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Concepts et Techniques 

1. L'idée de prédire les fonctions des gènes en utilisant la conservation d'une co-expression avec d'autres gènes dans des systèmes connus est venue à certains. V van Noort et al.; Trends in Genetics 19 (MAY03) 238-242. La seule observation d'une co-expression entre deux protéines n'est qu'un signal faible (comme celui de l'ordre des gènes), mais qui est renforcé par une étude évolutive, et donc des homologies. Ce serait particulièrement utile dans le cas de gènes dupliqués dans un même organisme. 
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2.###Deux articles de l'an passé ont fait apparaître une possibilité intéressante qui m'avait échappé au sein des innombrables publications sur l'interférence ARN: TR Brummelkamp et al.; Cancer Cell 2 (2002), 243–247 et LA Martinez et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (2002) 14849–14854. C'est celle d'une inactivation d'allèles mutés (entraînant, dans ce cas, une oncogénicité) avec une inactivation d'une forme oncogène de K-RAS dans le premier article et de p53 dans le second, sans effet sur le gène normal. EG Moss; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 185-187 commente les possibilités ouvertes par ces constatations. 
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2 bis. Le ciblage de la recombinaison est le Graal des généticiens. Cela ne pose pas de problème pour les procaryotes, mais pour les eucaryotes supérieurs (animaux et plantes, et en dehors des cellules souches embryonnaires de la souris) on n'est jamais arrivé, jusqu'à présent, à obtenir une fréquence décente de l'évènement. On sait cependant que des coupures double-brin de l'ADN augmentent d'environ 1000 fois cette fréquence, ce qui est toujours bon à prendre.

Prenant comme cible un transgène de la GFP affecté d'une mutation inactivant la protéine, on peut essayer de repérer la recombinaison homologue par reconstitution du fonctionnement de la protéine. MH Porteus et al.; Science 300 (02MAY03) 763. Le groupe de D Baltimore a utilisé une coupure par I–Sce I. La fréquence de recombinaison a été augmentée de plus de 40 000 fois, et le taux absolu est passé à 3%, voire 5%. Il faut, cependant, introduire un site Sce dans le gène cible et l'on ne peut, donc, l'utiliser pour des gènes autochtones. Les auteurs ont, par conséquent, utilisé des nucléases chimériques qui permettent de créer des coupures séquences spécifiques. Elles consistent en une fusion entre un domaine liant l'ADN du type doigt à zinc et le domaine endonucléasique de l'enzyme Fok I. De telles chimères fonctionnent sous forme de dimères et il faut organiser la molécule pour que les distances idoines entre les deux domaines soient assurées. On peut même monter plusieurs doigts à zinc, combiner plusieurs nucléases, etc…

Si la coupure par I–Sce I donne des recombinaisons stables (GFP fonctionnelle), celles par les nucléases chimériques disparaissent progressivement de la population. C'est apparemment un problème de toxicité de l'expression des nucléases qui devrait pouvoir être corrigée par une meilleure spécificité.

Le montage de nucléases chimériques dans le même but, avec des moyens similaires, chez Drosophila et dans le gène yellow, est également décrit par des chercheurs de l'Utah, M Bibikova et al.; p. 764.
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4. L'assemblage des protéines régulatrices dans ces complexes combinatoires permettant la finesse des régulations fait l'objet d'un article de T Pawson et al.; Science 300 (18APR03) 445-452. On sait repérer de telles protéines au sein des annotations de génomes, mais cela ne révèle pas, pour autant, directement leur rôle. On ne sait pas, également, comment elles sont assemblées au sein des machines moléculaires qui sont les vrais régulateurs, même si on sait reconnaître les domaines permettant les interactions entre protéines au sein des complexes ainsi qu'avec d'autres molécules comme l'ADN, les lipides ou de petites molécules comme les nucléotides.

La nature modulaire de ces domaines, ainsi que la flexibilité des interactions a, incontestablement, facilité l'évolution des voies métaboliques. 
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7. Beaucoup d’eucaryotes connus ont subi, à un moment ou à un autre, une duplication de leur génome, comme le montrent ceux qui ont été séquencés. Les diploïdes actuels Saccharomyces cerevisiae, homme, maïs ou Arabidopsis sont des tétraploïdes qui s'ignorent. Par diverses modifications géniques, ils sont retournés à un état fonctionnel diploïde. Cette polyploïdisation est en général le résultat d'une hybridation rare qui, en général, entraîne une stérilité du fait d'incompatibilités méiotiques. Ces diploïdes hybrides disparaissent donc, sauf en cas de multiplication végétative éventuelle. Dans de rares cas émergent des tétraploïdes qui sont automatiquement débarrassés de cette incompatibilité (il existe deux exemplaires appariables de chaque chromosome). Ceci a été observé, il y a longtemps chez un hybride stérile de première génération de Primula floribunda et Primula verticillata reproductible par bouturage. Un jour, un exemplaire de ces boutures a produit fleurs et feuilles nettement plus grandes (signe fréquent d'une polyploïdisation), mais surtout fertile. C'est un exemple d'une duplication de génome permettant la stabilisation d'un hydride sous forme tétraploïde. 

La polyploïdie soulève des problèmes de régulation, dans la mesure où la cellule a besoin, à tout instant, d'une quantité adéquate d'un produit génique donné pour fonctionner. Si on double le nombre de gènes fonctionnels, on doit modifier, d'une façon ou d'une autre, l'ensemble des régulations. KL Adams et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4649-4654, s'intéressent à ce basculement des régulations. 
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8.### La revue de M Stitt et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 136-144, examine l'exploitation des mesures des teneurs en métabolites pour débroussailler les voies métaboliques, objet du nom pompeux de "métabolomique" 

On commence à pouvoir effectuer ces mesures de classes spéciales de métabolites en 

Les techniques disponibles permettent de cribler la surproduction de rares substances bioactives dans des espèces différentes. Elles permettent également d'étudier les régulations spatiales et temporelles des voies métaboliques. On sait effectuer des prélèvements ad hoc, disséquer les tissus au laser et fractionner les cellules avant d'analyser les fractions. Les techniques de transfert d'énergie de fluorescence permettent de révéler les interactions entre 


récepteurs ou transporteurs et leurs ligands. On peut également révéler les étapes limitantes, dans la mesure où on peut mesurer les flux. Ceci signifie qu'on peut, également, révéler les effets de mutations interrompant les flux ou mesurer l'effet des intrants agronomiques. Une des utilisations intéressantes est celle de l'analyse des réponses aux stress. 

Le défi immédiat est l'intégration "utile" de ces informations issues des profils métaboliques dans un corpus accessible.
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9. Un commentaire de BO Palsson et al.; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 195-198, complétant celle de S Klamt et al.; Trends Biotechnology 21 (JAN03) 64–69 discutent de la définition des voies métaboliques, basée sur les interactions dans les réseaux métaboliques. Il insiste sur plusieurs erreurs liées à une approche trop théorique, ignorant les aspects biochimiques, physiologiques et tout simplement pratiques.
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10.### Les GTPases Rho (Ras homolog) sont une sous-famille de GTPases qui comprend trois sous-groupes (Cdc42, Rac et Rho1, un nom intempestif dans ce cas). Elles sont impliquées dans la transmission de signaux différents pour chaque catégorie. Elles possèdent des caractéristiques communes. La plus importante est d'être actives quand liées au GTP, et inactives quand elles hydrolysent ce GTP en GDP. Ce basculement est régulé par des facteurs extracellulaires. Parmi ces facteurs, il y a certains pathogènes. 

Ce qui est curieux c'est que certaines des bactéries pathogènes produisent des facteurs de virulence activant ou inactivant les GTPases Rho. Une revue sur les acquis récents dans ce domaine est parue avec P Boquet et al.; Trends in Cell Biology 13 (MAY03) 238-246. Ces chercheurs de Nice discutent de la signification de ces effets opposés. On peut considérer que cela représente, soit une adaptation fine à l'hôte, soit une réaction de l'hôte à l'invasion. 

Mais une stimulation trop forte des GTPases peut entraîner des dégâts cellulaires et a, par ailleurs, pour effet de stimuler les défenses innées, ce qui est dangereux pour les bactéries n'ayant pas encore rejoint un refuge bien abrité, de sorte que les facteurs activateurs doivent être rapidement tempérés après la phase initiale, si la bactérie ne veut pas voir sa cellule-hôte se disloquer et l'organisme réagir. 
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Les Productions Végétales

Les gènes et les génomes 

11.### Les diverses publications de l'an passé dévoilant et commentant les séquences génomiques plus ou moins complètes du riz donnent lieu à une rafale de commentaires dont plusieurs dans Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03). Ce génome comporte environ 430 Mb contre 130 Mb pour Arabidopsis.

Le projet International Rice Genome Sequencing Project (IRGSP), lancé en 1997 lors du Fifth Congress of Plant Molecular Biology à Singapore (21-27 Septembre 1997) a été lancé par plusieurs organisations nationales. L'historique et les résultats de ce projet sont analysés par M Delseny; p.101–105. En fait quatre consortium non-communiquants se sont attelés à cette tâche, la Chine décidant de procéder seule, dans le cadre de sa politique d'indépendance technologique et de lutte contre le monopole américain (voir le §138). 

Le consortium chinois (J Yu et al.; Science 296 (05APR02) 79-92) a publié l'ébauche à 92% de la séquence du génome du riz indica. (Bulletin de Mai 2002 §7) et T Sasaki et al.; Nature 402 (04APR02) 312-316. 

Les séquences des chromosomes 1 de 43,3 Mb et 4 du riz japonica Nipponbare ont été respectivement établies par des groupes japonais et chinois et publiées dans T Sakata et al.; Nature 420 (21NOV02) 312-316 et Q Feng et al.; p.316-320 dans le cadre de l'IRGSP. Des ébauches satisfaisantes des douze chromosomes sont maintenant disponibles. Ces séquences ont été comparées à celles du riz indica.(Voir le Bulletin de Décembre 2002 §17).

Syngenta a, de son côté, publié une ébauche de séquence à 93%. Depuis la firme annonce disposer d'une séquence plus complète (SA Goff et al.; Science 296 (05APR02) 92-100) en collaboration avec Myriad Genetics, et Monsanto a également établi une séquence privée, en collaboration avec l'University of Washington, mais utilisant la même stratégie que l'IRGSP, a permis d'incorporer régulièrement ses données dans la base de l'IRGSP. 

On retrouvera dans H Schoof et al.; p.106–112, une liste des sites web où on trouvera des données sur les génomes du riz à la page 107. 

M Delseny discute des stratégies de séquençage des différents groupes, des caractéristiques générales des séquences découvertes. L'auteur insiste sur le fait qu'au-delà des résultats actuels la qualité des séquences finales est primordiale. L'objectif final est, en effet, la capacité à prédire le phénotype des séquences et des allèles observés. La publication des assemblages de chromosomes artificiels (BACs ou dérivés de P1) aussitôt réalisée (permettant une vérification) qui participe de cette stratégie d'amélioration continuelle est soulignée. 

L'estimation initiale du nombre de gènes du riz fluctue dans des proportions considérables, du fait du caractère encore approximatif des séquences. 

Il reste donc du travail de raffinement sur la planche. H Schoof et al.; p.106–112 reviennent sur ce problème et explication possibles et analysent les stratégies utilisées pour annoter les génomes. Voir également la revue de PD Rabinowicz et al.; p.150-156 qui discute des techniques de découverte de gènes dans les séquences par shotgun (en gros, séquençage au hasard et réassemblage par logiciels). 

La génomique comparative indique qu'il existe des différences importantes entre les génomes de riz et d'Arabidopsis, également séquencés. Les synténies (gènes dans le même ordre), en particulier, ne sont que très partielles, alors qu'entre céréales, elles sont relativement conservées (JL Bennetzen et al.; p.128–133). Cette synténie est apparue dès le début pour des QTLs d'intérêt agronomique ceux de nanisme qui se retrouvent dans le même ordre. Ces derniers auteurs soulignent qu'il faut examiner avec soin les microarrangements (peu détectables par recombinaison) entre les gènes comme ils l'ont fait remarquer chez le maïs. 

