholderia tropicalis plus d'autres bactéries des groupes  et ß des protéobactéries. L Magalhães Cruz et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY01) 2375-2379 (il s'agit du groupe de Johanna Döbereiner).
**********************

31 On a étudié, par ailleurs, des lignées de Bradyrhizobium colonisant diverses Légumineuses tropicales de l'îlot laboratoire de Barro Colorado à Panama. MA Parker; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY01) 2076-2082. Les mêmes souches sont associées avec plusieurs papillionacées, ce qui suggère que ce sont des souches à faible spécificité d'hôte. L'une des souches résulte d'une recombinaison entre un B.japonicum et B.elkani.
**********************

32 L'îlot de symbiose de la souche R7A de Mesorhizobium est un élément de 500 kb conférant la capacité de symbiose à des souches qui n'en sont pas capables chez Lotus corniculatus. Il est inséré dans le tARNphe qui est reconstitué à gauche de l'insertion. Les quatre espèces non symbiotiques caractérisées sont auxotrophes (incapables de synthétiser) pour thiamine et biotine et trois sont auxotrophes pour le nicotinate. Toutes les souches symbiotiques sont prototrophes (capables de synthétiser) pour les trois vitamines. Des chercheurs néo-zélandais ont caractérisé une région de 13,2 kb qui est responsable de la synthèse du nicotinate et de la biotine. Mais l'analyse est décevante, car cette capacité n'est en réalité pas impliquée dans la symbiose. JT Sullivan et al.; Microbiology 147 (MAY01) 1315-1322.
**********************

Les Pathogènes des Plantes et les Mécanismes de Défense
33 Rp1 est un locus du maïs de résistance à la rouille commune Puccinia sorghi particulièrement complexe. Il résulte, en effet, d'appariements multiples au cours d'un processus de recombinaison, donnant de multiples phénotypes, dont des changements de spécificité et des lésions mimant la défense contre un pathogène en son absence. 

L'haplotype (une des ses formes) HRp1-D comporte Rp1-D et huit paralogues (duplications chez la même plante), dont sept codent des protéines NBS-LRR (nucleotide binding site-leucine rich) du même type que Rp1-D, relativement polymorphes, surtout dans le domaine C-terminal. Ce polymorphisme est lié à l'existence de recombinaisons entre les divers paralogues. Le huitième est tronqué et a perdu ses LRR et il est donc non fonctionnel. On trouve même un gène codant une protéine recombinée avec les LRR de Rp1–D associées à une partie N-terminale d'un autre homologue de Rp1-D. Il est cependant moins efficace. Q Sun et al.; Genetics 158 (MAY01) 423-438.###
**********************

34 Les séquences des gènes de résistance Cf-4 et Cf-5 de la tomate à Cladosporium fulvum viennent d'être brevetées sous les US Patent 6 225527 et -532 (01MAY01) par Plant Bioscience de Norwich à la suite des brevets britanniques 9509575 (05NOV95) et 9619924 (24SEP96). Cf4 et Cf-9présentent de nombreuses homologies.
**********************

35 Kirin Beer a breveté un récepteur d'éliciteurs glucaniques de champignons phytopathogènes sous l'US Patent 6 225 531 (01MAY01). Il fait suite aux brevets japonais 6-136100 (17JUN94) et 7-347823 (15DEC95).
**********************

36 Un brevet, l'US Patent 6 229 065 (08MAY01), déposé en 1995 par Rhône-Poulenc Agrochimie, maintenant intégré dans Aventis CropSciences (et voué à l'être dieu sait où), couvrant une résistance à Sclerotinia sclerotiorum par expression d'une oxalate oxydase vient d'être octroyé . Il correspond au brevet français 91 02874 (05MAR91).
**********************

37 Les laccases sont souvent produites par les champignons lors d'une interaction avec un autre organisme. C'est le cas dans une interaction entre le champignon phytopathogène Rhizoctonia solani avec des Pseudomonas fluorescens antagonistes. Il faut qu'ils produisent les métabolites antifongiques pour que l'effet soit observé. De nombreux composés chimiques ont le même effet. Ils sont cités dans l'article de JD Crowe et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY01) 2088-2094. L'induction de laccases semble liée à une réaction heat-shock ou via le calcium. Les inductions par les métaux lourds et le cAMP sont également impliquées dans la sclérotisation du champignon.

**********************

38 On trouvera dans A Vivian et al.; Microbiology 147 (APR01) 763-780, une revue sur le rôle des plasmides dans la pathogénicité des bactéries phytopathogènes. Elle est centrée sur le plasmides de Burkholderia, Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, Ralstonia et Xanthomonas, ce qui est pas mal, mais délaisse Agrobacterium. Elle analyse le production de toxines et d'hormones végétales, ainsi que la résistance aux bactéricides. Les données sont quand même bien réduites.

**********************

39 La spécificité d'hôte des Pseudomonas et Xanthomonas repose, en général, sur la reconnaissance d'une molécule (Avr) chez une race particulière de la bactérie par un "récepteur" spécifique R de la plante  (résistance gène pour gène). Cette reconnaissance donne lieu à une réponse de type "terre brûlée" appelée réaction hypersensible (HR). 

Plus de 50 gènes avr sont connus. Il ne correspondent généralement à rien d'homologue dans les banques de données génétiques ce qui handicape l'identification de leur fonction. Ces gènes de Pseudomonas syringae sont cependant caractérisés par une proportion de G+C anormale par rapport à celle de la bactérie dans son ensemble. 

Le gène virPphA de P.syringae pv.phaseolicola, indispensable à la pleine pathogénicité sur le haricot apporte quelques lumières sur le mécanisme d'action. Ce gène fonctionne comme un gène avr chez le soja, tandis que sa variante avrPphF présente plusieurs fonctions effectrices sur différentes plantes hôtes. Il est vraisemblable que ce sont les produits des gènes de virulence qui sont reconnus, et présentent alors le phénotype d'avirulence chez les plantes qui ne sont pas des hôtes normaux. On devrait donc retrouver parmi les gènes de virulence des gènes avr (et vice-versa). 

Le contexte de ces gènes est intéressant, car on sait depuis longtemps que les gènes avrB et avrC de P.syringae pv.glycinea sont flanqués par des séquences répétées. Ceci a fait penser à une origine mobile de ces séquences. La distribution de certains gènes avr n'est pas aléatoire et qu'ils sont logés dans des îlots de pathogénicité qui, eux, sont clairement des éléments mobiles. 

Chez P.syringae pv.pisi, avrPpiA1 est porté par une séquence de 8,5 kb sur le chromosome de la race 2, mais est absent de chez la race 4B. Dans cette séquence les gènes rulAB permettent une tolérance aux UV qui sont largement répandus chez les plasmides de la famille pPT23A. Ce sont des homologues des gènes umuDC de réparation des mutations d'E.coli. Ils sont bien utiles à des bactéries de la phyllosphère, exposées au rayonnement solaire. Dans la race 2 le gène rulB est malheureusement interrompu par une insertion de 4,5 kb, mais celle-ci comporte avrPpiA1 et un ORF d'une transposase potentielle.

avrPpiA1 de la race 2 souche 203 correspond au gène de résistance R2, et avrPpiB1 de la race 3A souche 870A correspond au gène de résistance R3. Il existe des homologues d'avrPpiA1 chez les races 5 et 7, et des homologues d'avrPpiB1 chez les races 1 et 7. On vient de montrer que les régions flanquant ces gènes sont conservées et sont présentes ailleurs dans le génome où elles flanquent des gènes avr insoupçonnés. DL Arnold et al.; Microbiology 147 (MAY01) 1171-1182.
**********************

40 La bactérie gram- Xylella fastidiosa affecte de nombreuses cultures (Citrus, vigne et caféÏer par exemple). L'établissement de sa séquence complète est une des gloires de la recherche brésilienne, et elle l'exploite à présent. La souche causant la chlorose avec variégation des Citrus (CVC) représente une maladie grave des agrumes dans ce pays. Des chercheurs de São Paolo et du groupe de JM Bové à Bordeaux ont monté un plasmide contenant oriC de la bactérie pour en assurer une transformation stable. PB Monteiro et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY012) 2263-2269.
**********************

41 L'Université de Floride a breveté sous l'US Patent  6 232 528 (15MAY01) le montage d'une résistance de la vigne contre Xylella fastidiosa basée sur l'expression transgénique des peptides lytiques cécropine B et Shiva-1. Ce dernier est un peptide synthétique basé sur les séquences connues de peptides bactéricides qui a été développé, au départ, contre les protozoaires parasites

La variété essentiellement visée est la "Thompson Seedless" qui est la variété la plus cultivée en Californie (environ 130 000 hectares) et dans tous les Etats-Unis. Si on désire introduire par la sélection classique toutes les résistances nécessaires, une vie entière de sélectionneur est largement insuffisante, et la transgenèse est une des voies supposées rapides d'obtention de telles variétés (si les clients les acceptent).

**********************

42 Des chercheurs japonais montrent que la partie C-terminale de la protéine de capside du Brome mosaic virus intervient dans la régulation de la mobilisation du virus entre cellules et à longue distance dans la plante, et ceci dans deux plantes différentes (orge et Nicotiana benthamiana). Y Okinaka et al.; Journal of Virology 75, 11 (JUN01) 5385-5390.
La protéine de mobilisation du virus X de la pomme de terre a également besoin de plusieurs fonctions de la protéine de capside. C'est ce qu'ont montré des chercheurs russes du Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology de Moscou. O Fedorkin  et al.; Journal of General Virology 82 (FEB01) 449-458.

**********************

44 Le Panicum mosaic virus (PMV) est un virus à ARN (Tombusviridae ) qui permet la réplication de deux virus satellites différents chez les graminées. Ces deux virus défectifs sont un ARN satellite sans aucune séquence codante (satRNA) et qui est encapsidé par le satellite panicum mosaic virus (SPMV de 824-nucléotides) qui code sa propre capside avec sa protéine de 17,5 kDa mais doit sa réplication au génome du PMV. SPMV renforce la dissémination du PMV dans la plante et son accumulation. Sa protéine de capside renforce également la pathogénicité du PMV qui est normalement assez bénin. 

Ce complexe est associé à des ARNs défectifs interférants (SPMV DIs) qui sont des formes tronquées empêchant la réplication du SPMV, sans affecter satRNA. Ils ont perdu la séquence codante. On a donc un complexe viral à quatre composants.

Les SPMV DIs s'accumulent lors d'infections mixtes PMV+SPMV du mil. Elles freinent l'accumulation du SPMV et stimulent légèrement l'accumulation du PMV. WP Qiu et al.; Journal of Virology 75, 11 (JUN01) 5429-5432.
**********************

45 L'expression d'une 9 désaturase de levure permettant de modifier la résistance des plantes aux champignons, bactéries et même virus a été brevetée sous l'US Patent 6 225 528 (01MAY01)  de Rutgers, State University of New Jersey. Elle permet d'accroître la quantité d'acides gras 16:1, 16:2 et 18:1 dans le cytosol.
**********************

47 Un commentaire de J Whitfield; Nature 410 (12APR01) 736-737, porte sur les signaux volatiles émis sous l'action du jasmonate par les plantes attaquées par des herbivores et attirant les parasitoïdes de ces prédateurs (voir, notamment, L Mattiacci et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 92 (MAR95) 2036-2040 et JS Thaler; Nature 399 (17JUN99) 686-688 cité dans le Bulletin d'Août 1999).

La technique n'est pas encore au point, mais pourrait aider à juguler les premiers stades de l'infestation. Cette capacité a été, dans certains cas, fortement diminuée par la sélection pour d'autres critères. On peut la décupler à partir de cotons sauvages, mais on peut également la développer par ingéniérie génétique. 
L'ICIPE (International Centre of Insect Physiology and Ecology) de Nairobi propose, par ailleurs, de planter en bordure des champs de maïs et de sorgho infestés par des foreuses de tige, des plantes attirant, à la fois, les herbivores et leurs parasitoïdes. Les résultats annoncés au champ font état d'une réduction de 80% des infestations par les foreuses.