Le nombre des gènes n'est probablement pas, dans ce cas, plus important que la fluidité du génome introduite par l'activité des éléments mobiles, mais le séquençage des génomes de riz a finalement éliminé beaucoup des séquences répétées. Les examens partiels réalisés indiquent que ces élément mobiles, notamment les rétrotransposons de type LTR (Long Terminal Repeats) ne sont pas à la même place dans les génomes de céréales qui ont été étudiés de ce point de vue. Ces séquences sont très voisines, de sorte que les logiciels servant à ordonner les fragments les regroupent, alors qu'elles sont dispersées dans le génome, ce qui complique la localisation. Les rétrotransposons sont, apparemment, concentrés dans les régions intergéniques et combinés dans de longues séquences de transposons emboîtés (un peu moins chez les riz). D'une façon générale, ces répétitions d'éléments transposables peuvent être réduites par une excision liée à des recombinaisons, mais comme la rétrotransposition, elle même, ne nécessite pas une excision elle participe massivement à l'expansion du génome. 

PD Rabinowicz et al.; p.150-156 discutent de méthodes alternatives pour séquencer uniquement les régions riches en gènes, notamment en partant des cDNAs (mais ils sont rarement complets) ou des ESTs. Mais il faut se méfier des gènes uniquement exprimés dans certaines circonstances, qui sont très faiblement représentés dans les banques existantes, alors que les gènes de "ménage" sont sur-représentés et redondants. Ils discutent, en particulier, de l'utilisation des transposons ADNs actifs comme Mutator ou Activator. Les séquences flanquantes sont un bon complément des ESTs. Mutator a cependant le défaut (ou la qualité) de ne pas s'insérer au hasard, et Activator de s'insérer au voisinage immédiat de son point de départ. 

M Hanin et al.; p.157–162 s'intéressent aux problèmes de la recombinaison homologue tant souhaitée mais si élusive. Ils soulignent que l'on commence à mieux comprendre cette recombinaison. Mais il reste à en tirer des conclusions opérationnelles pour une insertion ciblée. La recombinaison somatique est particulièrement intéressante chez les plantes dans la mesure où la lignée germinale se différencie très tard dans la vie de la plante. 

DJ Segal et al.; p.163–168 décrivent l'état de l'art dans le domaine des protéines synthétiques se à l'ADN et permettant, ainsi, de réguler l'expression. C'est le cas de protéines artificielles à doigts à zinc se liant de façon séquence-spécifique, qui permettent de bloquer ou d'activer les séquences régulatrices de gènes.
D'une façon générale, l'utilisation des seules séquences codantes fait perdre l'information résidant dans les séquences non-codantes qui sont potentiellement intéressantes et sont seules récoltées par séquençage intégral.

On pouvait s'attendre à une plus grande synténie, mais les génomes des angiospermes sont, d'une façon générale, très remaniés pour des raisons inconnues (D Ware et al.; p.121–127).La macro-colinéarité et en gros conservée, mais la micro-colinéarité laisse la place à plus de fantaisie entre céréales. Ces derniers auteurs préparent d'ailleurs une base de données, Gramene, préparant la comparaison des séquences entre céréales. Cette comparaison peut déjà commencer entre les variétés indica et japonica du riz (B Han et al.; p.134–138). Ils observent une bonne conservation de la micro-colinéarité et le contenu génique entre ces deux types, mais aussi un nombre significatif de réarrangements et de polymorphismes. Les adaptations différentes en sont probablement le résultat. 

On développera certainement les marqueurs de type SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) pour les différentes variétés de façon à suivre les croisements et sélectionner des écotypes idoines.

Les micro-régions où des divergences apparaissent entre les deux types de riz sont également celles qui ont tendance à diverger chez les autres céréales. Ceci indique les régions subissant une évolution rapide. 

Gènes et introns peuvent disparaître facilement, ainsi dans le gène waxy deux introns présents chez le riz et le maïs ont disparu chez les autres céréales. Les différences entre gènes en tandem indiquent, par ailleurs, qu'ils se forment et sont facilement perdus. D'une façon générale, le génome du riz est relativement stable parmi les graminées. La colinéarité des gènes observée au niveau recombinationnel est souvent perdue au niveau de la structure locale du génome. 

Plusieurs types de gènes présentent des différences notables entre Arabidopsis et les riz. Ainsi, en dehors d'un homologue de CONSTANS, plusieurs gènes de période de floraison repérés chez Arabidopsis sont absents chez le riz (T Izawa et al.; p.113–120). Plus important, tous les gènes de résistance du type TIR–NB–LRR (Toll-Interleukin Region–Nucleotide-Binding Site–Leucine-Rich Repeat) sont absents du riz et probablement des autres céréales. 

 Arabidopsis n'est certainement pas un bon modèle pour trouver des traces de la domestication (mais la comparaison avec le colza serait intéressante). 

La diversité des riz sauvages est analysée par DA Vaughan et al.; p.139–146 qui extraient les conséquences des processus de domestication, de spéciation et d'adaptation écologique des différentes formes. Ils soulignent que les variétés sauvages sont une riche source de variabilité génétique, même pour cette plante domestiquée depuis des millénaires. 

Le riz cultivé possède un génome AA qui s'est, apparemment, mieux prêté à la domestication. La sélection naturelle et la sélection humaine (au cours de la domestication) ont eu des conséquences différentes. Les riz asiatiques dérivent d'O.rufipogon sensu lato qui inclue à la fois des écotypes annuels et pérennes correspondant à des régimes hydriques différents qui sont associés à des gènes dispersés dans le génome. Ceci semble dériver de la variabilité génétique naturelle des riz sauvages. La domestication et la différenciation des indica et japonica correspondent, au contraire, à des gènes groupés. C'est d'ailleurs, un caractère commun à toutes les céréales. Toutes les graminées ne sont pas aussi faciles à domestiquer. C'est notamment le cas pour une graminée proche parente sauvage du riz, Zizania. 

Inversement les riz "mauvaises herbes" sont un problème permanent. Leurs épillets disséminent facilement leurs graines, ce qui entraîne une persistance dans les champs cultivés. 
Des données génomiques indiquent que ces formes fâcheuses de riz correspondent à une "dégénérescence" des variétés cultivées, avec évolution de groupes de gènes associés à la domestication. C'est un peu le syndrome de la domestication à l'envers.

La disponibilité de plus de 300 000 ESTs publiques, l'identification récente de 2528 protéines et l'accumulation rapide de cDNAs complets vont amplifier nos possibilités dans l'élucidation du génome de cette plante dont le génome est le plus petit des génomes de céréales.
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12. Le caractère pérenne est recherché chez certaines plantes cultivées. C'est le cas des céréales dans certaines circonstances. Ce serait, en particulier intéressant pour des hybrides qu'on n'aurait pas besoin de ressemer, notamment dans les pays en développement. C'est aussi un caractère utile pour éviter l'érosion des sols dans les régions montagneuses. Ce caractère pérenne d'une plante comme le caractère annuel sont des moyens de contourner les aléas écologiques. L'acquisition du caractère rhizomateux chez le riz et le sorgho ont été étudiés par des chercheurs de l'IRRI (voir le Bulletin de Mai §15) associés à des chercheurs de la Yunnan Academy of Agricultural Sciences et de l'University of Georgia. FY Hu et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (01APR03) 4050-4054.

Oryza comporte, parmi ses 23 espèces, quatre espèces pérennes, Oryza longistaminata, Oryza officinalis, Oryza australiensis et Oryza rhizomatis. O.longistaminata est la seule de ces dernières avec le génome AA du riz cultivé, Oryza sativa. C'est une espèce sauvage allogame de l'Afrique tropicale. 

Le caractère rhizomateux a été analysé dans un croisement entre Oryza sativa et Oryza longistaminata. Deux locus, Rhz3 sur le chromosome 4 et Rhz2 sur le chromosome 3, correspondent à ce caractère. Plus intéressant, la cartographie indique que ces deux locus correspondent à des QTLs gouvernant le même caractère chez le sorgho sauvage Sorghum propinquum. Ces deux gènes sont probablement les principaux régulateurs de cette différenciation, et ceci chez plusieurs Poacés.

Plusieurs autres QTLs affectant l'abondance des rhizomes ont été identifiés chez O.longistaminata qui correspondent aux QTLs de S.propinquum. 
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14. R Bhalerao et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 206-213, font l'historique de la génétique moléculaire des arbres forestiers. 

La biotechnologie des arbres a surtout concerné l'amélioration du bois en vue d'une utilisation en papeterie, avec des travaux sur les pins et les peupliers. (Voir, en particulier le § 37) Peu de travaux ont été consacrés à d'autres caractéristiques. 

La génomique serait intéressante de ce point de vue. La génomique des arbres a commencé, pour des raisons de rapidité et de faible coût, avec les projets d'ESTs, chez le pin et les peupliers, naturellement.

On dénombre actuellement 80 000 ESTs de pin (www.pinetree.ccgb.umn.edu) et plus de 130 000 de peuplier (www.poppel.fysbot.umu.se). De plus 80 000 ESTs de bouleau auraient été séquencées. Un projet de séquençage génomique du peuplier a été récemment lancé par le Department of Energy (www.ornl.gov/ipgc). Des industriels ont lancé, de leur côté, des projets ESTs de l'Eucalyptus et de Pinus radiata. 

On constate, par ailleurs, un gros effort sur les cDNAs considérés globalement et pas seulement pour quelques gènes présumés intéressants. On a d'ailleurs crû un certain temps que de nombreux gènes des arbres leur étaient particuliers, car on ne trouvait pas beaucoup d'homologies avec les autres plantes. Mais quand on a poussé la caractérisation des ESTs au-delà des 400-500 pb usuelles en passant à 800 pb, cette particularité s'est nettement atténuée.

Le développement du xylème est un caractère crucial dans ce type de recherches, et elles ont effectivement été développées dans ce sens. Les premiers modestes réseaux ADN basés sur les premiers lots d'ESTs isolées comportaient 2500 sondes et ont été utilisés dans ce but. Les prochains réseaux comporteront 20 000 sondes dérivant de 100 000 ESTs séquencées.

Le Joint Genome Institute (www.jgi.doe.gov) du Department of Energy va séquencer six fois (signe d'une relative fiabilité), le génome du peuplier (550 Mb). 

Le problème du génome des Gymnospermes est considérable car leur génome est gigantesque avec, en moyenne, 15 500 Mb. Cela rend très faible la probabilité d'une séquence génomique complète, sauf développement technique majeur. 

Des QTLs pour divers caractères du bois ont été cartographiés chez diverses espèces exploitées, mais leur utilisation dans l'amélioration génétique reste très limitée, car on n'arrive pas à identifier les gènes importants au sein de ces locus. Il est, en effet, très difficile d'obtenir des lignées isogéniques (à cause de la longue période juvénile) et l'on ne dispose pas de suffisamment de gènes déjà séquencés. Le peuplier se prête mieux que les autres à ces analyses, car on sait le transformer, son génome est petit, et il pousse rapidement. Par ailleurs on possède déjà 46 000 BACs (chromosomes bactériens artificiels) positionnés au sein d'une carte physique et plusieurs centaines de marqueurs SSR (Single Sequence Repeats) positionnés. 

Les auteurs soulignent l'utilité d'Arabidopsis dans l'identification des gènes régulateurs de la formation du bois. Arabidopsis montre, en effet, une croissance secondaire (mais limitée). On connaît ainsi une lignée avec un gène marqué par du T-DNA d'Agrobacterium dans un gène homologue d'un gène exprimé dans le cambium vasculaire (méristème engendrant les tissus conducteurs et permettant la croissance en épaisseur de la tige et donc du bois) du peuplier. On a, ainsi, pu rapidement identifier la fonction de ce gène. 


Les applications biotechnologiques ont essentiellement porté sur la modification qualitative et quantitative de la lignine et sur la teneur en cellulose. 