**********************

Les Plantes recombinantes
48 Le numéro d'Avril de Current Opinion in Biotechnology 12 (APR01), couvre, comme d'habitude, les biotechnologies végétales. Ce numéro comporte trois groupes de revues portant sur les acquis récents. Le premier traite de la découverte des fonctions de gènes identifiés dans les séquences maintenant complètes, notamment celle d'Arabidopsis. Le second est celui de l'amélioration des techniques pour obtenir des plantes modifiées génétiquement correspondant aux exigences actuelles de sécurité. Le dernier traite de l'ingéniérie des voies métaboliques. 

Y Cho et al.; p.126-130 décrivent de nouvelles techniques expérimentales permettant de prévoir prédire l'existence de gènes. Des méthodes d'analyse des transcrits dites multiparallèles ont été développées. Mais le fait qu'elles traitent les transcrits entraîne le risque inhérent qui est que l'abondance des messagers ne donne pas forcément une idée précise de la quantité de protéine produite. Il néglige d'autre part le fait que les modifications post-transcriptionnelles sont parfois décisives pour l'activité. C'est pourquoi on cherche déséspéremment à développer des techniques d'analyse à haut débit des protéines elles-mêmes. Les nouvelles techniques de la protéomique, ainsi que les difficultés, sont discutées par M Rossignol; p.131-134. Mais on retrouve le même problème: l'activité in-vivo n'est pas parallèle à la quantité de protéine. En effet métabolites et signaux divers viennent la modifier pour ajuster le flux aux demandes cellulaires. C'est l'objet de l'article de RN Trethewey ; p.135-138.

La génération actuelle des plantes transgéniques commerciales est le fruit d'insertion de transgènes au hasard. TJ Oh et al.; p.169-172 discute des techniques de modification sites-spécifiques grâce aux chimères ARN-ADN (voir le paragraphe 17 de ce bulletin. L'élimination des marqueurs, souvent indispensable est traitée dans l'article de B Hohn et al.; p.139-143 (voir également le paragraphe 16).

La limitation du transfert des transgènes via le pollen est traitée dans AJE van Bel et al.; p.144-149 (voir également le paragraphe18).

WX Li et al.; p.150-154 traite du phénomène passionnant (mais ennuyeux sur le plan de l'amélioration des plantes par ingéniérie génétique) du "silencing".

Enfin deux articles traitent de la modification des voie métaboliques avec deux exemples : celle des flavonoïdes et des isoflavonoïdes avec G Forkmann et al.; p.155-160  et celui de l'assimilation de divers ions minéraux par les plantes avec (R Hell et al.; p.161-168 (voir le paragraphe 28 de ce Bulletin). 

**********************

49 La production des monomères de bioplastiques plutôt que le produit final polymérisé, quitte à polymériser par des procédés chimiques industriels, est abordée par DuPont. Il reste à empêcher l'effet toxique de l'accumulation des monomères.  Un gène d'Arabidopsis aurait été découvert qui joue ce rôle en conjugant les monomères. Industrial BioProcessing 23 (APR01).
**********************

50 Pioneer Hi-Bred International a breveté sous l'US Patent 6 229 071 (08MAY01) couvre la biodégradation de la fumonisine, une mycotoxine de Fusarium et d'autres champignons. Le problème est que si on y arrive, on n'aura aucun intérêt à soigner ses cultures pour éviter la production, et ce n'est donc pas un encouragement à cultiver et stocker proprement. ###

**********************

51 PlantGenix travaille dans la production de substances hétérologues chez les plantes. La firme utilise le système d'expulsion, par la pompe GS-X, des produits de détoxification des xénobiotiques par la cellule. La pompe est brevetée par l'University of Pennsylvania sous l'US Patent 6,166,290  (26DEC00) qui couvre le transport de S-conjugués de la glutathione. Industrial BioProcessing 23 (APR01). La pompe serai tutilisée pour prévenir la toxicité éventuelle de produits de transgénèse. 

**********************

52 La production d'huile de ricin est limitée par des aléas climatiques, et surtout par la toxicité de plusieurs sous-produits, notamment la ricine, mais aussi des substances allergènes. Des chercheurs de l'USDA à Albany ont déposé une demande de brevet américain sur la suppression de ces allergènes par ingéniérie génétique. Industrial BioProcessing 23 (MAR01). Encore faut-il que la plante puisse s'en pmasser
**********************

Les Insectes et leur Maîtrise

53 On trouvera dans C Zimmer; Science 292 (11MAY01) 1093-1095 une revue sur les stratégies des Wolbachia, qui sont probablement les bactéries infectieuses les plus communes, pour assurer leur survie.

**********************

55 La chenille de Manduca sexta reconnaît ses plantes préférées par le goût à la suite d'un apprentissage. Après éclosion elle s'attaque à de nombreuses plantes puis, progressivement, focalise ses déprédations. 

Elle est guidée par un glycoside stéroïdien, l'indioside D, présent dans les feuilles des Solanacées. Il suffit, à lui seul, à guider les chenilles. Il stimule des récepteurs du  goût particuliers. ML Del Campo et al.; Nature 411 (10MAY01) 186-189.

**********************

56 Les effets de l'herbicide glufosinate-ammonium sur trois insectes et deux acariens prédateurs de l'acarien Tetranychus urticae ont été publiés par des chercheurs coréens. YJ Ahn et al.; Journal of Economic Entomology 94 (FEB01) 157-161. L'herbicide pourrait donc avoir une utilisation plus globale dans une lutte intégrée.

**********************

58 Des chercheurs de l'Arizona ont étudié, au laboratoire, l'acquisition de la résistance de Pectinophora gossypiella à la -endotoxine Cry1Ac de Bacillus thuringiensis. On peut l'accroître de 100 fois par sélection. Ils ont ensuite croisé les papillons résistants avec des non résistants pour établir la nature génétique de la résistance. C'est une résistance autosomale. La dominance dépend de la concentration de Cry1Ac. Il y a codominance à faibles concentrations et  la mutation devient progressivement récessive au fur et à mesure de l'augmentation de la concentration. Tout ceci indique qu'une forte expression dans le coton est indispensable, et c'est probablement la faiblesse des cotons transgéniques de Monsanto qui a causé quelques ennuis à la firme ces dernières années. YB Liu et al.; Journal of Economic Entomology 94 (FEB01) 248-252.

**********************

60 L'effet des refuges dans une stratégie destinée à limiter l'apparition des résistances dans le cas de -endotoxines de Bacillus thuringiensis a été analysée sur des broccolis transgéniques pour une toxine Cry1Ac, face à Plutella xylostella. L'effet de la taille et des emplacements de ces refuges de plantes sensibles sur la fréquence des allèles de résistance a été analysé. Des refuges séparés semblent plus efficaces. JD Tang et al.; Journal of Economic Entomology 94 (FEB01) 240-247.
**********************

61 La lectine (agglutinine) de Galanthus nivalis (une Amarylidacée), spécifique du mannose, confère une résistance partielle de la pomme de terre aux aphides Myzus persicae et Aulacorthum solani (brevet mondial WO9304177 (04MAR93). Malheureusement elle est également active sur le parasitoïde des aphides Aphelinus abdominalis. Ces guêpes sont des endoparasites des pucerons, et sont donc exposées à la lectine ingérée. Le parasitoïde se débarrasse de l'essentiel par excrétion. L'effet toxique est donc limité à une taille réduite des parasitoïdes produits dans des pucerons exposés  à la lectine, mais le sex ratio est perturbé. 

On avait déja signalé que les pommes de terre transgéniques exprimant cette lectine, dépriment la reproduction des coccinelles (voir le Bulletin de Septembre 2000).
**********************

Les Biopesticides ###
62 Une étude génétique des populations du champignon insecticide Metarhizium anisopliae de l'Ontario démontre une association non aléatoire d'allèles dans deux sites distincts et isolés. L'ADN mitochondrial est, par contre, identique. Les groupes des forêts présentent une croissance à plus basse température (8°), tandis que ceux des sols agricoles continuent à proliférer à 37° et résistent aux UV, ce qui n' a rien d'inattendu. Mais cela n'a rien à voir avec la spécificité d'insecte qu'on croyait importante. 

Il semble s'agir d'espèces cryptiques liées à des habitats différents, ce qui devrait avoir des conséquences dans leur utilisation, et qui n'ont rien à voir avec l'insecte attaqué. MJ Bidochka et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAR01) 1335-1342.
**********************

63 Les nématodes insectivores sont des biopesticides intéressants. Ils sont aidés dans leur tâche par des bactéries comme des Xenorhabdus ou des Photorhabdus qui leur servent d'ouvre-boîte, car elles lysent l'insecte pour le plus grand bénéfice du nématode. La persistence de ces bactéries dans le sol ou dans l'eau est problématique, et leur survie est donc liée à celle du nématode. On est donc tenté de transférer leurs gènes insecticides si on veut les utiliser indépendamment du complexe nématode/bactérie. On a déjà caractérisé ceux de Photorhabdus luminescens.
 Les gènes correspondant à l'activité insecticide d'un Xenorhabdus nematophilus (la souche PMFI296) ont été séquencés et analysés. JAW Alun et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY01) 2062-2069. ###
**********************

Les Productions animales

Les génomes

67 Deux clones BAC (chromosomes bactériens artificiels) couvrant ~250 kb, et plus particulièrement l'intervalle où le locus Callipyge (clpg) ovin, ont été complètement séquencés et comparés avec l'orthologue humain. Le gène est localisé dans une zone subtélomérique du chromosome 18 et confère un phénotype d'hypertrophie musculaire des quartiers arrières. Il est exprimé à partir du premier mois de la vie et donne six transcrits soumis à l'empreinte parentale, trois sont exprimés à partir du chromosome paternel et les trois autres à partir du chromosome maternel.. C Charlier et al.; Genome Research 11 (MAY01) 850-862.  Le groupe de Georges à Liège, le Genoscope d'Evry et l'University of Utah sont impliqués dans cette opération. ###
**********************

70 On pense que la formation des chromosomes sexuels résultent d'un arrêt progressif des recombinaisons entre deux autosomes, suivie par la dégénérescence génétique (perte de gènes fonctionnels) de l'un d'entre eux. On sait que ce sont les femelles qui sont hétérogamétiques chez les oiseaux, avec les chromosomes sexuels Z et W, les mâles étant homogamétiques ZZ. La différenciation complète des chromosomes sexuels Z et W n'a probablement pas eu lieu avant la séparation des principales branches de l'arbre évolutif des oiseaux (fin Crétacé). L’arrêt de la recombinaison a eu lieu à différentes époques. Ainsi ce basculement a eu lieu il y a 13, 40 et 65 millions d'années chez la cigogne, le poulet, et l'oie respectivement. H Ellegren et al.; Genetics 158 (MAY01) 325-331. ###
**********************

71 L'origine des progéniteurs sauvages des races européennes de bovins (Bos taurus) a du être relativement limitée et se situer en Anatolie ou dans le Croissant fertile. Bos primigenius a , cependant, dû avoir une aire beaucoup plus vaste ,et on ne sait pas s'il a été domestiqué en Europe. L'analyse d'une région de l'ADN mitochondrial indique que si les races africaines sont clairement distinctes des races européennes, et entre elles, les races européennes sont étroitement regroupées. De plus elles sont proches d'une des trois groupes caractérisés au Moyen Orient. CS Troy et al.; Nature 410 (26APR01) 1088-1091.
**********************

La transformation des cellules animales 

71 La plupart des vecteurs rétroviraux sont, en général, des dérivés du virus de la leucémie murine (MLV) dépourvus de capacité de réplication. Les rétrovirus aviaires du groupe sarcome/leucose ont une capacité plus grande. Aucun cependant, ne permet l'infection de cellules mammaliennes. De nouveaux vecteurs rétroviraux aviaires, capables d'infecter ces cellules grâce à une substitution de la protéine d'enveloppe celle du MLV, viennent d'être montés. Les MLVs se distinguent par leur spectre de récepteurs. Les MLV écotropes ne reconnaissent que les récepteurs d'origine, c'est à dire murins. Les MLV amphotropes reconnaissent un spectre plus large de récepteurs (notamment humains). Le vecteur initial ne se répliquait pas bien dans des cellules de poulet. Une substitution spontanée Pro242Ileu dans la glycoprotéine d'enveloppe gp70 a ensuite permis une forte réplication du virus, mais il est alors pathogène pour les cellules infectées. Cette pathogénicité pour les cellules aviaires a été considérablement atténuée par sélection à partir des deux types de protéines, ampho- ou écotrope. Ils infectent les cellules de mammifères mais ne s’y pa, ce qui le rend théoriquement sûrs. EV Barsov et al.; Journal of Virology 75, 11 (JUN01) 4973-4983.
**********************

74 La réaction immunitaire contre les vecteurs adénoviraux est toujours mal comprise. On constate une différence d'expression des transgènes entre lignées de souris. Un ligand récemment caractérisé des récepteurs "lectin-like" de la famille NKG2 (CD94), H60, explique, au moins en partie ces différences. Les récepteurs NKG2 interagissent avec des composants atypiques du complexe d'histocompatibilité de classe I, HLA-E. Ces derniers sont exprimés à la surface des cellules normales à partir d'autres molécules de classe I. La reconnaissance des HLA-E permet donc aux cellules NK de surveiller indirectement la production de nombreuses molécules de classe I. Les cellules NK et les cellules T cytotoxiques CD8+ jouent donc un rôle dans l'élimination précoce des cellules transduites. YF Peng et al.; Journal of Virology 75, 10 (MAY01) 4540-4550.###
**********************

L'expression des gènes .###
76 La modulation de l'expression des gènes par récepteur des glucocorticoïdes (GR) fait intervenir des combinaisons de plusieurs mécanismes comme sa dimérisation, la structure de la chromatine, leur fixation sur des "DNA response elements" palindromiques (pour lesquels la dimérisation est importante), l'interaction avec des facteurs de transcription, des co-activateurs et des co-répresseurs et des modification de l'équilibre entre co-activateurs et co-répresseurs en présence du ligand. Ces modalités dépendent du gène et du contexte cellulaire. Les différents domaines du récepteur sont d'ailleurs inégalement mis en œuvre. La fixation du récepteur sur l'ADN est indispensable à l'activation, mais pas à la répression. 

L'effet du récepteur des glucocorticoïdes (GR) sur la transcription du gène de la ß-caséine est un exemple classique d'intervention d'un co-activateur,. Une analyse de cette interaction vient de paraître : W Doppler et al.; Molecular and Cellular Biology 21,9 (MAY01) 3266-3279. Elle montre que le niveau d'expression de GR est essentiel. Pour de faiblkes niveaux d’expression de GR plusieurs modifications du récepteur entraînent une absence de réponse avec STAT5. Ce n'est qu'à haut niveau d'expression que GR stimule l'activité de STAT5 en l'absence du domaine liant l'ADN et des séquences reconnues par GR en amont du gène de la ß-caséine. 

La fonction co-activatrice de GR n'est donc manifeste qu'à fortes concentrations..###
**********************

La Reproduction

77 Des chercheurs canadiens et brésiliens ont réussi à complètement remplacer le génome mitochondrial d'un veau obtenu par transfert nucléaire d'un noyau de zébu (Bos indicus) dans un ovocyte énucléé de Bos taurus. L'opération n'est pas facile car le développement ne dépasse généralement pas le stade blastocyste quand on effectue ce genre de transfert hétérologue. Dans le cas décrit, la parenté entre les deux animaux est proche. ###
**********************

Le Système Immunitaire ###
79 L'hypermutation somatique des gènes d'immunoglobuline qui accroit l'efficacité du système immunitaire en augmentant l'affinité pour les antigènes, est un jeu cellulaire amusant et pourtant fortement régulé. En effet, la cellule crée des cassures de l'ADN puis les répare avec un mécanisme faisant des erreurs. Il existe des points chauds de cassure présentant des séquences consensus. Q Kong et al.; Genetics 158 (MAY01) 369-378.
**********************

80 P Brown; Nature 410 (26APR01) 1018-1020 revient sur le système immunitaire inné. C'est une réponse inflammatoire précoce et peu spécifique qui a longtemps été considérée comme primitive et peu glorieuse. 

Comme l'a souligné ce bulletin (voir ceux de Novembre 2000, Mars et Avril de cette année par exemple), le sujet est maintenant à la mode. Ce système est en effet capable de reconnaître le type d'agresseur, bactéries, virus ou champignon. Sa réaction permet d'attendre la mise en route relativement lente du système immunitaire adaptatif. C'est lui qui se manifeste par divers symptomes classiques autour des plaies, ou lors des premiers stades d'une invasion virale (fièvre, etc…). 

Le fait que macrophage et cellules dendritiques sont impliqués est, en soi, indicateur d'une interaction entre ce système généraliste et le système adaptatif. 

Chaque type de TLR reconnaît les patrons moléculaires correspondant à divers pathogènes. Le premier récepteur TLR4 est activé par les lipopolysaccharides (LPS) comme ceux des Salmonelles. TLR2, lui, répond à un lipoarabinomannane (un glycolipide) des parois des mycobactéries. De plus on sait que les îlots CpG fréquents dans les ADNs bactériens et rares chez les mammifères, par exemple, sont reconnus par TLR9.

Ce commentaire a été induit par l'article de F Hayashi et al. Nature 410 (26APR01) 1099-1103, qui montre que TLR5 est activé par la flagelline de bactéries comme Listeria. 

Les TLRs ne sont pas les seules molécules intervenant dans ce système. C'est le cas de TREM-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells) des neutrophiles, récemment découvert par les chercheurs du Basel Institute for Immunology, qui est activé par les Pseudomonas et les Staphylocoques et ne fait pas intervenir NF-kB (A Bouchon et al.; Nature 410 (26APR01)1103-1107). ###
**********************

81 Les cellules NKs (Natural Killer) sont des lymphocytes distincts des cellules B et T par leur intervention dans l'immunité innnée et par l'absence de réarrangement des récepteurs d'antigènes. Ces cellules luttent contre les infections dès les stades précoces en répondant à des cytokines inflammatoires qui induisent la production d'interféron-
Le récepteur permettant leur activation, Ly-49H, est indispensable à la destruction du cytomégalovirus murin in vivo. Ly-49H exige un immunorécepteur transmembranaire contenant le motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) pour son expression et la transduction du signal. Les cellules NK utilisent donc des récepteurs ressemblant du point de vue fonctionnel aux récepteurs des cellules T et B de la fonction immune adaptative, pour assurer la fonction innée. MG Brown et al.; Science 292 (04MAY01) 934-937.
**********************

82 General Hospital Corporation a breveté, récemment, des cellules et souris transgéniques pour le gène Ikaros sous l'US Patent 6 172 278 (09JAN01). Voir le Bulletin de Février). Un deuxième brevet de la General Hospital Corporation, US Patent 6 228 611 (08MAY01), vient d'être octroyé, cette fois sur la séquence du gène. Je rappelle que c'est un gène essentiel dans la différenciation des cellules hématopoïétiques. Le brevet porte également sur son effet sur la différenciation précoce des cellules T, notamment l'induction du premier composant du récepteur, CD3, avant leur entrée dans le thymus.
**********************

Les Vaccins

84 L'US Patent 6 217 882 (17APR01) de l'University of Florida Research Foundation couvre l'utilisation comme vaccin du swinepox virus du porc. Il insiste sur un vaccin contre la maladie d'Aujezski, dont la séquence codant l'antigène neutralisant est insérée, classiquement, dans le gène de la thymidine kinase du virus.
**********************

85 Des vaccins basés sur l'antigène protecteur de la bactérie du charbon sont analysés par des chercheurs israéliens. Pour l'instant ils nécessitent de multiples injections, et un marqueur associé à une meilleure efficacité est nécessaire. Le taux d'anticorps neutralisants semble être suffisant comme marqueur d'efficacité avec plusieurs techniques d'immunisation classiques. Les immunoessais sont, par contre, trompeurs de ce point de vue quant au titre des anticorps. S Reuveny et al.; Infection & Immunity 69 (MAY01) 2888-2893.
**********************

Les Pathogène s### 

86 Le numéro de Science 292 (11MAY01) contient plusieurs revues et commentaires sur l'apport des séquences de microbes pathogènes au renouveau des recherches sur la pathogenèse. C Ash et al.; p.1089, font remarquer que ce qui est intéressant ce ne sont pas les microbes pris individuellement, mais les populations composites qui sont présentes dans un animal donné (l'homme dans leur esprit), et les perturbations de ces équilibres ainsi que leurs conséquences. En effet le séquençage des pathogènes qui se succèdent au premier plan de l'actualité donnent une vue biaisée des génomes bactériens (H Ochman et al.; p.1096-1099) du fait que les pathogènes ne constituent qu'une petite proportion du monde microbien. On veut bien les croire. Ils font remarquer que le passage à la pathogénicité est vraisemblablement un changement rapide entraînant, au départ, des populations clonales. 

AF Read et al.; p.1099-1102 soulignent que l'infection est un déséquilibre dans la flore qui implique une compétition que les actes médicaux viennent perturber, pas toujours dans le bon sens, avec l'intervention des antibiotiques, par exemple. Ces actes sont guidés par des postulats théoriques constamment démentis par les données expérimentales. .

E Baranowski et al.; p.1102-1105 s'intéressent aux génomes viraux et plus particulièrement au problème des risques viraux après xénotransplantation ou vaccination. Ils soulignent que de petites modifications, tout particulièrement dans la reconnaissance de récepteurs, entraînent parfois des changements importants dans la distribution d'un virus dans l'hôte et donc sur la pathogénicité, le spectre d'hôte, le ciblage dans le génome et l'adaptation du virus à son hôte. Les entrées alternatives dans un même type cellulaire ont été décrites, et elles correspondent à l'origine évolutive de ces agents.

J Overbaugh et al.; p.1106-1109 font remarquer que si la transcriptase réverse des rétrovirus est connue pour accumuler les erreurs et mutations chez ces virus, ses effets diffèrent beaucoup entre les divers rétrovirus. Ce n'est certainement pas cette variabilité qui est limitante, mais les pressions de sélection sur ces variants qui doivent être étudiées. Les auteurs suggèrent que deux facteurs de sélection sont importants : la réponse immune évidemment, et la rareté des cellules sensibles. Ils illustrent leur propos par plusieurs cas d'infections oncogènes ou pas. Une remarque intéressante est que les virus qui ne s'adapte pas rapidement sont usuellement des généralistes sur le plan écologique. Ceci est confirmé par ME Woolhouse et al.; p.1109-1112, qui soulignent que rien n'explique pourquoi les avantages sélectifs rationnels d'une spécialisation sont en réalité largement compensés par ceux du généralisme. Parmi les facteurs favorisant le généralisme, il y a, évidemment, la diversité génétique offrant des opportunités nouvelles (particulièrement vrai chez les virus à ARN). Cette stratégie a des conséquences sur l'évolution de la virulence, ce qui la rend difficile à prévoir. Le dogme selon lequel une épidémie tend à s'atténuer par diminution de la virulence ce qui est dans l'intérêt de l'agresseur (ne pas complètement détruire la population sensible), pouvant être pris en défaut si un hôte alternatif est disponible. 

La microflore intestinale est extraordinairement abondante et variée et pourtant les réponses inflammatoires sont rares. BR Levin et al.; p.1112-1115 étudient la réponse immunitaire et montre comment cette réponse est limitée. Ils comparent cette réaction aux interaction proie/prédateur (voir également la revue de VJ MacCracken et al.; Cellular Microbiology 3 (JAN01) 1-11  analysé dans le Bulletin d'Avril). LV Hooper et al.; p.1115-1118, soulignent que la génomique devrait permettre de mieux comprendre les relations entre les composants de la flore intestinale commensale, voire symbiotique. Je les trouve optimistes vu la complexité du système. Enfin JB Russell et al.; p.1119-1122, consacrent leurs commentaires à l'interaction entre ruminants et leur flore ruminale. Ils font remarquer qu'à force de les nourrir avec des aliments surtout riches en grains et pauvres en fibres on perturbe les équilibres avec abaissement du pH ruminal et propension de l'animal à subir des désordres métaboliques, voire des infections. L'addition des antibiotiques vient renforcer les déséquilibres.
**********************

87 On trouvera dans le même numéro du 11 Mai de Science une série d'articles sur les apports des séquençages de génomes à la compréhension de l'origine des maladies microbiennes. Il s'agît là d'une paléontologie sans fossiles, mais dont on reconstitue l'origine et l'évolution en analysant les séquences, ainsi que celles de leurs hôtes avec un zeste de paléogéographie (voir, notamment, C Zimmer; Science 292 (11APR01) 1090-1093.