Ce qui serait également intéressant serait d'améliorer la productivité. En effet, si on utilise massivement les bois tropicaux (plantés ou non), c'est que leur croissance est plus rapide. Si on pouvait, en manipulant les cambiums vasculaires, augmenter la productivité d'arbres de nos régions ce serait intéressant. Un ministre de la recherche m'ayant un jour demandé comment obtenir un chêne ayant l'apparence d'un chêne centenaire dans sa propriété, je n'ai pu lui répondre qu'il fallait que, dans l'état de la technique, il fallait vendre sa propriété et en acheter une autre où se trouvait déja un chêne centenaire. On peut sélectionner des arbres poussant plus vite, mais la qualité du bois s'en ressent probablement, et de toute façon il faut évaluer de très nombreux individus. 

On a repéré une action favorable de diverses hormones, ainsi que du phytochrome. Le défaut de ces approches est que tous ces effecteurs ont des effets très variés sur la plante, et il vaudrait mieux agir de façon très spécifique sur les cambiums et leurs mitoses.

S'il s'agit de la qualité du bois, il ne faut pas perdre de vue que le vaisseau du bois (xylème) passe par plusieurs étapes au cours de sa différenciation, et que ces étapes sont interdépendantes. Une bonne étude génomique devrait donner les clés de ces régulations.

Pour la croissance en hauteur, les arbres présentent des difficultés particulières avec une alternance de croissance et de dormance du méristème apical, une transition de la phase juvénile à la phase de maturité (avec floraison périodique) qu'il faudrait démêler. Il faut se rappeler que le peuplier peut attendre 20 ans cette transition. La raison de ce délai considérable est inconnue, et l'on ne sait, en particulier, pas s'il existe une contre-partie chez les plantes annuelles. Pourtant la maîtrise de la floraison serait d'un intérêt considérable pour l'accélération de l'amélioration génétique. La seule réserve est que, pour répondre aux questions du public, il faudrait, en même temps, empêcher les arbres transgéniques de fleurir!!!. Ce n'est pas impossible. Pour découvrir les gènes intervenant dans la floraison et leurs promoteurs, il faudrait attendre des décades. Là encore il faudrait utiliser des variants à floraison précoce d'arbres à floraison tardive et y introduire les transgènes.
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L'expression génique

15. ### Une revue d'un chercheur de Rohm & Haas porte sur la régulation de l'expression génique par des effecteurs chimiques de synthèse M Padidam; Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) 169-177.

Il faut que le promoteur soit très peu actif en dehors de l'induction et l'activateur chimique doit être très spécifique et efficace. On connaît la plupart de ces systèmes avec la tétracycline, les stéroïdes comme la dexaméthasone, l'œstradiol, le cuivre, l'éthanol, le benzothiadiazol, les safeners d'herbicides (substances ajoutées aux herbicides pour protéger certaines plantes de leurs effets, comme l'anhydride naphthalique (NA), le triasulfuron (T), ou le phénobarbital), et l'insecticide methoxyfenozide.

 Ces systèmes contiennent deux unités transcriptionnelles. La première utilise un promoteur constitutif pour produire un facteur de transcription répondant à l'inducteur. Ce facteur de transcription peut être spécifique de tissu, cellule ou stade du développement, et agit sur la deuxième unité formée d'une série de copies de séquences cibles (pour augmenter la probabilité de reconnaissance) associées un promoteur 35S tronqué qui active le transgène. On pilote le système avec un activateur adéquat ou en supprimant une répression. Un schéma résume les constructions.

 C'est surtout une mise au point récente, car il y en a eu bien d'autres auparavant (voir, par exemple, la revue de SY Corbel et al.; Current Opinion in Biotechnology 13 (OCT02) 448-452 analysée dans le bulletin d'Octobre 2002 §3). Les limites de ces systèmes sont bien évoquées.

Le système TetR (répresseur libéré de sa cible par l'antibiotique) nécessite de hautes concentrations de TetR dans le noyau et cela peut se révéler toxique pour les plantes. Le système inverse (tTA) implique la fusion de TetR avec le domaine activant la transcription de VP16 d'un virus de l'herpès simplex. L'expression est bloquée en présence de l'antibiotique. Dans ce système l'expression de base est très faible. On l'a adapté au Tabac et à Arabidopsis. L'amélioration a porté sur une recherche d'autres antibiotiques voisins et c'est la doxycycline qui a gagné le tournoi. 

Ces deux versions sont basées sur la répression des promoteurs. Il existe une version basée sur l'activation d'un promoteur développée en 1992 par Gossen et Bujard, mais elle n'a pas été appliquée, jusqu'à présent aux plantes. 

L'intérêt des inducteurs stéroïdiens tient au fait que le récepteur correspondant est bloqué dans le cytoplasme en l'absence du ligand et ne migre dans le noyau qu'en sa présence. 

Le récepteur des glucocorticoïdes a été utilisé pour commander plusieurs gènes chez les plantes. Le système dit GVG comporte le domaine liant l'ADN DBD de la protéine GAL4 de Saccharomyces cerevisiae, le domaine d'activation AD de VP16 et le domaine reconnaissant le ligand du récepteur des corticoïdes. 

Une amélioration récente consiste à amplifier le messager produit après induction par une réplicase virale. Ceci augmente très sensiblement le niveau apparent d'expression. 

L'induction par l'œstradiol a été utilisée dans des lignées cellulaires de maïs, et une version basée sur la protéine LexA d'E.coli dans Arabidopsis où il ne se révèle pas toxique. On peut même combiner le système TetR avec l'induction par les œstrogènes. Mais le grand défaut de ces systèmes est l'impossibilité de les étudier à grande échelle au champ. 

De ce point de vue, l'utilisation comme inducteurs d'insecticides déjà autorisés (mais pas pour cet usage), agissant sur le récepteur de l'ecdysone a été envisagé par Novartis, Rohm & Haas et Pioneer. Le montage de Rohm & Haas est basé sur le récepteur de l'ecdysone de Choristoneura fumiferana. Il a été optimisé en jouant sur la position des domaines liant l'ADN de GAL4 ou LexA, le domaine activateur de VP16 et le domaine reconnaissant le ligand du récepteur. Parmi les inducteurs potentiels il y a l'insecticide méthoxyfenozide qui se déplace facilement dans la plante.

L'induction par l'éthanol a été étudiée chez Arabidopsis, la tomate et la pomme de terre dans différentes conditions. Les auteurs ont observé une expression de base non négligeable. 

L'induction par le cuivre pose des problèmes de disparités très sensibles de l'expression suivant la plante, les organes de la plante, etc… et la réponse du facteur de transcription ACEI (Activating Copper metallothionein Expression I) doit être mesurée pour chaque cas, ce qui rend le système assez lourd. 

L'utilisation de promoteurs endogènes sensibles à des inducteurs chimiques est, en général, à déconseiller car ils confèrent un niveau d'expression de base non négligeable et tend à avoir un effet pléïotrope. Quant aux promoteurs endogènes induits par les safeners, il ne sont manifestement pas fait pour une expression prolongée. 
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17. L'épissage protéique est une modification post-traductionnelle où un fragment interne (intéine) est excisé et les deux fragments externes sont raboutés. L'intéine est une protéine stable qui intervient dans le découpage de la protéine, la ligation et qui peut avoir, en outre, une activité d'endonucléase spécifique, mais dans un domaine séparé entre les deux extrémités de l'intéine (deux fragments de 123, N-terminal et 36 acides aminés C-terminal). Pour ceux que cela intéresse voir la revue de XQ Liu; Annual Review of Genetics 34 (2000) 61-76.
On ne connaît pas d'intéines chez les plantes. On en connaît, par contre quatre chez la cyanobactérie Synechocystis PCC6803. Le gène dnaE code une version interrompue (par 745 kb d'ADN) de la sous-unité  de l'ADN polymérase III (DnaE) La séquence dnaE-n code les premiers acides aminés (N-terminaux) de DnaE, tandis que dnaE-c codent les 42 acides aminés C-terminaux de la sous-unité. Les deux portions sont transcrites à partir des brins opposés (N-extéine) et (C-Extéine) fusionnées avec les fragments correspondants de l'intéine. Les fragments de l'intéine se rejoignent après traduction et donnent lieu à l'épissage entre ces deux fragments. L'intéine est donc elle-même interrompue. Elle fonctionne chez les plantes.

Des chercheurs de DuPont de Nemours viennent de l'exprimer chez Arabidopsis, et d'y réaliser une opération de trans-épissage protéique en fusionnant, d'une part, la partie N-terminale de la -glucuronidase avec la partie N-terminale de l'intéine et, d'autre part, la partie C-terminale de l'intéine avec la partie C-terminale de la -glucuronidase et en rassemblant les deux constructions dans une même plante.

Par ailleurs, HG Chin et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4510-4515 démontrent l'existence d'un trans-épissage protéique par la même intéine dans le chloroplaste du Tabac. Ceci permet la reconstruction de l'enzyme mutée induisant la résistance au glyphosate (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase ou EPSPS) à partir de deux fragments artificiellement séparés, par exemple l'un dans le chloroplaste et l'autre dans le noyau!!!. Ceci est intéressant, car on pourrait envisager une cyclisation ou une polymérisation de protéines possible. De plus le transfert d'une transgène ainsi découpé limite la probabilité de transfert incontrôlé. 
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Le développement

18. Les fonctions des gènes des groupes trithorax activateurs et Polycomb répresseurs sont surtout connus pour leur régulation des gènes homéotiques chez la Drosophile. Bien que les gènes homéotiques régulassent l'identité des organes, ils ne sont pas apparentés entre les animaux et les plantes, ces deux types d'organismes ayant développé la multicellularité de façon indépendante. On a, cependant, identifié des gènes de plantes, comme CURLY LEAF (CLF) et MEDEA (MEA), par exemple, fonctionnant de la même façon que les Polycomb animaux. On ne connaissait pas d'équivalents des gènes Trithorax chez les plantes. C'est fait. R Alvarez-Venegas et al.; Current Biology 13 (14APR03) 627-637 viennent de montrer qu'ATX-1 (pour ARABIDOPSIS TRITHORAX1), d'Arabidopsis, est un gène de ce type et qu'il active (comme les gènes trx) l'expression de gènes homéotiques floraux. Il code une histone H3K4 méthyltransférase (Histone3 Lys4). On trouve donc, chez les plantes, ce type de régulations épigénétiques.
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19. L'utilisation des dernières données génomiques sur le riz et Arabidopsis pour comparer les voies de régulation de la floraison est traitée par T Izawa et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) 113-120.

Arabidopsis est une plante usuellement de jours longs. Plusieurs voies sont impliquées avec des systèmes intégrateurs. Un tableau rassemble tous les homologues entre Arabidopsis et riz indica. 

Les photorécepteurs phytochromes et cryptochromes sont analysés. PHYD et PHYE manquent chez le riz. 

Les gènes CONSTANS (CO), un gène régulateur apparenté à ceux de l'horloge circadienne), CONSTANS-LIKE1 (COL1) et COL2 d'Arabidopsis sont très voisins du QTL majeur de la période de floraison Heading date1 (Hd1) du riz. CONSTANS-LIKE1 (COL1) et COL2 d'Arabidopsis ne sont apparemment pas impliqués dans la régulation de la floraison mais dans l'horloge circadienne. FLOWERING LOCUS T (FT) d'Arabidopsis est un gène en aval de CO dans la cascade et un des intégrateurs. TWIN SISTER OF FT chez Arabidopsis et dix gènes FT-like du riz, dont Hd3a (un autre QTL de période de floraison) sont apparentés. Ce nombre 


élevé chez le riz suggère qu'ils ont acquis d'autres fonctions. Le gène SOC1 d'Arabidopsis (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1), qui est une autre cible directe de CO et un autre intégrateur, possède une orthologue chez le riz, et ainsi de suite. Il existe donc de bonnes indications sur des acteurs communs.