On a bien exhumé, de squelettes, des ADNs microbiens que l'on a ensuite caractérisé, mais ces techniques sont limitées et le seul fait d'isoler des microorganismes pouvant être vivants soulève les problèmes de sécurité que l'on imagine (voir le bulletin d'Avril). Les ADNs obtenus sont, par ailleurs, loin d'être entiers et posent des problèmes d'interprétation. Un des cas discutés dans cet article est celui des trypanosomes (voir JR Stevens et al.; Advances in Parasitolology 48 (2001) 1-56 ou J Stevens et al.; Parasitology Today16 (JUL00) 270-1) étudiés par les chercheurs de l'University de Bristol et d'Exeter. 
Trypanosoma brucei de la maladie du sommeil africaine et un parent proche,  T.cruzi, causant la maladie de Chagas ont un parent commun qui se situait il y a 100 millions d'années, c'est à dire du temps du continent de Gondwana associant Afrique, Amérique du sud et Australie. Tous les trypanosomes africains sont proches de Trypanosoma brucei et forment un seul rameau évolutif. Plusieurs des trypanosomes australiens sont plus proches de T.cruzi, ce qui reflète le fait que l'Afrique est la première pièce du Gondwana qui s'est détachée du reste. 

La co-évolution des trypanosomes africains et des primates se manifeste par le fait qu'il existe chez le babouin ou l'homme, par exemple, un facteur antitrypanosome qui les rend résistants à beaucoup de souches du parasite. 

Le cas d'Helicobacter pylori (responsable des ulcères de l'estomac) qui a une aire de répartition mondiale associée à une très grande variabilité avec une transmission familiale, montre qu'il existe deux grands rameaux dans l'arbre évolutif de cette bactérie.  L'un est européen l'autre est-asiatique. On pourrait retracer les déplacements humains préhistoriques en suivant cette évolution. 

L'idée que les maladies actuelles se sont généralisées avec la civilisation et les rassemblements humains associés (c'est à dire une dizaine de milliers d'années), ainsi qu'avec l'élevage, est fortement enracinée dans nos esprits. Les phylogénies de parasites qui se dévoilent actuellement indiquent que cette idée est probablement moins fondée qu'on ne le pense. Dans le cas des tænias (plathelminthes) qui circulent entre le porc et l'homme, on admettait que l'homme a été contaminé par ces animaux lors du développement de leur élevage (ce qui explique les tabous religieux sur cet animal). On vient de constater que l'ancêtre des tænias humains est un parasite des antilopes est-africaines et des lions et hyènes qui les consomment. C'est nous qui avons contaminé nos animaux d'élevage avec ce parasite que nos ancêtres africains ont acquis, comme les prédateurs locaux (EP Hoberg et al.; Proceedings Royal Society London B Biological Sciences 268 (22APR01) 781-787). Ces tænias ont envahi les ancêtres de l'homme à deux reprises lorsqu'ils sont devenus carnivores au plio-pleistocène, c'est à dire bien avant toute domestication des porcs et bovins et donc il y a environ un million d'années au lieu des 10 000 ans supposés, et c'est durant ces  derniers millénaires que nous avons infecté porcins et bovins. 

La dysenterie causée uniquement chez l'homme par Shigella est également plus ancienne qu'on ne le pensait. Shigella est en réalité un fagot de six souches différentes d'Escherichia coli qui se sont indépendamment forgé une niche chez l'homme. L'analyse de 46 souches correspondant à tous les sérotypes des quatre sous-groupes de la bactérie (GM Pupo et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 97 (12SEP00) 10567-10572) montre que toutes ces formes résultent de convergences qui ont eu lieu au cours des 35 000 à 270 000 ans qui nous séparent de leur début de colonisation de l'homme. C'est donc une des maladies humaines les plus anciennes, et elle ne date probablement pas des premières civilisations denses comme on le pensait. Quant à l'E.coli O157:H7, elle est présente depuis des millions d'années.

La peste causée par Yersinia pestis, elle, est beaucoup plus récente et elle est issue de Y.pseudotuberculosis  présente dans les déjections de rongeurs. Sa première apparition historique date de 542 après JC dans l'empire romain. Elle rempile en 1347 et c'est la grande peste du moyen-âge, mais sa séquence indique que Yersinia pestis est une variante qui est apparue entre -1500 et -20 500 ans. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 96 (23NOV99) 14043-1408, avec un erratum dans Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 97 (05JUL00) 8192).
**********************

89 On admet que le clivage des peptides 2A/2B à partir de la polyprotéine du virus de la fièvre aphteuse fait intervenir un site particulier (il existe cependant plusieurs sites "2A-like") et on pense qu'il y autoclivage. ML Donnely et al.; Journal of General Virology 82 ( MAY01) 1027-1041 ont étudié le caractère fonctionnel des sites "2A-like". Les auteurs ont monté une polyprotéine associant GFP (green fluorescent protein), protéine 2A et ß-glucuronidase (GUS); permettant de suivre facilement le clivage qui a effectivement lieu en libérant GFP-2A d'une part, et GUS de l'autre. 

Le mécanisme de clivage, lui-même, n'est pas clair, et l'autoclivage "admis" n'est probablement pas l'explication. En effet le même groupe montre que le "clivage" est probablement un mécanisme traductionnel avec un glissement des ribosomes due à l'hydrolyse de la liaison ester du peptidyl(2A)-tRNAGly. ML Donnely et al.; Journal of General Virology 82 ( MAY01) 1013-1025. ###
**********************

90 Des chercheurs de Tsukuba ont anaysé les déterminants de la virulence du virus de l'anémie du poulet pour pouvoir construire un vaccin. L'atténuation a été réalisée par de nombreux passages sur des cellule MDCC-MSB1. L'acide aminé 394 de la protéine de capside VP1 semble le déterminant majeur. Une glutamine donne un virus très agressif tandis qu'une histidine correspond au virus atténué. S Yamaguchi  et al.; Journal of General Virology 82 ( MAY01) 1233-1238. Contrairement aux auteurs, je pense qu'un déterminisme aussi pointu rendrait un vaccin ainsi constitué très vulnérable aux mutations pathogènes. Je suppose que c'est seulement un premier pas.

**********************

91 La formation du prion protéinase K-résistant (PrPSc) implique une interaction avec sa version normale protéinase K -sensible (PrPC). 
On savait que des peptides synthétiques comportant les résidus 119-136 de la PrP du hamster (Ha119-136) bloquent l'acquisition de la conformation prion dans des systèmes acellulaires et dans des cellules infectées par le prion de la tremblante du mouton (scrapie). On vient de montrer que les peptides Ha166-179 et Ha200-223 ont le même effet. Ha121-141, Ha180-199, et Ha218-232 sont beaucoup moins efficaces. Ces peptides inhibiteurs doivent imiter la surface de contact entre PrPSc et PrPC. M Horiuchi et al.; Journal of Biological Chemistry 276 (04MAY01) 15489-15497.

**********************

93 La chaperone Sis1p du groupe des Hsp40 est nécessaire à l'initiation de la traduction. Sis1 contient un domaine J, permettant l'interaction avec son partenaire Hsp70. Ce domaine J est suivi par deux domaines riches en glycines et phénylalanines (G/M) dont les fonctions étaient inconnues. Le domaine C-terminal se lie, lui, aux protéines dépliées. Sis1p est également responsable du maintien du prion [RNQ+]. Ce dernier n'a aucun phénotype connu, contrairement aux deux autres [PSI+] et [URE3]. 

Les deux protéines sont associées dans un complexe Sis1p/Rnq1p, mais seulement quand Rnq1p est dans la conformation prion. Le domaine G/F de Sis1p est dédié à cette fonction, n'étant pas nécessaire pour la fonction normale de la protéine. Une délétion précise de Sis modifie le patron d'aggrégation du complexe, sans éliminer le prion [RNQ+]. Ce nouveau patron est héritable, même quand la fonction Sis sauvage est restaurée. Ceci indique que des modifications de l'activité de la chaperone peuvent engendrer des variants du prion. N Sondheimer et al.; The EMBO Journal 20 (15MAY01) 2435-2442. ###
**********************

Les Productions Microbiennes ###
97 Diversa et Celera Genomics se sont associées dans Applera, en Décembre dernier, pour séquencer les génomes de microorganismes que Diversa extrait de milieux très divers. Applera a ainsi séquencé un Streptomyces qui a été dénommé Streptomyces diversa. Diversa Press Release (21FEB01). C'est probablement un Streptomyces venezuelae. Il a la particularité d'être facilement cultivé en milieu liquide du fait de la conformation de ses colonies.
**********************

98 Le traitement du virion du Semliki Forest virus 1 par un acide dilué entraîne un changement de conformation de la protéine E1 des spicules de l'enveloppe et la formation d'un pore dans l'enveloppe virale E1. Ceci a été utilisé par des chercheurs de Bern et de la société ZLB Bioplasma, pour créer des pores dans la membrane plasmique d'Escherichia coli. On peut, en effet, provoquer une perméabilité induite de la membrane en exposant des E.coli exprimant E1 de façon conditionnelle, par un traitement à pH 6,2. S Nyfeler et al.; Journal of Biological Chemistry 276 (04MAY01) 15453-15457.
**********************

100 Le numéro d'Avril de Molecular Microbiology comporte une série de revues sur les systèmes bactériens de sécrétion des protéines.

Les sytèmes de type I sont caractérisés par l'utilisation d'une cassette liant l'ATP. Les systèmes de type II sont la branche principale des systèmes de sécrétion, et ils sont largement répandu chez les Protéobacteries chez qui ils servent à la sécrétion d'enzymes extra-cellulaires et de toxines. Leur particularité est de gérer des protéines complètement repliées. Il fait intervenir au moins douze protéines dont le complexe, encore non élucidé sur le plan structural, traverse l'espace périplasmique. Il ressemble beaucoup au système de type IV, et transfère comme lui les éléments des pili. M Sandkvist; Molecular Microbiology 40, 2 (APR01) 271-283. Voir également pour les systèmes de type II : B Py et al.; EMBO Reports 2 (MAR01) 244-248.

Les bactéries Gram-utilisent le système de sécrétion de type III pour transférer des protéines dans le milieu extérieur, voire dans des cellules eucaryotes (cas des pathogènes, par exemple). L'appareil assurant cette translocation est constitué d'un grand nombre de protéines, dont certaines sont également impliquées dans le montage du flagelle. Les produits à transférer sont identifiés par des séquences particulières, et des chaperones interviennent. Une revue est consacrée à cette voie ancienne et à ses utilisations dérivées. GV Plano et al.; Molecular Microbiology 40, 2 (APR01) 284-293. Elle est plus particulièrement consacrée à l'assemblage et à la structure de l'appareil de sécrétion.

Les systèmes de type IV sont traités par PJ Christie; p.294-305. Les transferts par conjugaison à travers l'enveloppe cellulaire font intervenir un complexe appelé Mpf (Mating pair formation complex). Mpf comporte le pilus de conjugaison établissant le contact avec la cellule acceptrice, et un canal par où l'ADN est transféré. Plusieurs pathogènes utilisent un système évolutivement apparenté, appelé système IV, pour délivrer des macromolécules dans des cellules eucaryotes. C'est le cas bien connu d'Agrobacterium tumefacienspour le transfert du T-DNA et plusieurs protéines dans les cellules végétales ce qu permet le transfert de l'ADN dans le noyau végétal.  

C'est également le cas pour Helicobacter pylori pour transférer la protéine CagA dans les cellules mammaliennes. On pense que Legionella pneumophila, Brucella et Bartonella utilisent le même sytème de transfert dans les macrophages. Le système Ptl de Bordetella pertussis, l'agent de la coqueluche, procède un peu différemment : en sécrétant d'abord sa toxine dans le milieu, où elle se débrouille ensuite pour pénétrer dans ses cellules cibles. Il apparaît maintenant que les systèmes de conjugaison sont des systèmes de type IV capables de transloquer des complexes d'acides nucléïques et de protéines.

Quant aux systèmes de type V, ils sont traités par F Jacob-Dubuisson; p.306-313. Ils servent au transport de grosses protéines de virulence.

**********************

101 Une revue de J Dworkin et al.; Genes & Development 15 (01MAY01) 1051-1054, traite de l'adaptation de l'expression chez une bactérie à ses besoins nutritionnels. La question est de savoir d'abord comment elle établit ce qui ne va pas, et ensuite comment elle cible la réponse. On en a quelque idée dans le cas d'une carence ou présence d'acides aminés ou de substrats carbonés pour lesquels c'est la molécule qui est directement l'information perçue. 

L'explication est plus difficile quand c'est un mécanisme général, comme la prolifération, qui est en cause. Celle-ci a lieu quand le statut nutritionnel de la cellule est favorable. L'exemple classique est celui des ribosomes dont la synthèse est couplée, dans une proportion donnée, au taux de croissance (le carré, en l'occurence). Ce taux dépend du taux de synthèse des ARNs ribosomiques, mais encore? Les promoteurs des gènes ribosomaux forment des complexes particulièrement instables qui dépendent de leurs nucléotides initiateurs A ou G, et donc des concentrations de l'ATP ou du GTP. Ces dernières sont, de ce fait, des mesures de l'activité générale de la cellule et son statut nutritionnel qui en est responsable. Aucune protéine régulatrice n'est apparemment en service dans ce cas. 

Le cas classique de Bacillus subtilis est intéressant, car la bactérie fournit plusieurs réponses connues, dont la sporulation, à des changements du milieu.  Là aussi, on sait depuis longtemps que le signal perçu pour entrer en sporulation est le GDP ou le GTP. En cas de carences en acides aminés, il y a formation de pppGpp ou de ppGpp, synthétisés par la protéine RelA à partir de GTP et GDP, à la suite d'une pause des ribosomes qui ne savent plus quoi faire et gaspillent ainsi les pools de GTP et GDP. Ce sont bien les niveaux de GTP et GDP qui sont importants, la production de pppGpp et ppGpp n'étant qu'une conséquence. Ces signaux agissent probablement sur l'ARN polymérase qui réduit la synthèse des ARNs ribosomaux et donc des ribosomes (réponse dite "stringente").  En effet si on inactive RelA, les niveaux de GDP et GTP restent élevés, même en carence d'acides aminés, et il n'y a ni phase stationnaire, ni sporulation. 

Le répresseur CodY, assure la répression par le glucose et les acides aminés des gènes de la phase stationnaire et certains de la sporulation comme le régulateur de transcritption Spo0A (le régulateur maître de la sporulation). Le groupe de Link Sonenshein vient de montrer dans le même numéro de la revue (M Ratnayake-Lecamwasam et al.; Genes & Development 15 (01MAY01) 1093-1103), que CodY fixe le GTP, et que cette fixation est essentielle dans le blocage de la transcription, sans affecter outre mesure la fixation de la protéine sur l'ADN. La concentration nécessaire du GTP est physiologique (millimolaire) dans des cellules en croissance rapide. Il apparaît donc que CodY est probablement le (un) capteur général gouvernant l'expression des gènes de la phase stationnaire et au-delà. Le GTP est, encore une fois, en cause. Il existe, par ailleurs, une voie classique avec cascade de phosphrylations/déphosphorylations faisnt intervenir de multiples kinases, phosphatases et phosphotranférases, qui gouvernent l'état de phosphorylation de Spo0A. Il y aurait, donc, au moins deux mécanismes mesurant l'état nutritionnel et régulant la sporulation convergeant vers Spo0A. ###

**********************

102 La charge métabolique imposée à des Saccharomyces cerevisiae recombinantes exprimant le gène XYN2 de la xylanase II de Trichoderma reesei commandé par deux promoteurs, PGK1 et ADH2 de la glycolyse a été étudiée par des chercheurs de Lund. Ils ont comparé les résultats avec l'expression de la xylanase endogène. Pour l'expression de cette dernière sous la commande de son promoteur, la réplication des constructions plasmidiques utilisées ne paraît pas handicaper la multiplication de la cellule. L'utilisation des deux promoteurs hétérologues réduit la croissance spécifique de 12 à 15%, le taux de consommation de glucose de 6 à 10%, et la production de biomasse sur glucose de 8 à 11%. La présence du gène hétérologue XYN2 cause une réduction supplémentaire du taux de croissance de 11 à 14%, de la consommation spécifique de glucose de 12% et de la production de biomasse de 4%.

Le handicap conféré par le gène hétérologue est, cependant, disproportionné avec la quantité de protéine produite. JF Gorgens et al.; Biotechnology & Bioengineering 73 (05MAY01) 238-245.
**********************

103 On trouvera dans T Ideker et al.; Science 292 (04MAY01) 929-934, une analyse globale du métabolisme du galactose pris comme modèle. Le but de cette étude est d'étudier ce qui se passe quand le réseau des régulations métaboliques est perturbé chez la levure.

Les auteurs utilisent les microréseaux ADN, la protéomique quantitative  et les bases de données sur les interactions physiques connues (par les systèmes d'hybrides à deux composants). Ils ont perturbé l'utilisation du galactose en 20 points. Ils ont identifié 997 messagers dont la production est modifiée, et la modification post-transcriptionnelle de 20 protéines (mais sur 289 détectées signalent les auteurs). Ils ont, par ailleurs, constaté la modification de plusieurs interactions entre les protéines. Ils ont utilisé la levure pour la raison évidente de la connaissance complète de la séquence du génome, le système Gal car il est connu pour être inductible globalement par le substrat et réprimé par les sucres concurrents. 

Les modifications des voies métaboliques utilisées consistent en délétions, surexpression de gènes, modification de la température ou, plus généralement ,des conditions de croissance.
**********************

106 On connaît de plus en plus de mécanismes de ciblage de protéines dans des compartiments cellulaires chez les bactéries. Elles permettent, ainsi, une différenciation localisée. La sporogenèse chez Bacillus subtilis  requiert l'assemblage de plus de 24 protéines. Les stades précoces nécessitent la présence de trois protéines morphogénétiques SpoIVA, CotE et SpoVID. Grâce à SpoVM, une couche de SpoIVA se forme à la surface de l'avant spore (protoplaste issu de la division inégale englobé par les deux membranes de la cellule mère entre lesquelles la paroi de la spore se met en place). La plupart des protéines sont synthétisées par la cellule mère. SpoIVA permet ainsi la formation d'un anneau de la protéine CotE. SpoVID se localise au voisinage de la membrane, stabilise l'anneau de CotE, et ancre les structures périphériques sur les structures profondes de la spore. La protéine SafA (alias YrbA) est insérée à l'interface entre paroi et cortex des spores achevées. On vient de montrer que SafA est étroitement associée à SpoVID et s'autoagrège. Le ciblage de SpoVID dépend de SpoIVA, mais pas de SafA ou de CotE. AJ Ozin et al.; Journal of Bacteriology 183,10 (MAY01) 3041-3049.

**********************

107 Yarrowia lipolytica est capable de revêtir plusieurs formes, levure, mycelium ou pseudo mycelium suivant les conditions extérieures. On savait que les voies dites STE et RIM, que l'on connaît chez d'autres levures dimorphiques, ne sont pas impliquées dans ce mécanisme. 

Les chercheurs de l'INA Grignon et d'Aventis Pharma à Romainville ont sélectionné des mutants par insertion de Tn3 (ce qui permet de repérer les gènes inactivés) affectés dans la formation des hyphes mycéliens. Parmi eux, ils ont identifié des gènes homologues de Saccharomyces cerevisiae (CDC25, RAS2, BUD6, KEX2, GPI7, SNF5 et PPH21). Une voie de type Ras-AMP cyclique est impliquée dans la différenciation des hyphes et ce sont des anomalies dans les protéines pariétales qui entraînent les défauts de la morphogenèse. M Richard et al.; Journal of Bacteriology 183,10 (MAY01) 3098-3107.

**********************

108 Lactobacillus brevis est une bactérie lactique hétérofermentaire, c'est à dire qu'elle donne une molécule d'acide lactique, une d'éthanol et une de CO2 au lieu des deux molécules d'acides lactique des homofermentaires. Elle est capable d'utiliser le galactose et il existe un transport actif de ce sucre. Il s'agit d'un symport sucre:protons. Son fonctionnement donne lieu au mécanisme appelé exclusion et expulsion de l'inducteur, c'est à dire que du glucose dans le milieu provoque l'expulsion du galactose hors de la cellule (comme un enfant qui grignote un quignon le jette quand on lui propose de la tarte). Il s'agit d'un mécanisme allostérique ou le phosphotransporteur HPr phosphorylé sur la sérine 46 s'associe au symport galactose:H+, ce qui découple le transport du sucre vers la cellule de l'entrée des protons. Les gènes impliqués dans le transport actif de ce sucre (l'HPr kinase, le phosphotransporteur HPr, l'enzyme I et le symport galactose:H+) ont été exprimés chez Bacillus subtilis, qui ne possède, normalement, pas un tel mécanisme et cela marche. 

La présence d'intermédiaires du métabolisme du glucose comme le fructose 1,6-bisphosphate active la HPr kinase (le capteur) qui phosphoryle Hpr, qui se lie au symport galactose:H+. GM Djordjevic et al.; Journal of Bacteriology 183,10 (MAY01) 3224-3236.

**********************

110 L'ADN télomérique de tous les chromosomes de Saccharomyces cerevisiae est flanqué par une combinaison de deux types de répétitions, les éléments X et Y'. Les répétitions subtélomériques contiennent des éléments réprimant l'expression. Si on transplante l'élément X au site HML, il ne fonctionne plus comme "silencer" mais renforce l'activité d'un "silencer" distant, ce qui en fait un "protosilencer". Des chercheurs de l'ENS de Lyon montrent que les motifs ACS et "Abf1p-binding site" participent de façon additive à cette capacité de la séquence X. Cette activité participe à la propagation, à partir des télomères,de la répression de l'expression des gènes subtélomériques. E Lebrun et al.; Genetics 158 (MAY01) 167-176.

**********************

113 Des chercheurs de l'University of Wisconsin à Madison ont monté des Escherichia coli recombinantes pour la production de 1,2-propanediol (propylene glycol, 1,2-PD). Ils sont passés à un organisme thermophile, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum. Ce microorganisme a a été étudié pour la production d'éthanol, mais assure également une fermentation acétonobutylique à partir de sucres en C6 et C5. C'est un concurrent potentiel des souches de Genencor utilisées par DuPont associé à Tate & Lyle qui produisent maintenant, par fermentation, l'isomère 1,3-propanediol. Industrial BioProcessing 23 (APR01).
**********************

115 La méthyl transférase très conservée Skb1 est un médiateur de la réponse au stress hyperosmotique de Schizosaccharomyces pombe. On la connaît déja pour son rôle de modulateur positif de la kinase activée par p21. 

En conditions hyperosmotiques une levure mutée skb1 ne sait plus maintenir une polarité cellulaire à la suite d'erreurs de ciblage de l'actine F. La protéine Skb1 est normalement ciblée vers les pôles cellulaires, les sites de septation et les noyaux de S. pombe. Un choc hyperosmotique provoque une délocalisation de Skb1 à partir des extrémités cellulaires et des noyaux ainsi qu'une stimulation de l'activité méthyltransférase de Skb1. S Bao et al.; Journal of Biological Chemistry 276 (04MAY01) 14549-14552.
**********************

117 La revue Industrial BioProcessing 23 (APR01 publie une courte analyse de la production des esters lactiques. L'éthylacétate a déjà déplacé les solvants plus toxiques comme l'éthylméthyl cétone ou le toluène dans les laques et encres d'imprimerie et le n-butyl acétate dans celles pour ameublement et carosserie automobile. Ethyl et n-butyl acétates sont donc déjà largement commercialisés, mais produits à partir de produits pétroliers.

Les esters de lactate commencent à apparaître sur le marché et sont en train de se développer dans la mesure ou des géants comme Cargill et ADM se sont lancés dans cette production industrielle (voir le Bulletin d'Octobre 2000). 