Les auteurs discutent les voies en jours longs et en jours courts en se basant sur les données actuelles, avec un schéma simple, mais probablement trop simple.
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20. La formation des bourgeons axillaires (ceux qui vont donner lieu à la ramification des tiges) dépend de la différenciation de leurs méristèmes. Le développement de ces derniers est soumis à la dominance apicale (assuré par l'auxine et contre-battue par les cytokinines). On ne sait pas bien s'ils dérivent d'une néoformation ou s'ils se détachent du méristème apical avec une continuité des cellules souches. Un gène impliqué dans cette différenciation, LATERAL SUPPRESSOR (LAS) vient d'être analysé. Les mutants las d'Arabidopsis ne possèdent pas de tiges latérales. Cette régulation évolue au cours les différentes phases du développement. Durant la phase végétative, les méristèmes latéraux se forment autour du méristème apical, mais à distance de celui-ci et la fonction LAS est nécessaire. Au contraire, durant la phase reproductrice, il n'y a pas besoin de LAS et les méristèmes se forment au contact du méristème apical. Ce type de régulation est conservé chez la tomate (où LAS s'appelle LS) et Arabidopsis, avec une différence qui consiste, chez la tomate, en la formation de seulement deux tiges durant la phase reproductrice, avec des méristèmes se formant de façon plus rapprochée du méristème apical durant la phase végétative. Le suivi de l'expression de LAS et SHOOT MERISTEMLESS (STM) qui est exprimé dans tous les méristèmes caulinaires et assure la formation et le maintien du méristème apical) montre que d'autres régulateurs de la ramification de la tige, comme REVOLUTA et AUXIN RESISTANT 1, agissent en aval de LAS. T Greb et al.; Genes & Development 17 (01MAY03) 1175-1187.
LAS code vraisemblablement un facteur de transcription, comme cela a été démontré pour LS. 
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La Physiologie des Plantes 

21. Des chercheurs de Cadarache ont publié une revue sur la chlororespiration. G Peltier et al.; Annual Review of Plant Biology 53 (2002) 523–550.

La chlororespiration est un système de transport d'électrons relativement contesté, interagissant, au niveau des thylakoïdes, avec le système de transport des électrons provenant de la photosynthèse.

Son existence a été l'objet de querelles continues, la possibilité d'interactions redox avec les mitochondries, notamment par les plastoquinones qui sont des intermédiaires dans les deux cas, ayant pu être invoquée. 

La chlororespiration apparaît comme une voie relativement mineure dans les thylakoïdes des chloroplastes. Elle pourrait, cependant, jouer un rôle dans régulation de la photosynthèse en modulant le cycle des électrons autour du photosystème I. Dans des plastes non photosynthétiques les transporteurs d'électrons de cette voie sont plus abondants et pourraient jouer un rôle dans le bilan énergétique.
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22.### On vient de décrire un moteur à GDP de translocation des protéines dans l'enveloppe externe du chloroplaste. E Schleiff et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4604-4609.
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23.### Le rôle des canaux à potassium dans la régulation du potentiel de membrane est bien connu. La régulation de la fermeture des stomates par un canal d'exportation du potassium K+ est traitée dans un article d'un consortium français. E Hosy et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5549-5554. 

Un gène de type Shaker d'Arabidopsis code, comme son nom l'indique, GORK, un canal à K+ (voltage Gated Outwardly Rectifying Channel) de la membrane plasmique des cellules de garde qui est activé quand la membrane est dépolarisée. 
Le mutant gork-1 par insertion n'assure plus la fonction d'exportation du K+. Le mutant dominant négatif gork présente une fermeture lente des stomates, ce que l'on explique par une différence entre potentiel et flux de K+.

Ce rôle se superposerait aux réponses de fermeture sous l'action de l'acide abscissique (ABA) ou de l'obscurité, et qu'il existerait un flux résiduel de potassium chez gork-1 dû à d'autres mécanismes. Les auteurs se posent la question de savoir si ces mécanismes fonctionnent en parallèle avec celui décrit, ou s'ils entrent en action quand GORK1 est inactivé.

Le rôle du calcium est évoqué dans le commentaire de JI Schroeder p.4976-4977.
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24. Un consortium également centré sur le groupe de Sentenac démontre que la recirculation du sodium dans le phloème entre racines et tige grâce au gène HKT1 d'Arabidopsis est nécessaire à la tolérance à la salinité. P Berthomieu et al.; The EMBO Journal 22 (01MAY03) 2004-2014.

Deux mutations alléliques récessives d'Arabidopsis, sas2-1 et sas2-2, entraînent une accumulation de sodium dans les tiges. La mutation sas2 correspond 


au gène HKT1 qui est exprimé dans tout le phloème. Ses effets ont été étudiés dans l'ovocyte de Xénope. La mutation sas2-1 déprime la concentration du Na+ dans le contenu phloémien, et l'hyper-accumulation dans tous les organes aériens, sauf la tige, et à une perte dans les racines.
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25. On trouvera dans M Seki et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 194-199, une revue sur les réponses, au niveau moléculaire, à la sécheresse, à la salinité et au froid. Elle analyse les gènes activés et les voies impliquées dans ces réponses qui sont très imbriquées. 
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26. La révélation de la séquence complète (ou presque voir le §11) du riz permet déjà de décortiquer de façon théoriquement exhaustive les voies de régulations métaboliques et physiologiques. C'est ce que font les chercheurs du Torrey Mesa Research Institute (lié à Syngenta). Ils décrivent le réseau des gènes du riz qui sont impliqués dans les réponses aux stress et au développement du grain. B Cooper et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4945-4950.
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27. T Hashimoto et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 163-168 discutent de la synthèse des alcaloïdes. On connaît 12 000 structures d'alcaloïdes. La voie complète de la synthèse de la caféine à partir de 7-méthylxanthoside a été reconstituée in vitro. On a montré que la synthèse de plusieurs alcaloïdes est gouvernée par le jasmonate, une hormone de stress. On peut donc identifier une partie des gènes impliqués par leur expression dans ces conditions. Les pathogènes peuvent utiliser des transporteurs de type "multidrugs" pour évacuer les alcaloïdes végétaux, mais certaines plantes sont capables de bloquer ces transporteurs jouant ainsi un jeu de cache-cache classique avec leurs pathogènes.
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Les Symbioses

28. On sait que certaines bactéries dites "growth-promoting rhizobacteria" (PGPR) régulent la physiologie des plantes en synthétisant des hormones. C'est le cas de celle d'acide indole-3-acétique, de cytokinines et de gibberellines. Il peut également y avoir inactivation de l'éthylène par une 1-aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase. D'autres jouent sur la nutrition minérale des plantes. Certains des messages échangés sont volatils. Il s'agit l'acétoïne et du 2,3-butanediol qui sont deux produits dérivant en cascade du pyruvate puis de l'acétoloactate, qui sont produits par certaines bactéries. Les gènes codant les passages du pyruvate à l'acétoïne sont connus, mais celui de la butanediol déshydrogénase qui donne le 2,3 butanediol ne l'est pas. C'est le cas de Bacillus subtilis GB03 et de Bacillus amyloliquefaciens IN937a. On peut montrer que le 2,3 butanediol est une substance promotrice de la croissance par une application exogène à Arabidopsis. CM Ryu et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4927-4932.
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29. On trouvera dans S Weidner et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 200-205, une revue sur l'analyse génomique de la fixation symbiotique d'azote par le groupe de Pühler. Elle est basée sur la publication des deux séquences de Mesorhizobium loti MAFF303099 séquencé par les japonais et de Sinorhizobium meliloti 1021 séquencé par les chercheurs de Toulouse.

On a déjà lancé des analyses par ESTs et d'expression sur réseaux ADNs. De nombreux gènes dont l'expression a été mesurée voit celle-ci modifiée lors de la formation et le fonctionnement du nodule. Des gènes des Légumineuses exprimés dans ces conditions ont été marqués ou clonés en utilisant leur position, notamment pour les phases initiales de la nodulation. 

 On a commencé par séquencer, il y a quelques années, le plasmide de 536 kb pNGR234a du Rhizobium de même nom, qui a la particularité de noduler 112 genres de Légumineuses. Cette séquence a révélé que la plupart des gènes de nodulation sont, dans cette bactérie, portés par ce plasmide.

Dans le cas de Mesorhizobium loti, on a un chromosome de 7036 kb, et deux plasmides de 352 kb et 208 kb, mais les gènes de symbioses sont regroupés sous forme d'un îlot symbiotique sur le chromosome. 

Dans celui de Sinorhizobium meliloti 1021 on a un chromosome de 3654 kb et les deux mégaplasmides pSymA de 1354 kb et pSymB de 1683 kb.

La séquence de Bradyrhizobium japonicum n'est pas encore disponible, mais elle est en cours à Clemson University. On n'en connaît que la région symbiotique chromosomique de 410 kb.

Ce qui est curieux c'est qu'un tiers des protéines prévues chez M.loti sont absentes de S.meliloti. Mais les gènes des deux mégaplasmides de S.meliloti sont dispersés dans le chromosome nettement plus important de M.loti. 

Il faut donc se méfier des extrapolations. La souche R7A de M.loti et l'îlot symbiotique de MAFF303099 ont, ainsi 248 kb en commun, mais cette partie comporte de nombreuses insertions spécifiques de souches, correspondant à des additions délétions allant de 50 pb à 168 kb.

Des réseaux ADN correspondant à S.meliloti 1021 existent et les analyses d'expression sont en cours. Les analyses protéomiques ont démarré surtout pour cette souche. On a comparé l'expression dans des souches "normales" ou débarrassées du méga plasmide facultatif pSymA. Une étude des modulations de l'expression dans la bactérie et la plante a été réalisée, il y a trois ans pour le couple S.meliloti et Melilotus alba avec bactérie et bactéroïde dans le nodule et dans la racine et le nodule côté plante.

Les études devraient se focaliser sur les deux Légumineuses les mieux connues sur le plan de la 


génomique, c'est-à-dire Medicago truncatula et Lotus japonicus. En effet, ces deux plantes se prêtent, par exemple, bien à un marquage des gènes par insertion de T-DNA d'Agrobacterium. On trouvera d'ailleurs une revue sur les outils disponibles pour l'analyse des deux génomes dans ND Young et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) 199-204. Mais on ne dispose pas encore de séquence génomique complète de Légumineuses et il va probablement attendre encore quelques années du fait des difficultés techniques. On peut, cependant, s'attendre à une utilisation du soja industriel Glycine max pour des raisons économiques (et, probablement, avec une certaine retenue sur les données acquises). Mais la polyploïdie de cette dernière et l'absence de systèmes de transformation à haut débit va freiner l'obtention de ces données. 

Les programmes publiques d'EST sont menés chez M.truncatula, et L.japonicus, et plusieurs bases de données sont accessibles (les URL sont données dans la revue dont celle des chercheurs de Toulouse). Ainsi l'analyse de cDNAs de L.japonicus a permis, l'an passé, d'identifier systématiquement les gènes du lotier qui sont stimulés dans les nodules. G Colebatch et al.; Microbe Plant Molecular Interactions 15 (MAY02) 411-420, par exemple. Pour les protéines, un autre article cité est celui des chercheurs de Dijon sur les symbioses aussi bien rhizobiennes que mycorhiziennes. G Bestel-Corre et al.; Electrophoresis 23 (JAN02) 122-137.
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Les Pathogènes des Plantes et les Mécanismes de Défense

31. Le site d'infection de l'orge par Blumeria graminis f.sp. hordei se manifeste par une petite aire de cellules bien vertes entourées par des cellules sénescentes et apoptotiques (réaction hypersensible). Il y a donc , au contact immédiat des haustoria du champignon un blocage de l'apoptose. L'apoptose est associée à une fuite de cytochrome c hors des mitochondries, via des pores formés par les protéines BAX. L'expression de l'inhibiteur 1 de Bax (BI-1) stoppe l’apoptose, chez l’homme, selon un mécanisme membranaire inconnu. 

On retrouve un gène homologue chez l'orge. Or l'apoptose est un des mécanismes de résistance des plantes aux pathogènes. Il est exprimé lors d'une agression par Blumeria graminis f.sp. hordei. Un traitement du sol par l’acide 2,6 dichloroisonicotinique déprime l’expression de BI-1. MLO est un inhibiteur des défenses cellulaires chez l'orge et une résistance à B.graminis apparaît chez ses mutants. La surexpression de BI-1 permet une substitution à mlo et restaure la sensibilité de ces mutants au champignon en facilitant son entrée. 

Curieusement, BI-1 interagit, chez les mammifères avec Bcl-2 (inhibiteur de l'apoptose), mais pas avec BAX. Il est présent dans le reticulum et l'enveloppe nucléaire, mais pas dans la mitochondrie. De plus, chez Arabidopsis, ce régulateur ne semble pas intervenir directement dans la réponse hypersensible à Pseudomonas syringae pv. tomatae chez des plants RPM1 résistants .Ce régulateur est exprimé, en fait, lors de stress divers. R Hückelhoven et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5555-5560.
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32.### Un peptide de 29 acides aminés interagit fortement avec la protéine de nucléocapside des Tospovirus (des Bunyaviridés dont le prototype étant le tomato spotted wilt virus ou TSWV) entrainant une résistance. C Rudolph et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4429-4434.
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33.### On trouvera dans SE Lindow et al.; Applied & Environmental Microbiology 69 (APR03) 1875-1883, une revue sur la microbiologie de la phyllosphère. 

Un problème peut être marginal, est la colonisation des fruits et feuilles de légumes par des pathogènes humains comme Salmonella et Shigella. Ces bactéries sont présentes dans certains échantillons, mais Salmonella enterica et Escherichia coli ne supportent pas longtemps les conditions arides des surfaces végétales sauf chez certaines plantes commercialisées où Salmonella enterica repart rapidement à l'humidification.

Mais il faut se méfier, selon les auteurs, de la simplification consistant à ne considérer que la surface de la feuille avec son écologie particulière. Il faut penser que certaines des bactéries profitent des stomates et des inégalités topographiques de la surface pour s'abriter de l'un ou l'autre des facteurs extrêmes. .

On observe la formation, sur certaines plantes, de complexes associant bactéries différentes et champignons à la surface des feuilles faisant penser à des biofilms rassemblant de 30 à 80% des organismes épiphytes. Mais ceci n'est observé que sur des plantes possédant des feuilles à longue vie comme dans les forêts 
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34. ###Il existe plusieurs lignes de défense contre les pathogènes. On retrouve une analyse de ces défenses dans KE Hammond-Kosack et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 177-193.

L'article se focalise sur les données récentes dans le domaine des signaux émis par les pathogènes et qui sont déchiffrés par la plante et déclenchent les réponses localisées et généralisées. La revue discute également des techniques utilisées pour caractériser les gènes impliqués, ainsi que des options ouvertes OGM ou non pour renforcer ces défenses. 

Le nombre de gène R impliqués dans la reconnaissance d'éliciteurs race spécifique des pathogènes augmente rapidement grâce à l'utilisation des techniques moléculaires à haut débit. Le point à souligner est la grande similitude de structure des protéines R entre mono- et dicotylédones, ce qui ouvre des perspectives. 

Un tableau résume les structures des différents gènes de résistance actuellement clonés (Tableau 2 page 179 et figure 1 p.178). 

Les résistances conférées par les gènes R (races dépendantes) ne donne que rarement lieu à une interaction directe entre le produit du gène R et celui 


du gène d'avirulence bactérien avr correspondant (cas de Avr-Pita une métalloprotéase et Pi-ta chez le riz).C'est plutôt une protéine de surveillance qui est codée par la plante qui détecte les protéines cibles de la plante associée au produit microbien. C'est le cas pour AvrB ou AvrRpm1 (le déterminant d'avirulence Avr de Pseudomonas syringae), RIN4 d'Arabidopsis (la cible de l'Avr et dont le blocage empêche le déclenchement des défenses) et RPM1 qui est le gène R correspondant et qui, malgré la phosphorylation de RIN4, stimule les défenses atténuées en son absence par le couple Avr/RIN4)

(Voir, par ailleurs pour les gènes R, U Bonas; Current Opinion in Microbiology 5 (FEB02) 44-50).et MJ Axtell et al.; Cell 112 (07FEB03) 369-377.

Les résistances au niveau de l'espèce, et non plus au niveau d'un allèle du pathogène, sont plus robustes et préférées par les sélectionneurs. Ce sont, par exemple les gènes PEN1 et PEN2 bloquant la pénétration de Blumeria graminis f. sp. hordei chez l'orge. On trouve d'ailleurs, chez ces protéines des analogies fortes avec les récepteurs Toll-like (immunité innée des animaux) qui reconnaissent des patrons particuliers aux pathogènes plutôt qu'un pathogène spécifique. C'est le cas du gène FLS2 d'Arabidopsis dont le produit membranaire reconnaît une partie de la flagelline du pathogène et fonctionne comme une kinase. Le gène RPW8 d'Arabidopsis reconnaît toutes les souches essayées d'oïdium.. 
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Les Plantes recombinantes

35. Malgré le déclin des compagnies d'agrochimie dû à une saturation du marché et des grands semenciers attaqués de toute part et malgré les énormes percées des connaissances et des techniques génétiques, l'éclatement de la bulle technologique n'a fait qu'aggraver la crise des biotechnologies liées à l'agriculture. Une partie du numéro de Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) est consacrée aux questions sur l'avenir de ce secteur. La biologie des plantes dans le secteur privé en a terriblement souffert. Heureusement que la recherche publique avance malgré tout, et que les états continuent à financer (mais à un rythme modeste, voir le sort de la biotechnologie des plantes à Bruxelles) la recherche dans ce domaine stratégique. WB Frommer et al.; p.147-149. Voir également le §11. 
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36. Les qualités nutritionnelles des plantes consommées par les animaux, dont l'homme, peuvent être améliorées par transgenèse. Les carences humaines en vitamine A, fer et zinc peuvent ainsi être contrebalancées. La surexpression d'antioxydants, la modification des acides gras ont été réalisées. Une revue fait le tour de la question avec G Tucker; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 221-225. Il reste cependant à démontrer que ces modifications ont réellement un effet bénéfique sur les populations. 
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37. ### On trouvera dans L Li et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4939-4944, un article sur la production d'arbres transgéniques dont la lignine est modifiée par co-transformations multiples. 

La quantité et la réactivité de la lignine (liée au rapport syringyl/guaiacyl S/G) sont deux obstacles à une bonne utilisation de leur bois en papeterie. 

( (( (( (( (( (
38. AM Walmsley et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 145-150 discutent les données récentes sur la production de protéines à action pharmacologique, notamment de vaccins, mais aussi d'anticorps, d'anticoagulants, hormones peptidiques ou peptides antimicrobiens, chez des plantes transgéniques. Un tableau résume les essais réalisés. Il apparaît nettement qu'il faudrait accroître sensiblement l'expression des antigènes produits. On a, ainsi réussi à produire des épitopes périphériques de divers virus, dont celui de la fièvre aphteuse ou du virus Norwalk, permettant une vaccination mucosale, avec stimulation des cellules Th1. Les auteurs se concentrent sur les vaccinations orales (les plus intéressantes) mais aussi nasales. La production dans les chloroplastes et dans les graines d'antigènes stables pour des vaccins multicomposants est , en particulier, analysée. 
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39.### Des huiles intéressantes sont produites par des plantes sauvages et on est tenté de transplanter leurs voies de synthèse dans des plantes cultivées. C'est ce qui a déjà été réalisé pour plusieurs d'entre elles. J Jaworski et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) 178-184 font l'historique et décrivent les développements de l'utilisation de la transgenèse pour produire de telles huiles dans des plantes agronomiquement pilotables, depuis les années 80s.

Les huiles végétales actuellement commercialisées sont essentiellement alimentaires, avec une maigre fraction à usage industriel. 

La composition en acides gras des huiles alimentaires (C16 ou C18 staturés ou non) n'est pas satisfaisante du point de vue industriel. On dispose, néanmoins de la possibilité de transestérifications enzymatiques, et beaucoup ont été réalisées. Mais il faut disposer des acides gras correspondants en quantités suffisantes. 

Une huile industrielle doit être très enrichie en un seul acide gras avec des particularités moléculaires (longueur de la chaîne, doubles liaisons, hydroxyle ou époxy) en un site précis de la molécule. Une autre propriété indispensable pour cet usage est une bonne résistance à l'oxydation (cas des lubrifiants) ou, inversement (cas de siccatifs des peintures), être facilement oxydés (cas de l'huile de lin). 

On ne manque pas de gènes impliqués dans la synthèse d'acides gras dont on dénombre des centaines de variétés dans le régne végétal (voir le site de Peoria de l'USDA http://www.ncaur.usda.gov/nc/ncdb/search.html-ssi.. Il est quasiment exclu de se lancer dans une amélioration directe des plantes d'origine pour améliorer leurs rendements, synchroniser la floraison (pour permettre une seule récolte, etc… Seule les transgenèses sont la solution 

Les cDNAs des gènes impliqués sont connus, mais leur utilisation s'est révélée plus ardue que ce qu'on pouvait prévoir. Il faudra donc mieux comprendre les régulations correspondantes, car on obtient bien l'huile dans les graines, mais pas assez, alors que dans les graines d'origine ces acides gras peuvent représenter jusqu'à 90% de tous les acides gras de l'huile (cas du ricin). 

Le seul cas où une production (peut être rentable) est obtenue est celui des colzas lauriques transgéniques mis au point par Calgene (maintenant dans le giron de Monsanto) sous le nom de Laurical. Usuellement l'acide laurique est extrait de l'huile de palmiste ou de coprah. Le colza Laurical atteint 60% d'acide laurique; tous les autres cas tournent autour de 15 à 25%, ce qui est insuffisant. 

Les premières percées ont précisément été la caractérisation de la thioestérase d'Umbellularia californica permettant de produire des huiles riches en acide laurique (C12) et une désaturase des graines de coriandre impliquée dans la synthèse de l'acide pétrosélinique (double liaison . 

La thioestérase d'Umbellularia est une variante de celle de l'acide palmitique, et la désaturase de la coriandre est une 4-palmitoyl ACP (Acyl Carrier Protein) désaturase, proche homologue de la 9-stéaroyl-ACP désaturase ubiquitaire engendrant l'acide oléique. C'est-à-dire que toutes ces enzymes "spéciales" sont des variantes dérivant d'enzymes banales du métabolisme lipidique des plantes oléagineuses cultivées. On a également cherché à modifier la spécificité de substrat et la regio-spécificité de certaines de ces enzymes, notamment la 9-18:0-ACP désaturase. 

On a pu constater que la plus grande diversité fonctionnelle se trouve dans la famille des FAD2 (FATTY ACID DESATURASE2 ou 12-oléique acide désaturase. Cette FAD2, se trouve chez la totalité des plantes supérieures, et catalyse l'insertion d'une double-liaison en cis entre les carbones 12 et 13 de l'acide oléique (18:19)pour donner l'acide linoléique (18:2 9,12). Les auteurs montrent quelques cas de fonctions divergentes par rapport à cette fonction de base. 

Mais ces types de divergences s'observent dans beaucoup d'autres enzymes de synthèses d'acides gras végétaux. 

L'approche via les ESTs a permis d'identifier les cDNAs de l'hydroxylase de l'acide ricinoléique, qui est une FAD2, dans les graines de ricin comme l'est la conjugase donnant des double-liaisons conjuguées des graines de Momordica charantia (une cucurbitacée tropicale ayant, par ailleurs, des effets antidiabétiques) et de l'Impatiens balsamina (l'impatiente de nos bois humides). Le cDNA d'une S-adénosylméthionine méthyltransférase permettant, dans les graines de Sterculia foetida (l'olive de Java aux fleurs sentant la viande pourrie), la formation d'acides gras cyclopropane et le cDNA d'un cytochrome P450, permettant la synthèse d'acides gras époxy dans les graines d'Euphorbia lagascae ont été caractérisés par cette technique. 

On a par ailleurs cherché à produire des huiles sur mesure en modifiant les spécificités de certaines de ces enzymes, notamment la 9-18:0-ACP désaturases. Ces modifications ne sont pas énormes et peuvent être limitées à un aminoacide seulement dans le site reconnaissant le substrat. Cela explique, peut-être, le grand nombre d'enzymes différentes. Ce qui, au sein de la famille FAD2, distingue une désaturase d'une hydroxylase a été étudié chez Arabidopsis. Il se trouve que toutes les désaturases présentent une faible activité hydroxylase. Dans le cas de celle d'Arabidopsis, les résidus 148 et 324, ainsi que la longueur de l'acide gras, entraînent cette différence. 
Le problème du rendement en l'acide gras souhaité est préoccupant. Certaines voies de synthèses semblent, certes, canoniques avec la voie de Kennedy, mais avec des subtilités qui empêchent un transfert efficace. C'est le cas de l'acide pétrosélinique des graines de coriandre, ce qui explique les rendements trop faibles. 