L'éthyl lactate entre en compétition avec l'éthyl-acétate et le n-butyl-acétate (145 000 t/an), mais qui sont menacés à cause de leur évaporation (ce sont des solvants des peintures et encres). L'éthyl acétate a déjà remplacé certaines utilisation des méthyléthyl cétone ou toluène et il est le moins menacé des deux, mais il est moins efficace que l'éthyl-lactate.

Argonne National Laboratory a récemment développé un procédé plus économique de fabrication de l'éthyl lactate et qui n'exige pas un large excès d'éthanol comme le procédé conventionnel d'estérification. On part de lactate d'ammonium produit directement par fermentation plutôt que d'acide lactique, l'ammoniaque étant recyclée.

**********************

Les Protéines et les Enzymes ###
118 Un excès de sels lors de la lyophylisation de la subtilisine Carlsberg entraîne un très forte augmentation de son activité. On vient de montrer que l'utilisation du KCl augmente par ailleurs de 30% de l'énantioselectivité en solvants organiques par rapport à l'enzyme sans sels. Ceci a été vérifié sur les énantiomères du N-acétyl-phénylalanine methyl ester dont l'énantiomère L- est fortement favorisé. Cette caractéristique peut être modifiée en jouant sur les conditions de lyophylisation. Le temps de lyophylisation et la teneur résiduelle en eau sont des éléments importants. WT Hsu et al.; Biotechnology & Bioengineering 73 (05MAY01) 231-237. Il y a également un brevet sur le sujet, en cours d'examen, de JS Dordick de Rennselear Polytechnic (voir www.rpi.edu/dept/chem-eng/WWW/ faculty/dordick/pub.html)

**********************

119 Les cellulases commerciales font bien leur travail jusqu'au stade cellobiose, mais ont des difficultés au-delà. Des chercheurs de l'University of Georgia travaillent à résoudre ce problème. Le travail est effectué en collaboration avec Aureozyme qui commercialise les enzymes. Ils ont breveté une ß-glucosidase d'Orpinomyces PC2, un champignon du rumen) et la séquence de son gène. Il a été exprimé dansSaccharomyces pour aller jusqu'à l'éthanol. L'hydrolyse du cellobiose est d'autant plus nécessaire qu'il inhibe les endoglucanases. (en tant que produit final) Deux brevets récents de la Georgia Research Foundation de l'Université porte sur cette ß-glucanase: l'US Patent 6 l84 018 (06FEB01) et l'US Patent 6 190 189 (20FEB01).
**********************

121 La transglycosylation du lactose en oligosaccharides peut être assurée par la ß-glucosidase (CelB) et la ß-mannosidase (BmnA) de l'hyperthermophile Pyrococcus furiosus.

Des mutants du site actif de la ß-glucosidase CelB (Met424Lys, Phe426Tyr, Met424Lys/Phe426Tyr) ont été utilisés pour améliorer cette transglycosylation à 95°. La mutation Phe426Tyr accroît le rendement de 40 à 45%. La mutation Met424Lys accroît le pH opt. Le double mutant Met424Lys/Phe426Tyr fonctionne beaucoup mieux à des concentrations mesurées de lactose (10-20%). A une concentration de 10%, le taux de conversion est de 40%, alors que, pour l'enzyme sauvage, il est de 18% seulement.

Dans les conditions optimales, et avec le double mutant, on obtient plus de tétra- que de tri-saccharide. La ß-mannosidase montre une activité à la fois de ß-glucosidase et de ß-galactosidase. La transglycosylation du lactose donne un rendement en oligosaccharide de 44%. T Hansson et al.; Biotechnology & Bioengineering 73 (05MAY01) 203-210
**********************

122 La modification des sucres pour pouvoir les polymériser est difficile à cause de la multitude des hydroxyles qui se ressemblent plus ou moins tous. Les enzymes sont évidemment, en principe, plus adaptées. Les enzymes sont utilisées dans l'étape régiospécifique de la diacylation du sucre. Une polymérisation enzymatique est cependant toujours lente et s'arrête souvent en route donnant des produits hétérogènes. Des chercheurs de Rensselaer Polytechnic Institute et coréens ont modifié enzymatiquement le saccharose qui est ensuite polymérisé par des catalyseurs classiques. Industrial BioProcessing 23 (MAR01).

Ils ont utilisé une protéase de Bacillus licheniformis (Opticlean M375 qui est une subtilisine) pour assurer une transestérification du saccharose à partir d'un diester d'acide téréphtalique dans de la pyridine à 45 °C. La réaction est lente car la conversion en diester saccharose-téréphtalate atteint 13,8% au bout de 20 jours. 

Le groupe a produit, par ailleurs, des polymères absorbant 1000 fois leur volume d'eau, basés sur des poly(acrylate)-saccharose (US Patent 5,854,030 (29DEC98. Il avait également publié une acylation du saccharose et du tréhalose avec estérification par un adipate. Ceci est réalisé grâce à l'action successive de l'Opticlean M375 en pyridine anhydre. La lipase Novozym-435 (lipase B de Candida antarctica) permet la formation de saccharose 6, 6'-O-divinyladipate et du tréhalose 6, 6'-O-divinyladipate dans l'acétone. OJ Park et al.; Biotechnology & Bioengineering 70 (20OCT00) 208-216.
**********************

123 Les esters de glucose et d'acides gras sont des surfactants nonioniques. Des chercheurs espagnols ont développé des modèles cinétiques de la synthèse des esters laurique, palmitique et stéarique en présence de la même lipase Novozym 435 immobiliser sur une résine macroporeuse. JA Arcos et al.; Biotechnology & Bioengineering 73 (20APR01) 104-110.
Le même groupe décrit la production de surfactants par amidification enzymatique à partir d'éthanolamine. M Fernandez-Perez et al.; Enzyme & Microbiological Technology 28 (05APR01) 527-536. La sélectivité de la réaction dépend de la solubilité des intermédiaires qui, quand ils précipitent, bloquent la réaction. L'utilisation d'acétonitrile et de l'éthylester de l'acide gras prévient ce défaut.

**********************

L'Agroalimentaire ###
125 La séquence complète du génome de Lactococcus lactis ssp. lactis IL1403 (bactérie Gram+) a été réalisée par des chercheurs de l'INRA et du Génoscope d'Evry en deux étapes où le raffinement du séquençage utilise la technique dite shotgun. A Bolotin et al. Genome Research 11 (MAY01) 731-753. Les auteurs affirment que le taux d'erreur est inférieur à 0,01%. Le génome contient 2 365 589 paires de bases et code 2 310 protéines. Parmi ces dernières il faut compter 293 gènes appartenant à six prophages et 43 séquences d'insertion (IS). La distribution de ces derniers indique que le génome séquencé est probablement le produit d'une recombinaison récente entre deux génomes très apparentés. La séquence indique également de nouvelles possibilités de fermentation et de respiration aérobie. Un transfert de séquences vers des bactéries Gram- du groupe Salmonella-Escherichia semble très vraisemblable. 

Une comparaison avec une autre bactérie Gram+ bien connue montre que les facteurs  sont beaucoup plus rares que chez B.subtilis (3 au lieu de 18) ce qui indique que les régulations doivent être assurées par des mécanismes différents. Les systèmes régulateurs à deux composants le sont également (8 au lieu de 34 chez B.subtilis) ce qui laisse supposer une moindre adaptabilité aux changements du milieu, dont elle n'a, il est vrai, guère besoin dans les conditions où elle vit actuellement, après avoir domestiqué l'homme.  

Un commentaire de OP Kuipers; p.673-674 montre l'intérêt de cette opération. En effet les utilisations de ces bactéries acceptées dans le domaine alimentaire sont multiples, depuis des utilisations classiques dans la transformation des produits laitiers en vue de leur stabilisation, de la production d'arômes et de leur structuration. L'amélioration des caractéristiques des starters fermentaires, notamment leur robustesse, a été pratiquée depuis longtemps. On a également commencé à mettre au point leur utilisation pour l'expression d'antigènes vaccinants, de substances probiotiques ou pharmaceutiques comme des interleukines. Ces bactéries très étudiées ont vu le développement de nombreux outils de modification génétique. La présence de gènes de "compétence" indique que L.lactis devrait pouvoir être transformé, mais ont des caractéristiques un peu particulières. On sait, par ailleurs, réguler étroitement l'expression génique, modifier des voies métaboliques et on a construit des systèmes de clonage utilisable dans les transformations alimentaires. 

On devrait voir paraitre prochainement les séquences d'autres bactéries lactiques, dont celles de cinq Lactobacillus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium et de Proprionibacterium. D'autres souches de L.lactis, comme sp.cremoris, sont séquencées à titre de comparaison. L'industrie s'intéresse évidemment à ces avancées.
**********************

127 L'agglutination des cellules de levures et leur précipitation conséquente est souvent utile en fin d'utilisation pour retirer les cellules du produit. Il est préférable de ne pas avoir d'agglutination prématurée qui arrête la fermentation. On peut toujours filtrer ou centrifuger, mais c'est coûteux. Il existe, par ailleurs, d'autres types de floculation des levures, La floculation utilisée industriellement, notamment en brasserie, nécessite le produit du gène FLO1 et dépend d'une interaction entre la protéine et les mannanes de la paroi.

L'utilisation de l'agglutination sexuelle est possible, mais comme les gènes impliqués sont induits par les phéromones sexuelles, il faut remplacer les promoteurs et mettre les gènes sous la commande de promoteurs pilotables ce qui rend le système indépendant du type sexuel et des phéromones. . 

L'agglutination sexuelle de S.cerevisiae fait intervenir des interactions protéine-protéine de l'-agglutinine, codée par AG1, et l'agglutinine a, composée d'Aga1p et Aga2p, codées par AGA1 and AGA2. Aga2p sert de ciment de l'agglutinine a, en se liant à deux cystéines de la protéine pariétale Aga1p. L'-agglutinine fait partie de la couverture pileuse de la levure. L'agglutinine a permet l'agglutination de cellules exhibant Ag1p (-agglutinine).

L'agglutinine a a été modifiée par fusion des gènes codant Aga1p et Aga2p. Les séquences amont régulatrices du gène de l'isocitrate lyase de la levure alcanotrophe Candida tropicalis qui sont activées à faibles concentrations de glucose, ont été utilisées pour commander les gènes modifiés des agglutinines a et . Les deux agglutinines sont alors exprimés lorsque la concentration de glucose s'abaisse, situation où on se trouve en fin de fermentation alcoolique. En début de fermentation les levures poussent normalement; En fin de fermentation les levures s'agglutinent. W Zou et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY01) 2083-2087.

**********************

128 La production des sherry comprend deux processus successifs: la fermentation alcoolique classique du moût et le vieillissement du vin blanc ainsi produit sous un voile de levures (flor) selon le procédé dit de "soleras". Cela donne les sherrys finos, amontillados et olorosos. Dans le Jerez (Jerez de la Frontera en Andalousie), on utilise un procédé particulier de fermentation. On commence à inoculer les levures dans un tiers de cuve de vin blanc. On ajoute un autre tiers 4 à 5 jours après le début de la fermentation, puis le dernier tirers également 4-5 jours après. On arrête la fermentation en ajoutant 15 à 15,5% d'éthanol. Le vieillissement est assuré en deux étapes: la "sobretablas" est un procédé statique classique dans des tonneaux en chêne. Lors de la seconde étape appelée "soleras", on stratifie  des vins d'âge différents avec les plus vieux au fond. On laisse libre le cinquième du tonneau pour permettre la prolifération du voile de levures. Ces dernières vont intervenir par leur métabolisme oxydatif. La dynamique des populations de levures au cours de la fermentation et du vieillissement du sherry est analysée par des chercheurs espagnols associés à un industriel. B Esteve-Zarzoso et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY012) 2056-2061. 

Les quatre races supposées de Saccharomyces cerevisiae du voile (beticus, cheresiensis, montuliensis et rouxii) montrent un même profil de restriction qui est différent de celui des flores n'appartenant pas à la "flor". On n'observe ce patron du voile qu'après le mutage. Les chercheurs montrent que la flore d'origine du voile qui se développe dans les vins agés du fond du tonneau est plus efficace que les souches commerciales.
**********************

129 La vanilline naturelle se vend à environ 4 000 dollars le kg. Les gousses vertes de l'orchidée lianiforme Vanilla planifolia n'ont aucun arôme particulier et l'acquièrent par un mécanisme enzymatique. Cette pratique varie selon les pays producteurs et dure très longtemps, au moins deux mois. Vanilline (le plus important composant), acide vanillique, p-hydroxybenzaldéhyde, p-créesol, 2-phénylalcohol, anisaldéhyde, guaiacol, phenyl-acétaldéhyde, diacetyl, eugenol et méthyl-cinnamate se forment au cours de ce processus.

Des glucosides comme la glucovanilline, sont les précurseurs principaux de la gousse verte. Des ß-glucosidases sont donc importantes dans la maturation. Des polyphénol-oxydases et peroxydases interviennent dans le noircissement de la gousse. La vanilline peut; d'ailleurs, être obtenue à partir de l'acide férulique libéré par des microorganismes à partir de la paroi végétale (voir le brevet français brevet français 94/10889 (13SEP94) de l'INRA et de Pernod-Ricard, où le brevet européen 97110010 (19JUN97) de Givaudan Roure utilisant Streptomyces setonii par exemple) mais le rendement des procédés biotechnologiques actuels est beaucoup trop faible pour concurrencer les procédés traditionnels pourtant très lents, et ne donne pas la panoplie complète des composants de l'arôme. Il faut également se rappeler que la vanilline est souvent toxique pour les microorganismes.Il faudrait donc envisager dans un premier temps des procédés enzymatiques.  Une meilleure connaissance des procédés traditionnels permettrait peut-être de perfectionner ces procédés où améliorer les procédés biotechnologiques. 

 L'Indonésie est le second producteur mondial après Madagascar. L'écologie microbienne du traitement traditionnel des gousses de vanille dans ce pays est décrite dans WFM Röling et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY012) 1995-2003. Quest International intervient dans ces recherches.
30 Les gènes des récepteurs olfactifs représentent la plus grande famille de gènes du génome humain. Le groupe de Doron Lancet de Rehovot a exhumé, des données disponibles, la collection la plus complète actuelle de ces gènes (900 gènes et pseudogènes ont été identifiés) dont les deux  tiers n'avaient pas été annotés. G Glusman  et al.; Genome Research 11 (MAY01) 685-702. Un grand nombre de ces gènes (63%) sont interrompus et sont devenus des pseudogènes. La superfamille comprend 17 familles dont 4 comportent une centaine de gènes. Les gènes "reliques" de l'évolution (type I qui existent chez les poissons) représentent 10% du répertoire humain, tous sur le chromosome 11. Ils comprennent proportionnellemen peu de pseudogènes et doivent donc avoir des fonctions importantes. Les autres gènes sont distribués par groupes de 6 à 138 gènes sur tous les chromosomes humains sauf les chromosomes Y et 21

Il semble y avoir eu une première génération de gènes de récepteurs (Classe II) spécifique des tétrapodes sur le chromosome 11 qui correspond à la première duplication. Puis une nouvelle duplication en bloc et passage sur le chromosome 1 a eu lieu, et finalement une avalanche de duplications partielles vers les autres chromosomes s'est étalée dans le temps. Pour ceux que celà intéresse consulter le Human Olfactory Receptor Data Exploratorium Web site à (http://bioinfo.weizmann.ac.il/HORDE). Ces migrations sont associées à la présence de multiples séquences répétées à leur voisinage.

**********************

Les Probiotiques

131 Le Baylor College of Medicine  a obtenu l'US Patent 6 228 614 (08MAY01) sur la production de lactoferrine et de peptides en dérivant. Le procédé utilise les séquences vérifiées cDNAs des lactoferrines humaine, bovine et porcine. Le brevet couvre les utilisations nutritionnelles. Des polypeptides ne couvrant que le site liant le fer sont également décrits. La production revendiquée est celle dans des champignons ou des bactéries.

**********************

132 Les phytostérols sont un complexe de stérols végétaux qu'on pare de certaines vertus, notamment d'abaisser le taux de cholestérol. On les trouve dans les margarines, sauces de salades et d'autres produits à base lipidique. Archer Daniels Midland (ADM) a acquis la licence des techniques de Lifeline Technologies pour extraire et combiner ces stérols ainsi que les phytostanols et les ajouter dans des produits allégés. ADM Presse Release (05FEB01).
**********************

La sécurité alimentaire ###
133 Les études sur la présence éventuelle de rétrovirus pouvant s'attaquer à l'homme via les xénotransplantations de tissus de porc donne parfois des résultats inquiétants. Ces rétrovirus PERVs (Porcine Endogenous RetroViruses) sont en fait détectables partout chez le porc. On les trouve dans les mononucléaires et dans les cellules endothéliales. On vient de les trouver dans le plasma sanguin, c'est à dire dans notre boudin (s'il n'est pas assez cuit). On y détecte à la fois les séquences env et l'activité transcriptase réverse. Trois lignées cellulaires porcine, féline et humaine, permissives pour ces virus multiplient ce virus du plasma. Un échantillon de facteur VIII porcin s'est également révélé positif, mais pas le produit commercialisé en dérivant. Il existe donc des cellules porcines qui produisent ces virus en continu. 
Le génome du porc contient 20 à 50 copies de PERVs, dont 10 à 20  correspondent à des provirus (virus intégré) complets. Ceux porteurs des protéines d'enveloppe de type PERV-A et PERV-B peuvent infecter des cellules humaines (on pourrait dire qu'ils sont amphotropes), tandis que ceux de type PERV-C ne s'attaquent qu'aux cellules porcines (écotropes). Ceci dit on ne connait pas de cas d'infections humaines par ces virus alors que de nombreux produits pharmaceutiques d'origine porcine sont commercialisés. DM Takefman et al.; Journal of Virology 75, 10 (MAY01) 4551-4557.
 **********************

134 Les bulletins d'Avril et Mai 2000 signalaient deux articles d'équipes différentes indiquant la production de tétrodotoxine par des bactéries intestinales du Tétraodon. Une lettre à l'éditeur de K Matsumura  et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY01) 2393-2394, met en doute cette production en se basant sur l'absence de certaines corrélations entre les hauteurs de pics et la toxicité dans l'article de MJ Lee et al.; Applied & Environmental Microbiology 66 (APR00) 1698-1701.

**********************

135 Shewanella putrefaciens est une bactérie marine Gram- qui contamine les poissons, certaines viandes emballées sous vide et le poulet. Elle engendre, comme son nom l'indique, de nombreuses odeurs fortement désagréables, dues à diverses amines dont la triméthylamine (odeur de poisson pourri) et des sulfures volatils. Cette bactérie est très fréquente et, non seulement cause des dégradations des aliments, mais ses biofilms induisent une corrosion de l'acier grâce à la production de sulfures et à la réduction du fer. La formation de biofilms par S.putrefaciens sur les surfaces de travail de l'industrie alimentaire ainsi que les facteurs la favorisant sont analysés dans un article de chercheurs danois, dont des chercheurs de Novozyme. L'adhésion maximale sur acier inox est atteinte en 8-24 heures à 25°. D Bagge et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY012) 2319-2325.

**********************

137 Salmonella enterica serovar Typhimurium peut exprimer alternativement deux sous-unités différentes de la flagelline FljB ou FliC (variation de phase correspondant à une inversion d'une partie du gène), mais on ne connait pas la signification fonctionnelle de ce mécanisme.On ne constate aucune différence de pathogénicité intestinale quand on bloque sous l'une ou l'autre des deux formes la sous-unité flagellaire. Cette variation a, par contre, une importance pour l'infection systémique (généralisée). La variation de phase doit donc intervenir dans les étapes situées après la pénétration dans la barrière intestinale, la forme FliC ayant un avantage sélectif après l'invasion de la rate. JS Ikeda et al.; Infection & Immunity 69 (MAY01) 3021-3030.

Je rappelle que la variation de phase flagellaire (découverte il y a 75 ans) implique l'inversion d'environ 1 kb contenant le promoteur de fljB. Dans un sens le promoteur est placé directement en amont de l'opéron fljBfljA. Et la transcription de fljB et de son gène régulateur fljA a lieu, réprimant celle de fljA). Dans l'orientation inverse, fljB et fljA ne sont pas transcrits, et fliC situé ailleurs dans le génome peut être transcrit en l'absence de FlijA. Le segment inversible est flanqué de répétitions inverses de 26 pb (sites hix) et contient le gène gouvernant l'inversion, hin,  qui code une recombinase.

**********************

138 Les cellules dendritiques (DCs, cellules immunitaires présentatrices d'antigènes) sont les premières cibles de Listeria monocytogenes après le franchissement de l'épithélium intestinal. Elles participent à la dissémination de la bactérie dans le corps. B Pron et al.; Cellular Microbiology 3 (MAY01) 331-340.

Les DCs immatures sont très bien équipées en récepteurs d'antigènes et leur mise en œuvre entraîne l'activation des DCs. La protéine p60, codée par le gène iap, est sécrétée par toutes les souches de L.monocytogenes. On vient de montrer que les anticorps contre la protéine p60 de la bactérie facilitent l'entrée dans la cellule via leur capture et leur internalisation par les récepteurs Fc. A Kolb-Maürer et al.; Infection & Immunity 69 (MAY01) 3100-3109.###
**********************

140 Des chercheurs de Cornell et de la firme Qualicon ont comparé les populations humaines et animales de Listeria monocytogenes en utilisant des marqueurs moléculaires, aussi bien des ribotyoes que des séquences de gènes comme hly de l'hémolysine et actA de polymérisation de l'actine. On a, en effet, des soupçons sur le fait que les populations de L.monocytogenes, clonales, seraient spécifiques d'hôtes. Les auteurs ont constaté que certains groupements de clones sont plus fréquemment observés dans les listérioses humaines qu'animales, c'est notamment le cas pour l'allèle 1 de hly. Un groupement de clones semble être associé à des listérioses mammaliennes, mais pas des primates. Un ribotype particulier est nettement plus fréquent dans les listérioses animales non humaines, et chez un autre c'est l'inverse. GT Jeffers et al.; Microbiology 147 (MAY01) 1095-1104.
**********************

L'Environnement ###
142 Des chercheurs de Columbia University ont découvert un Bacillus thermophile (il fonctionne jusqu'à 100°) Bacillus thermosaber SH2A (ATCC 55926), qui non seulement dégrade tous les constituants du bois mais également le polyéthylène. Il peut également servir à éliminer les déchets de l'industrie de la pêche avec les têtes de thon et les déchets de calmar. Sa Topt est de 62°. L'US Patent 6 190 903 (20FEB01) de Columbia University couvre deux souches identifiées par leur n°ATCC, 55926 ou 202050. La licence est utilisée par plusieurs compagnies mais sur une base non-exclusive.
**********************

143 L'introduction du methyl t-butyl ether (MTBE), composé oxygéné, dans les carburants automobiles, en vue de diminuer  les pollutions par CO, mais améliorant également l'indice d'octane a créé un désordre certain dans les sols et aquifères voisins des installations de stockage et de distribution. En effet le MTBE est très peu adsorbé dans les sols, relativement stable et miscible à l'eau. Il en résulte que les pollutions des nappes observées aux Etats-unis atteignent en certains sites de 0,5 µg/litre à plus de 10 mg/litre (http://www.epa.gov/OUST/mtbe/sumtable.htm), la limite préconisée par l'U.S. Environmental Protection Agency est de 20 à 40 µg/litre de MTBE pour les eaux potables.

La biodégradation est handicapée par la ramification de la molécule. On constate des co-métabolisme (dégradation fortuite par des voies destinées à d'autres substrats). Mais vu le la difficulté à attaquer des substances les bactéries préfèrent de loin le substrat princpal, ce qui fait que quand on introduit un inducteur de la voie comme le butane pour un Arthrobacter, elle s'arrête instantanément de s'attaquer au MTBE. On a tourné la difficulté en travaillant à fortes concentrations de MTBE, ce qui n'est pas le cas pour les pollutions des aquifères. On vient d'étudier la  dégradation, dans ces conditions, par un Arthrobacter (ATCC 27778). Il assure la déméthylation en tert-butyl alcohol (TBA) et formaldéhyde. Le butane est nécessaire à l'induction mais il la freine comme le fait le TBA. Ce dernier est le premier composé stable de la voie et s'accumule car sa dégradation (qui est perceptible) est très lente. CY Liu et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY012) 2197-2201.