Il reste, enfin celui du "timing" de l'expression des transgènes qui ont été, la plupart, commandés par le sacro-saint promoteur 35S, par facilité. Certaines enzymes modificatrices comme l'élongase 1 ou la linoléate désaturase apparaissent lorsque la biosynthèse commence à décliner.
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40.### Il n'est pas toujours facile de réorienter le métabolisme dans le sens souhaité par les semenciers et comme on le croyait dans les années 80. Ne parlons pas des problèmes d'expression qui sont classiques.

Une revue sur ces aléas est parue avec HL Jenner et al.; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 187-190.

Elle est basée sur la publication du groupe de Willmitzer (B Regierer et al.; Nature Biotechnology 20 (DEC02) 1256–1260), qui joue sur les pools d'adénylates en inhibant l'activité de l'adénylate kinase chloroplastique chez les plantes transgéniques pour augmenter la production d'amidon. Les auteurs constatent une augmentation de 60% de l'amidon dans les pommes de terre, de 39% de la production de tubercules et une accumulation d'acides aminés. L'ADPglucose est le substrat à partir duquel se monte l'amidon. 

Regierer avait déjà montré que l'introduction de polyphosphates dans le chloroplaste de la pomme de 


terre, par expression de la polyphosphate kinase d'E.coli, modifie la partition des carbohydrates, la feuille contenant moins d'amidon et plus de sucres solubles. T van Voorthuysen et al.; Journal of Biotechnology 77 (28JAN00) 65-80.

Mais les plantes ne se laissent pas faire, elles réagissent à une perturbation du métabolisme..
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Les Insectes et leur Maîtrise

42. Une revue sur l'évolution des aspects endocriniens de la métamorphose est parue avec JW Truman et al.; Annual Review of Entomology 47 (2002) 467-500. Elle insiste sur le rôle prédominant de l'hormone juvénile (JH) dans l'apparition de la métamorphose complète des insectes dits supérieurs, ou Holométaboles. La JH agit sur les larves des insectes les plus primitifs et y supprime la morphogenèse. La différenciation des stades pronymphaux des larves des insectes Hémimétaboles est bloquée, donnant des larves fonctionnelles jusqu'à ce que cette hormone disparaisse lors du dernier stade larvaire. Chez les Holométaboles certains tissus échappent à cette répression et donnent les disques imaginaux.
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43. L'hormone juvénile régule le développement et la reproduction des insectes. L'estérase de cette hormone hydrolyse le méthylester et modifie l'activité de l'hormone. On en trouve plusieurs isoformes dans la pupe du ver de farine, Tenebrio molitor. Un cDNA pleine taille vient d'être obtenu par la technique RACE de PCR ( Rapid Amplification of cDNA Ends). La région codante a été exprimée et la protéine caractérisée. C'est une enzyme monomérique sécrétée de 66 kDa. AC Hinton et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (MAY03) 477-487.
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44. Les Lycénidés représentent un tiers des papillons connus. Leurs chenilles vivent, pour la plupart, en association avec des fourmis. Les chenilles et les chrysalides de ces papillons utilisent des signaux complexes pour que les fourmis s'en occupent. Une revue de chercheurs de Harvard et de Cornell traite de ces communications particulières. NE Pierce et al.; Annual Review of Entomology 47 (2002) 733-771.
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45.### Le criquet migrateur Schistocerca gregaria est un pseudohoméotherme qui essaye de réguler sa température corporelle. Il a de la fièvre quand il est envahi par Metarhizium anisopliae var acridum ce qui ralentit la progression de l'infection. C'est manifestement une défense non spécifique (comme chez nous) déclenchée par des constituants comme les lipopolysaccharides bactériens. On vient de montrer que les eicosanoïdes sont impliqués dans cette défense. S Bundey et al.; Archives of Insect Biochemistry & Physiology 52 (APR03) 183-192.
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46.### On m'enseignait déja dans ma jeunesse la beauté de la co-évolution des figuiers et de leurs guêpes pollinisatrices. Une revue récente (JM Cook et al.; Trends in Ecology & Evolution 18 (MAY03) 241-248), à laquelle est associé un chercheur de l'INRA à Montpellier, fait le point sur les données nouvelles, notamment fournies par les études phylogénétiques moléculaires qui n'étaient pas accessibles à l'époque. 

La pollinisation des figues par ces guêpes est le résultat d'un seul évènement qui a eu lieu il y a 80 millions d'années, mais le parasitisme qui s'en est suivi, avec la formation de galles où se développent les larves a eu lieu plusieurs fois. Il faut réaliser qu'il existe plus de 750 espèces de Ficus vivant dans de très nombreux biotopes (dont les appartements parisiens), ce qui en fait un genre bien fourni et diversifié. Chaque espèce a sa guêpe favorite, voire exclusive, appartenant toutes à la famille des Agaonidées. 

 Cette spécificité est liée à la production, par l'inflorescence, d'attracteurs volatiles. L'inflorescence se ferme dès que la guêpe (ou un tout petit nombre) est entrée. Elle y restera un ou deux jours avant de pondre ses oeufs et mourir. C'est à l'éclosion et après la fécondation des femelles par les mâles (à travers la galle) que la pollinisation aura lieu, la maturité des fleurs étant acquise à ce stade seulement et les mâles de la nouvelle génération vont percer l'inflorescence et libérer les femelles. 

Le figuier conserve la structure de base de son inflorescence (la figue que nous consommons). Les arbres sont maintenant, soit dioïques, soit monoïques. La guêpe féconde les fleurs activement (avec des organes de collecte du pollen), ou passivement du fait de son agitation, par exemple). Beaucoup de ces pollinisateurs actifs déposent leurs oeufs dans des ovules fécondés, tandis que beaucoup de pollinisatrices passives le font dans des ovules non fécondés. Mais ce ne sont manifestement que des indications. 

La revue discute de beaucoup de variations sur ce thème du mutualisme, ne serait ce que le cas des Ficus monoïques, qui sont les plus anciens, des Ficus dioïques qui en ont dérivé à plusieurs occasions.
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48. On n'a, encore, jamais constaté de résistance épidémique de Pectinophora gossypiella (pink bollworm) dans les champs de cotons transgéniques malgré les très grandes surfaces actuellement cultivées (voir le §138). Mais on sait qu'elle peut apparaître en laboratoire.

La stratégie actuelle de limitation des populations résistantes de P.gossypiella, aux Etats-Unis, est celle recommandée par l'USDA des refuges de cotons sensibles. Ceci entraîne donc l'apparition potentielle de larves hétérozygotes. L'hérédité de la résistance à des -endotoxines de Bacillus thuringiensis (Bt) est typiquement récessive chez les insectes visés. De ce fait, il vaudrait mieux détecter le gène par criblage de l'ADN plutôt que d'attendre que les insectes résistants (homozygotes) apparaissent. 

Le mode de résistance le plus fréquent chez les Lépidoptères face à une toxine de type Bt est appelé mode 1. Il est caractérisé par une forte résistance à l'une des toxines Cry1A, associée à une faible fixation de la toxine sur l'intestin moyen des chenilles, mais une faible toxicité de Cry1C. L'interprétation qu'on en donne est une modification de la cible naturelle dans l'intestin. 

Un tel criblage nécessite cependant de connaître les allèles existant au locus de résistance. On vient de détecter trois allèles de cadhérines qui sont associés à une résistance à B.thuringiensis chez Pectinophora gossypiella (pink bollworm) du coton à la toxine Cry1Ac. Chacun de ces allèles possède une délétion éliminant au moins 8 acides aminés en amont du site de reconnaissance de la toxine par la cadhérine. Il faut que deux de ces allèles soient présents, quelle que soit la combinaison, pour que l'insecte soit résistant. 

On avait déjà montré, chez la souche YHD2 d'Heliothis virescens une liaison forte entre résistance à Cry1Ac et un gène de cadhérine (locus BtR-4 ou CaLP), sans liaison avec ceux d'aminopeptidases qui sont supposées être également une cible de Cry1A. Ce locus est interrompu, chez la souche YHD2, par un rétrotransposon. S Morin et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5004-5009.
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50. L'allatotropine (AT) est un neuropeptide amidé de 13 acides aminés qui a été isolé pour la première fois de Manduca sexta. Il stimule fortement la sécrétion de l'hormone juvénile dans les corpora allata du papillon. Chez Spodoptera frugiperda, on a cloné le cDNA d'un propeptide de 134 acides aminés. Le neuropeptide est identique chez les deux Lépidoptères (GFKNVEMMTARGFa]). Le propeptide est très voisin chez d'autres Lépidoptères. Il comporte, chez S.frugiperda, trois messagers codant 134, 171 et 200 amino-acides, dérivant d'épissages alternatifs. 

L'allatostatine de 15 aminoacides (QVRFRQCYFNPISCF) a, comme son nom l'indique, un effet inhibiteur sur la production de l'hormone juvénile. Il est également produit à partir d'un propeptide de 125 aminoacides. Le propeptide a également été cloné à partir de S.frugiperda. M Abdel-latief et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (MAY03) 467-476.
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51. La reine des abeilles produit des phéromones qui attirent les ouvrières, les empêche de se reproduire, et fonctionnent lors du vol nuptial et de l'essaimage. 

La phéromone mandibulaire de la reine (QMP) comporte cinq composants agissant de façon synergique, mais il en manque cependant, car ils ne miment pas complètement un extrait de reine. On a sélectionné, dans un premier temps, des colonies répondant moins ou plus à ces extraits au niveau de l'assiduité des ouvrières. On s'en est, ensuite servi pour révéler la présence de composés actifs.

Quatre nouveaux composants ont, ainsi, été révélés. Ces composés ne sont pas actifs par eux-mêmes, mais renforce l'effet de la phéromone de la reine. Ils ne sont, d'ailleurs, pas produits par la glande mandibulaire. Mais là encore le catalogue n'est pas complet. CI Keeling et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4486-4491.
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52. La soyacystatine N (scN) est un inhibiteur de protéases à cystéine du soja. Cet inhibiteur freine le développement de Callosobruchus maculatus, insecte granivore s'attaquant au soja comestible Vigna unguiculata. Cet effet inhibiteur a seulement lieu lors des stades précoces larvaires. A parti du 4° stade larvaire, l'insecte n'est plus sensible. Plusieurs stratégies simultanées sont utilisées par l'insecte. La surexpression des protéases à cystéines (les enzymes les plus importantes) et des protéases à aspartate. Elle contribue à la dégradation de la soyacystatine. K Zhu-Salzman et al.; Insect Molecular Biology 12 (APR03) 135-145.
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53.### Des chercheurs canadiens ont caractérisé, cloné les cDNAs et analysé par ESTs, les diverses protéases digestives du Lépidoptère noctuidé Mamestra configurata. D Hegedus et al.; Archives of Insect Biochemistry & Physiology 53 (MAY03) 30-47.

Ils ont détecté de nombreuses isozymes de protéases à sérine. On ne trouve pas de protéases à cystéine ou aspartate. On détecte, par contre, des amino- et carboxypeptidases. Leurs pHopt se situent dans deux zones de pH, avec un pic à 7,5 et un autre à 11,0.
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54. Une nouvelle aminopeptidase N, de 110 kDa vient d'être caractérisée chez Heliothis virescens. Elle fixe bien les -endotoxines Cry1Ac et Cry1Fa de Bacillus thuringiensis. DJ Banks et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (MAY03) 499-508. L'enzyme fixe la toxine mais n'est pas responsable d'une cytotoxicité après fixation. Cette toxicité doit être liée à d'autres cibles des cellules intestinales.
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Les Biopesticides

56.### On sait, depuis une dizaine d'années que les plantes peuvent attirer des ennemis (carnivores ou parasitoïdes) de leurs prédateurs herbivores par des substances volatiles. Ce type de défense indirecte a, maintenant, été repéré chez une quinzaine de plantes. Ce mécanisme est même couplé à une alerte et une protection des plantes voisines (voir le Bulletin d'Octobre-Novembre 2002 §23). 