L'US Patent 6 194 197 (27FEB01) de l'Etat d'Oregon indique une autre voie de dégradation du MTBE. Des chercheurs de Oregon State University utilisent, en effet,  les champignons, Graphium sp. (ATCC 58400), Graphium cuneiferum (ATCC 26545) et Graphium putrendis (IMI 151810). Ces souches dégradent non seulement le MTBE mais également d'autres ethers ainsi que naphthalène, dibenzofurène et des hydrocarbures aliphatiques chlorés, le tout par co-métabolisme (probablement grâce des cytochrome P-450 oxygénases) avec des n-alcanes volatils ou des hydrocarbures ramifiés simples (éthane, propane, n-butane, n-pentane, isobutane ou isopentane).
**********************

145 La souche RHA1 de Rhodococcus dégrade puissamment les biphényls polychlorés (PCBs). Elle est porteuse de plasmides linéaires géants pRHL1 (1,100 kb), pRHL2 (450 kb) et pRHL3 (330 kb). Les gènes de dégradation sont surtout portés par les plasmides pRHL1 et pRHL2.

pRHL2 vient d'être analysé en détail, et une carte génétique a été établie. S Shimizu et al.; Applied and Environmental Microbiology 67 (MAY012) 2021-2028. Il est conjugatif, c'est-à-dire qu'il peut être transmis à d'autres Rhodococcus. Les "télomères"  (répétitions de 3 pb) de ce plasmide ne sont pas aussi parfaits que chez les plasmides linéaires d'Actinomycètes. Les répétitions droites de pRHL2 sont voisines de celles de pRHL1 et pRHL3. Une protéine vient coiffer ces extrémités.
**********************

147 Le styrène peut être toxique et chez les mammifères il est converti en styrène oxyde qui est un cancérigène. Il n'est pas sur la liste sensu stricto des xénobiotique car c'est un produit naturel qui se dégage à la suite d'une décarboxylation de l'acide cinnamique dans les débris végétaux. 

La voie de dégradation du styrène de Pseudmonas putida CA-3 implique une voie supérieure, induite par le styrène, qui oxyde la chaîne latérale vinylique et convertit le styrène en phénylacétate, et une voie inférieure qui ouvre le cycle et minéralise ce dernier. Si la voie supérieure a été bien disséquée, la voie inférieure est moins connue. Les gènes régulateurs styS et styR régulent la voie supérieure, mais pas la voie inférieure. L'acide phénylacétique inhibe complètement la voie supérieure en réprimant l'expression des deux gènes régulateurs, même en présence de styrène. Les conditions induisant la voie inférieure ont été établies par ND O'Leary et al.; Microbiology 147 (APR01) 973-979.
**********************

149 Après d'autres compagnies de navigation, l'Interlake Steamship Company utilise le dispositif biologique de décontamination des eaux de cales polluées par les hydrocarbures d'Ensolve Biosystems. Le système PetroLiminator 630 remplace les séparateurs eau/huiles actuellement en service. Il ramène à 5ppm la teneur en hydrocarbures alors que la réglementation impose 15 ppm. La société souhaite donc qu'on durcisse la réglementation. 

Les unités prévues pour les vaisseaux des US Coast-Guard traitent 5 m3 d'eau par semaine. Un bateau de croisière consacre 200 à 300 000 dollars à chaque croisière pour faire traiter ses eaux polluées en fin de croisière, et celà revient aux compagnie plusieurs millions de dollars par an. Une installation d'Ensolve coûte aux environs de 80 000 dollars. Le site de la firme ne dit rien sur les coûts de fonctionnement. Il existe également des séparateurs d'entrée de gamme à 10 000 dollars jusqu'à des systèmes centrifuges à 140 000 dollars. La compagnie elle-même ne peut construire que 20 unités par an et recherche des collaborations en Europe et en Asie. Industrial BioProcessing 23 (MAR01).

**********************

La Vie des Sociétés ###
151 ADM et P&G Chemicals, une filiale de Procter & Gamble, vont former un Technology Council pour explorer les possibilités de développement de nouveaux produits naturels. Archer Daniels Midland Press Release (21APR01).

**********************

152 Agilent Technologie introduit des microréseaux où l'ADN est imprimé sur du verre. Les plaques contiennent 12 000 clones chacune. Genetic Engineering News (15MAY01). 

**********************

153 Applied Biosystems et Applera (une filiale commune de Applied Biosystems et Celera Genomics) ont obtenu la licence exclusive de la technique de protéomique de Barry Karger à Northeastern University. Applied Biosystems Press Release (23APR01). La firme devrait développer, ainsi, une technique de caractérisation des protéines à haut débit. Elle intégrerait chromatographie liquide et électrophorèse capillaire avec la spectrométrie de masse MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization qui est exploitée sous sa forme TOF modifiée (tandem Time Of Flight) par Applied Biosystems; et le dépôt sous vide de Karger.
**********************

154 GeneProt, une nouvelle société de protéomique a ouvert ses installations à Genève le 26 Avril. Fondée il y un an par Denis Hochstrasser avec un confortable matelas de 122 millions de dollars, la société va maintenant ouvrir un centre d'activité à Princeton. La société utilise gel filtration et chromatographie pour la séparation et 51 spectromètres de masse pour caractériser les protéines avec l'assistance d'un ordinateur Compaq. Les données qui ne peuvent être commercialisées, comme les protéines dites de ménage, seront rendues publiques. A Abbott ; Nature 410 (19APR01) 856.

**********************

 155 Novozymes avait en 1999 43% du marché mondial des enzymes (1,4 milliards de dollars), mais la société veut élargir son domaine, notamment par association avec de petites firmes de biotechnologie. Les enzymes pour les mélanges détergents représente son secteur le plus important suivi par les enzymes pour les aliments animaux. 

Son plus récent produit, Mannaway, qui est destiné au nettoyage des taches alimentaires, a été développé en seulement 26 mois pour cribler l'enzyme adéquate, l'exprimer dans un microorganisme, l'améliorer par "gene shuffling", le purifier, etc.… D'après la société, la boulangerie est un des domaines où les enzymes devraient augmenter leur impact, notamment en substitut des émulsifiants qui sont actuellement utilisés. Un regain d'intérêt pour les phytases est prévisible dans la mesure où on élimine les os dans les aliments comme source de phosphates. 

Les enzymes pour l'industrie textile devraient également se développer. Novozymes travaille avec Bayer qui souhaite développer une ligne complète de tels produits. Une enzyme évitant le traitement par la soude des cotonnades après tissage vient d'être mise au point. Une autre éliminant les colorants des effluents de teinturerie sans attaquer les tissus teints est également disponible. 

La firme qui a obtenu un contrat de 14,8 millions de dollars du Department of Energy des américain pour développer des cellulases bon marché destinées à la production de bioéthanol. La société fait également remarquer que les cellulases fongiques (essentiellement de Trichoderma) actuellement commercialisées ont surtout été sélectionnées parce qu'elles sont produites en grandes quantités, et non pour leurs qualités intrinsèques. La part "enzymes" du prix de revient d'un gallon de bioéthanol est de 0,45$, il faut le ramener à 0,10$.

La plupart des produits de la firme sont produits dans des champignons recombinants,des Bacillus et quelques uns dans la levure. Industrial BioProcessing 23 (APR01).
**********************

156 Auxein et Mycotech vont fusionner dans Emerald BioAgriculture. Industrial BioProcessing 23 (APR01). Ces firmes produisent des substances biologiques favorisant la croissance des plantes (notamment l'acide -aminobutyrique dans le cas d'Auxein), ainsi que des biopesticides dont plusieurs sont en cours d'enregistrement. Voir le site www.mycotech.com. ###.
**********************

158 Archer Daniels Midland (ADM) et Cargill se développent dans le domaine des nutraceutiques et vantent les isoflavones de soja. Les isoflavones de soja représentaient déjà un marché de $118 millions de dollars en 2000. Ceci fait partie d'une stratégie pour développer de nouvelles utilisations du soja. 

ADM vise à produire 50% de produits bruts comme les amidons et 50% de spécialités et a investi plus de 500 millions de dollars dans ces développements. Chemical Market Reporter (14MAY01).###

**********************

159 Celera Genomics est en train d'achever l'assemblage du génome de la souris, dont le séquençage a commencé en Avril 2000. La société affirme avoir couvert 6 fois la totalité du génome de 2,6 milliards de pb. La société se lance dans l'annotation. Les SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms, autrement dits les particularités ponctuelles) entre trois souches communes de souris ont été repérés et 2,5 millions ont été caractérisés. Celera Press Release (27APR01). 

**********************

161 Enchira Biotechnology annonce des pertes croissantes dues aux provisions, liées à la perte du procès contre Maxygen. (Enchira Biotechnology Press Release (15MAY01).
Le problème réside dans la technique d'échange de segments de gènes (gene shuffling) du procédé RACHITT™ (RAndom CHImeragenesis on Transient Templates), alors que la première utilisation concrète est publiée dans WM Coco et al.; Nature Biotechnology 19 (APR01) 354-359, voir le Bulletin de Mai) et que Genencor avait signé un accord pour l'utilisation de la technique. (Bulletin d'Octobre 2000).
**********************

162 Genoptera fondée en Janvier 2000 par Bayer et Exelixis développe de nouveaux insecticides et nématiques grâce aux techniques d'évaluation  à haut débit d'Exelixis. Elle vient de bénéficier d'un payement d'étape de Bayer. Exelixis Press Release (21MAY01).

**********************

161 Genencor International et la société Gyros AB d'Uppsala, ont signé un accord provisoire d'un an pour l'utilisation des systèmes de microfluidique de Gyros qui devrait permettre de développer des microlaboratoires destinés à la protéomique dont je n'ai pas bien compris le principe. Genencor Press Release (24MAY01). Les microlaboratoires à un seul usage seraient logés sur un CD et intégreraient des processus "multistep, multisample processes" sur des nanolitres. Des centaines d'analyses peuvent être menées en parallèle, sans canalisations et connecteurs divers.  Genetic Engineering News (15MAY01).
**********************

162 Genzyme Transgenics a signé un accord avec une filiale d'Elan Corporation pour la production d'un anticorps monoclonal d'Elan dans du lait de chèvre. Genzyme Transgenics Press Release via PRNewswire (21MAY01).
**********************

163 Paracel, une filiale de Celera Genomics, vient de lancer une machine et ses logiciels exécutant le programme optimisé NCBI BLAST™ pour l'analyse à grande échelle des homologies et autres similitudes dans les séquences d'ADN. Paracel a réécrit, pour en accroître la rapidité, une partie du programme BLAST du National Center for Biotechnology Information (NCBI), qui est le programme probablement le plus utilisé par les chercheurs en génomique. La BlastMachine est une machine multiprocesseurs basée sur les processeurs Pentium d'Intel et le système d'exploitation Linux. Paracel Press Release (08MAY01).
**********************

La Politique

166 Les souches de Phytophtora infestans (de la pomme de terre très agressives se répandent en Russie du fait de l'apparition de races résistantes, et surtout, de l'incapacité des paysans à se procurer les fongicides. C'est ce champignon qui a causé la famine et un million de morts en 1840 en Irlande. La Russie été plus ou moins préservée jusque là par le fait que le champignon ne survivait pas bien en hiver. Il semble qu'il n'en soit plus de même maintenant.

Un projet réalisé au N.I.Vavilov All-Russian Scientific Research Institute of Plant Industry de Saint Petersbourg associe de nombreux chercheurs étrangers, notamment mexicains (la première invasion venait de ce pays) de Cornell et de Finlande. L'US Department of Agriculture participe également à cet effort. Q Schiermeier; Nature 410 (26APR01) 1011.
**********************

169 Nous avons vu dans le paragraphe 159 que Celera a assemblé la totalité du génome de la souris. Il existe également un consortium public qui est également dans les temps, mais avec des incertitudes stratégiques pour la phase finale du projet (J Knight; Nature 411 (10MAY01) 121). Il utilise également la méthode shotgun qui s'est révélée si efficace mais n'a séquencé que 94% du génome, et seulement 3 fois. Le financement de la dernière phase est en suspens, alors quela phas  initiale avaot été fiancée à la fois par les secteurs public et industriel.

**********************
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