On peut, même, co-cultiver une plante émettant abondamment ces substances attractives avec la culture à protéger. C'est ce qui a été fait avec la graminée de l'Afrique du Sud Melinis minutiflora au milieu de maïs. Deux hypothèses avaient été avancées. L'une est celle d'un simple "repellent", l'odeur de sueur qu'elle émet repoussant les papillons. Mais il semble bien que ces substances volatiles attirent les guêpes parasitoïdes Braconides. On imagine facilement l'utilisation de ce mécanisme. Mais il reste bien des inconnues qui doivent être auparavant éclaircies.

La plupart des substances émises sont des monoterpènes et sesquiterpènes. Leur émission dépend de l'herbivorie, mais pas d'une blessure simple. Elle peut durer des heures, voire des jours. D'autres molécules comme les alcools et aldéhydes en C6, des substances phénoliques comme le méthylsalicylate et les phénols sont également détectées.

Pour opérer il faut également repérer les ennemis répondant à ces stimuli dans une région donnée. Les introduire est bien une solution potentielle, mais nécessitant à elle seule bien des essais, notamment de sécurité. L'un des dangers est d'attirer d'autres herbivores au lieu de leurs prédateurs. 

Il faut également déterminer quel mélange de substances est le plus efficace. Un avantage naturel est que les prédateurs savent apprendre (ce sont des hyménoptères) et s'adaptent à un mélange proche de l'optimal. Le mélange volatil est souvent dépendant de la plante productrice, évidemment, mais aussi des cocktails enzymatiques oraux du prédateur qui transforment le produit végétal. Ce domaine a très peu été exploré pour l'instant. 

Il faut également déterminer avec précision le moment d'intervention. Des essais où ces substances sont émises en permanence ont mené à des échecs cuisants, car, très vraisemblablement, ils empêchent les prédateurs de localiser leur proie et cesse de les alerter. On rencontre une difficulté du même genre quand on traite des plantes indemnes d'herbivores. Les guêpes n'aiment pas qu'on les prennent pour des imbéciles. L'idéal serait de placer cette production sous la commande d'un promoteur induit par l'herbivorie, quand on introduit ces défenses chez une culture qui n'en possède pas. 

Les plantes combinent souvent des défenses directes et indirectes, et cela peut créer des défenses contre les parasitoïdes par exemple. Des chenilles sur tabac peuvent accumuler de la nicotine (défense directe contre les herbivores), ce que les parasitoïdes 


détestent. Certaines plantes, comme le tabac sauvage Nicotiana attenuata réduisent, d'ailleurs, leur production de nicotine lors d'une attaque d'herbivores et favorisent, ainsi, la défense indirecte. L'un des intérêts des tabacs transgéniques exprimant les -endotoxines de B.thuringiensis est qu'ils retardent le développement des chenilles de Heliothis virescens et augmentent ainsi le temps d'exposition aux parasitoïdes, qui sont effectivement plus infestés que sur des tabacs classiques. 

Reste le transfert des voies métaboliques de production des terpènes dans les cultures à protéger. On a beaucoup étudié ces voies, car on les utilise pour la production de substances pharmaceutiques, insecticides (pyréthrines), aromatiques (menthol), et parfumées (linalool) par exemple. Il reste, cependant, beaucoup d'inconnues.

On connait plusieurs terpènes synthases, mais on est facilement tombé dans le piège où la substance volatile recherché est bien produite, mais est immédiatement transformée en un composé non volatil. Cela a été le cas sur Petunia. Ne pas produire la combinaison optimale n'est pas une catastrophe, vu que les parasitoïdes savent s'adapter si le casse-croûte est confortable. 

On trouvera dans J Degenhardt et al.;Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 169-176) un exemple de telles stratégies.
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57.### On utilise massivement des plantes transgéniques résistantes à des herbicides pour faciliter le désherbage, ce qui intéresse évidemment les paysans, mais on n'a encore pas fait grand chose pour diminuer l'utilisation des pesticides qui n'est qu'indirecte dans le cas des résistances aux insectes, pour l'instant (voir le § coton). Pour les herbicides c'est une résistance spécifique des cultures qui a été choisie et bénéficie à un petit nombre de multinationales qui travaillent leur propre herbicide comme le glyphosate, rarement celui des autres. On trouvera dans SO Duke; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 192-195, une analyse sur le sujet.

Accroître la virulence d'un pathogène où rendre une plante plus compétitive nécessite un grand soin dans l'évaluation des risques associés. 
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Les Productions animales

Les génomes

59.### Le phénotype callipyge du mouton est une hypertrophie musculaire héréditaire des quartiers arrière qui a été détectée en 1983 dans l'Oklahoma, dénommé "Solid Gold". Le phénotype n'affecte que les individus hétérozygotes recevant la mutation de leur père. Il s'agit d'une simple substitution d'un nucléotide dans ce qui semble un élément régulateur LRCE (Long-Range Control Element) dans le domaine à empreinte parentale DLK1–GTL2, entre ces deux gènes de la partie distale du chromosome 18. 

La mutation CLPG héritée de la mère interfère avec l'allèle paternel supposé actif. On parle de "surdominance polaire", ce qui signifie que seuls les hétérozygotes +Mat/CLPGPat expriment le phénotype callipyge. M Georges et al.; Trends in Genetics 19 (MAY03) 248-252 analysent les explications possibles de ce phénotype bizarre.
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L'expression des gènes

60. Les histones désacétylases (HDACs) modifient les histones dans le nucléosome et, ce faisant, freine également la transcription. Un nouveau membre de cette famille, HDAC9, vient d'être caractérisé. Elle modifie les histones H3 et H4. K Petrie et al.; Journal of Biological. Chemistry 278 (02MAY03) 16059-1607. Son domaine d'expression recouvre en partie celui de HDAC4. Au sein de la lignée hématopoïétique, c'est surtout dans la lignée des monocytes et des lymphocytes que cette désacétylase est exprimée. 

Le gène de HDAC9 code de multiples isoformes de cette désacétylase qui ont des localisations cellulaires différentes. La forme pleine longueur, par exemple, est nucléaire, tandis que celle qui ne comporte pas la séquence codée par l'exon 7 est cytoplasmique. HDAC9 interagit avec plusieurs répresseurs et co-répresseurs transcriptionnels comme N-CoR qui réprime la fonction des récepteurs nucléaires hormonaux. 
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61.### Une revue intéressante de C Rochette-Egly; Cellular Signalling 15 (APR03) 355-366 est parue sur l'orchestration, par les phosphorylations, des multiples voies de signalisation faisant intervenir les récepteurs nucléaires. 

Ces phosphorylations impliquent trois des six domaines de ces récepteurs, le domaine N-terminal AF-1 (Activation Function), le domaine liant le ligand et le domaine liant l'ADN et ciblant le récepteur. 

Ces phosphorylations font intervenir les kinases associées aux facteurs généraux de transcription, comme c'est le cas pour cdc7 au sein du complexe TFIIH. Ces phosphorylations facilitent le recrutement de co-activateurs ou des composants de la machine de transcription. 

Dans certains cas, la phosphorylation assure l'arrêt de l'effet du ligand, soit par dissociation du complexe de l'ADN, soit par destruction du récepteur, soit en en diminuant l'affinité pour le ligand. 
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62. L'effet des siRNA (small interfering RNA) spécifique du récepteur IGF1R (type 1 Insulin-like Growth Factor Receptor) dépend de la structure secondaire du transcrit d'IGF1R. EA Bohula et al.; Journal of Biological. Chemistry 278 (02MAY03) 15991-15997.

( (( (( (( (( (
Le développement 

63.### On vient de montrer que l'EGF (Epidermal Growth Factor) et l'IGF-I (Insulin-like Growth Factor-I) facilitent indépendamment le développement des embryons pré-implantaires bovins. L'IGF-I stimule les divisions, alors que l'EGF est sans effet sur ce point. S Sirisathien et al.; Animal Reproduction Science 77 (15MAY03) 21-32.
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64.### Le récepteur de l'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) a besoin des radeaux lipidiques et des cavaeolae lors de la différenciation des préadipocytes 3T3-L1. Le récepteur de l'IGF-1 interagit directement avec la cavéoline-1. L'élimination du cholestérol entraîne une dislocation des radeaux et, ce faisant, une interruption des signaux IGF-1. Cette exigence est probablement liée au fait que ces microdomaines particuliers de la membrane plasmique concentrent d'autres molécules interagissant avec le récepteur. H Huo et al.; Journal of Biological Chemistry 278 (28MAR03) 11561-11569.

( (( (( (( (( (
65. Les glucocorticoïdes stimulent les premières étapes de la différenciation des préadipocytes (cellules 3T3 L1) par un mécanisme non-transcriptionnel. Le domaine de leur récepteur reconnaissant le ligand intervient dans cette stimulation. Il provoque indirectement l'expression de C/EBP(CCAAT/Enhancer Binding Protein) en renforçant l'activation transcriptionnelle par C/EBPß du gène de C/EBP En l'absence du stéroïde, C/EBPß s'associe avec un complexe co-répresseur contenant, entre autres, l'histone désacetylase 1 (HDAC1 voir le § 60) et le répresseur Sin3A. Sin3 se fixe généralement sur l'ADN et recrute les histones désacétylases. HDAC1/Sin3A sont recrutées, avec C/EBPß, au niveau du promoteur de C/EBP et provoquent la désacétylation de l'histone H4. Le stéroïde induit une déplétion spécifique de ce co-répresseur en envoyant HDAC1 du complexe vers la dégradation dans le protéasome. N Wiper-Bergeron et al.; The EMBO Journal 22 (01MAY03) 2135-2145.
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66.### La famille Rho des petites GTPases (voir le §10) est constituée de régulateurs importants des voies aboutissant à l'organisation du cytosquelette. Les adipocytes et les myocytes dérivent des mêmes cellules mésenchymatiques. IGF-1 déclenche la différenciation des deux types cellulaires mais comment ??? On vient de montrer que Rho et sa protéine régulatrice p190-B RhoGAP, font partie d'un basculeur essentiel dans la décision muscle/adipocyte. R Sordella et al.; Cell 113 (18APR03) 147-158. 

Le récepteur d'IGF-1, une fois activé, entraîne un freinage de l'activité des GTPase Rho en agissant sur la distribution sub-cellulaire de p190-B RhoGAP. Ceci entraîne, à son tour, un signal IGF-1 plus fort vers des protéines impliquées dans l'adipogenèse. Il s'agit donc d'un rôle distinct de celui sur le cytosquelette des Rho au cours du développement des mammifères.

p190-B RhoGAP intervient donc dans un basculement dépendant des Rho où un défaut de Rho entraîne l'adipogenèse, et un excès la myogenèse.
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67. Activine et Vg1 (induisant le mésoderme), nodal (de la gastrulation), et le GDF1 (Growth and Differentiation Factor 1 qui intervient dans la différenciation gauche droite de la souris) font partie de la superfamille TGF(Transforming Growth Factor). Ils sont reconnus par (et activent) les récepteurs à sérine/thréonine kinase ActRII/IIB et ALK4 (plus communément appelé ActR-IB pour Activin receptor-typeI B). Contrairement aux activines, Vg1, nodal et GDF1 ont besoin d'un co-récepteur comme Cripto. Ce dernier se lie à des ligands comme nodal ou apparentés, ainsi qu'à ALK4 pour former un complexe récepteur. 

Cripto intervient dans les signaux des récepteurs de l'activine et se lie directement à ALK4. On vient de montrer qu'il peut bloquer le signal activine en se liant à l'activine et à un de ses récepteurs. Il inhibe le pontage de l'activine à ALK4 et l'association d'ALK4 avec ActRII/IIB. Il favorise, alors, le signal nodal. PC Gray et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5193-5198.
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68.## Une revue de T Reguly et al.; Trends in Cell Biology 13 (MAY03) 216-220, discute des navettes cytoplasme-noyau pour les protéines intracellulaires Smads (Small de Drosophila et Mothers against decapentaplegic de Caenorhabditis) dont l'activité est stimulée par les récepteurs des facteurs de croissance de la superfamille des TGF- en présence de leurs ligands. 

Nodal, Activine et les Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) transmettent leurs signaux par des voies parallèles. TGF, activine et nodal transmettent leur signal via les complexes Smad2–Smad4 ou Smad3–Smad4, tandis que les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) font intervenir le complexe Smad1–Smad4. Ces complexes sont ciblés vers le noyau. Ces Smad sont dits régulés par les récepteurs (R-Smads avec Smad 4 comme co-Smad). 

 Il existe également des Smads inhibiteurs, Smad6 et –7, ou I-Smads, qui interagissent avec les histones déacétylases. Voir l'introduction de S Bai et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (08FEB02) 4176-4182, pour une description rapide des Smads ou L Attisano et al.; Science 296 (31MAY02) 1646-1647, pour une description du système.
Les récepteurs de ces signaux sont des récepteurs à sérine/thréonine kinase classés en deux types, I et II. Le ligand induit la formation d'un hétéromère où le récepteur type II (actif en permanence) phosphoryle le type I et l'active. Le récepteur I active à son tour les Smads. 
Les R-Smads sont sont phosphorylées par les récepteurs de type I sur un motif C-terminal. Une fois phosphorylés, ils peuvent s'assembler entre eux ou avec le co-Smad, Smad4 et sont expédiés dans le noyau. Les I-Smads  bloquent cette transmission du signal en dirigeant une ubiquitine-ligase vers le récepteur et lancent ainsi sa destruction. 

Il semble bien que la localisation des Smads soit un mécanisme de régulation important de cette voie relativement directe. Smad2 et –3, qui sont activées par les TGF, sont bloquées, en l'absence de ligand, à la membrane plasmique, par SARA (Smad Anchor for Receptor Activation). Ces deux Smads utilisent une voie alternative pour effectuer la navette cytoplasme noyau et inversement. Smad3 activée par 


TGF-, se lie à l'importine  ce qui facilite son importation nucléaire. Mais Smad2, du fait d'une insertion (codée par un exon absent chez les autres) dans MH1 ne peut pas s'y lier. Elle recourt à une fixation directe, par son MH2, sur deux des composants du complexe du pore nucléaire. Inversement la surexpression du domaine liant MH2 dans Nup214 empêche l'entrée de Smad2 dans le noyau. L'exportation de Smad2 repose également sur sa capacité à se lier aux nucléoporines. Smad 3 semble plus facilement transportée dans le noyau et répondre à une stimulation par le TGF. Il est même fort capable de répondre, en l'absence du ligand, quand elle est surexprimée. Cela est probablement dû au fait qu'elle utilise à la fois, l'importine , et une liaison directe avec le complexe du pore nucléaire. 

Il existe d’autres régulateurs agissant en piégeant les Smads dans le cytoplasme comme SARA ou les facteurs de transcription, comme FoxH1 (alias Fast qui est un partenaire après activation par l'activine du récepteur correspondant) dans le noyau.
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71. Normalement, le signal Wnt suit la voie canonique Wnt/-caténine. Il existe, cependant, deux voies non canoniques : Wnt/Frizzled de la Drosophile et la voie Wnt/calcium des embryons de Vertébrés impliquée dans les mouvements de la gastrulation. Le signal Wnt5a/Wnt11 est capté par le récepteur Frizzled (Fz) et le transducteur de signaux Dishevelled (Dsh). 

Chez la Drosophile, Prickle (pk) fait partie d'une cassette fonctionnelle de gènes comportant frizzled (fz), dishevelled (dsh) et strabismus (stbm) qui organisent la polarité des cellules dans les épithéliums.

 Deux gènes pk viennent d'être clonés chez la poisson-zèbre (Danio rerio), prickle1 (pk1) et prickle2 (pk2). Comme les autres protéines Pk leurs produits portent un signal de prénylation. 

Pk1 peut, en effet, être localisée, soit dans le cytoplasme, soit sur la membrane plasmique. Dans la membrane plasmique Pk1 est colocalisée asymétriquement autour de la cellule avec Dishevelled. Lorsqu'on la surexprime elle active la transcription via AP-1 et inhibe la voie Wnt/-caténine.

On retrouve bien cette voie non canonique dans la gastrulation du poisson- zèbre. Des données similaires sont démontrées lors de la gastrulation du Xénope M Takeuchi et al.; Current Biology 13 (14APR03) 674-679 et MT Veeman et al.; p.680-685.
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La Physiologie

73. Contrairement au rôle bien établi de PPAR et PPAR (Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor) dans le métabolisme lipidique, on ne sait pas grand-chose de celui de PPAR. On vient de montrer que l'activation ciblée de PPAR dans les adipocytes induit l'expression des gènes de métabolisation des lipides (-oxydation et dissipation de l'énergie). Chez des animaux où cette voie est constamment activée, la charge en lipide de l'alimentation et un génotype de résistance à la leptine sont sans effet . YX Wang et al.; Cell 113 (18APR03) 159-170.
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74. La GABP (GGA-BindingProtein qui reconnaît des zones riches en purines avec un noyau GGA par son domaine Ets C-terminal) est un régulateur transcriptionnel multimérique isolé, au départ, des noyaux du foie. Il intervient, en particulier, sur l'expression des gènes nucléaires travaillant pour le compte des mitochondries. Ce facteur comporte deux sous-unités : la sous-unité  est capable, seule, de se fixer à l'ADN, tandis que la sous unité  n'en est pas capable mais possède le domaine activant la transcription. L’’hétérodimère GABP/ß se fixe mieux sur l'ADN que GABP seul. Deux de ces hétérodimères peuvent s'associer en tétramère 22 ce qui donne une affinité 100 fois supérieure que GABP seul. Le fragment de GABPß permettant l'interaction avec la sous-unité  comprend 157 aa N-terminaux avec cinq répétitions en tandem de 33 aa appelées répétitions ankyrines, car on les retrouve dans l'ankyrine du cytosquelette des hématies. 
Le promoteur du gène de la prolactine, chez le rat comporte un élément qui lie Ets au sein de son promoteur pour y assurer l'expression de fond du gène BTE, ainsi que pour l'induction de l'expression. On vient de montrer que le facteur reconnaissant ce promoteur de la prolactine dans l'hypophyse est l'hétérodimère GABP/GABP1. RE Schweppe et al.; Journal of Biological. Chemistry 278 (09MAY03) 16863-16872.
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74.bis  Le récepteur des androgènes (AR) est un facteur de transcription régulé par son ligand et spécifique de séquences particulières dans les promoteurs des gènes cibles. On vient de montrer que la partie N-terminale d'AR contient un domaine inhibiteur situé 81 acides aminés en amont du domaine reconnaissant la séquence cible. Ces deux domaines peuvent interagir, ce qui bloque le positionnement du facteur de transcription. Cette inhibition dépend de la lysine 520 et de l'arginine 535. GZ Liu et al.; Journal of Biological. Chemistry 278 (25APR03) 14956-14960.
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Le système immunitaire

75. La chaîne invariante (Ii, Invariant immunoglobulin, car non polymorphique comme les autres immunoglobulines) est une protéine membranaire qui intervient comme chaperone dans l'expression des glycoprotéines des MHC II, et facilite ainsi la présentation des antigènes aux cellules effectrices du système immunitaire. 

On a, par ailleurs, récemment montré un rôle de l'Ii dans la différenciation terminale des cellules B. Elle y joue un rôle de molécule signal, le domaine cytosolique de la molécule se détache et induit la maturation en activant, en coopération avec le co-activateur TAFII105, le facteur de transcription bien connu NF-kB. 
Ce processus fait penser au mécanisme plus général du RIP (Regulated Intramembrane Proteolysis à ne pas confondre avec la death domain kinase qui intervient également dans la régulation du fonction immunitaire). La revue de D Matza et al.; Trends in Immunology 24 (MAY03) 264-268 analyse les deux fonctions et leurs interactions. Pour ceux que ces régulations intéressent voir S Urban et al.; Current Opinion in Genetics & Development 12 (OCT02) 512–518, ou A Weihofen et al.; Trends in Cell Biology 13 (FEB03) 71-78.
Les molécules du MHC II sont des hétérodimères  présentant les antigènes à la surface des cellules présentatrices d'antigènes aux cellules T CD4+. La synthèse et l'assemblage de ces MHC II commencent, dans le réticulum endoplasmique, avec l'association des chaînes  and avec un trimère de Ii donnant le nonamère (Ii)3. L'Ii murine présente une queue cytoplasmique N terminale de 30 acides aminés (aa) suivie par un seul domaine transmembranaire de 24 aa et un domaine luminal de ~150 aa. Ce complexe commence donc par suivre la voie sécrétoire, puis est dévié vers la voie endocytaire (grâce à des di-leucines de ciblage vers ce compartiment, de la queue N-terminale cytosolique) et les lysosomes spéciaux du compartiment MHC II. Ii est alors progressivement réduite par protéolyse, laissant le petit résidu bien connu sous le nom de CLIP (CLass II-associated Ii chain Peptide). 

La phase finale de l'expression des MHC II nécessite l'interaction des complexes –CLIP avec un autre dimère  apparenté aux MHC II, HLA-DM chez l'homme et H2-M chez la souris. CLIP est alors détaché , permettant aux dimères compétents pour une reconnaissance et une présentation des peptides antigéniques. Les complexes MHC II chargés vont alors rejoindre, par une voie inconnue, la membrane plasmique où ils peuvent jouer leur rôle vis-à-vis des cellules T.
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76. Le vasoactive intestinal peptide (VIP) est un neuropeptide vasodilatateur de 28 acides aminés découvert dans l'intestin et les poumons. Il a des fonctions de neurotransmetteur et de neuromodulateur. C'est donc un acteur pléïotrope. Il joue un rôle essentiel dans le maintien des connexions entre le système immun et nerveux. 

Il est également produit par les cellules Th2 (T helpers) après stimulation par un antigène, a un effet anti-inflammatoire dans le cadre de l'immunité, à la fois innée et adaptative. Des publications récentes ont, par ailleurs, montré que VIP intervient dans la différenciation des cellules Th2, stimulant la production des Th2 (renforçant la production des anticorps par les cellules B et inhibant les fonctions des Th1 (inflammatoires) par des mécanismes divers. 
Une revue de M Delgado; Trends in Immunology 24 (MAY03) 221-224, analyse ses implications dans le système immun.
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77.### On vient de montrer que des translocations somatiques et une expression différentielle de copies d'un transgène d'immunoglobuline (ici d'Iginterviennent dans le développement des cellules "mémoire". PK Jena et al.; Molecular Immunology 39, n°14 (MAY03) 885-897.
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78.### La prévention du rejet d'organes après transplantation est une nécessité avant l'utilisation des xénogreffes. On essaye de s'en sortir en utilisant, en sus de produits immunosuppresseurs, des protéines régulatrices du complément, dont le DAF (Decay Accelerating Factor), MCP (Membrane Co-factor Protein) ou CD59. Mais, même si le rejet immédiat est atténué, l'organe greffé va produire de grandes quantités de protéines hétérologues, notamment dans le cas des transplantations de foie, ce qui va provoquer, un jour ou l'autre, une réaction immune. Des chercheurs ont synthétisé un foie-chimère avec des hépatocytes humains avec une vascularisation et des canaux biliaires de porc.

Il faut faire appel à des porcs de type SCID (Severe Combined Immune Deficient) pour développer de tels organes. Des chercheurs japonais ont utilisé une technique permettant de remplacer les hépatocytes natifs par des hépatocytes humains in–utero. T Furusawa et al.; Molecular Immunology 39, n°14 (MAY03) 871-878.

Malheureusement les cellules ES ne sont pas disponibles chez le porc. Des transplantations nucléaires sont cependant possibles. On a ainsi obtenu des porcelets dont l'un des gènes de l'1,3 galactosyltransférase a été inactivé par recombinaison somatique (voir Y Dai et al.; Nature Biotechnology 20 (MAR02) 251-255). Mais la recombinaison homologue dans des cellules somatiques est rare. Des chercheurs japonais veulent créer des SCID en inactivant la recombinaison V(D)J.
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79. Les cellules T CD8+ circulent sous une forme naïve quiescente. Elles ne s'activent qu'après reconnaissance de leur antigène. Dans leur état actif (effecteur) les cellules T CD8+ deviennent cytolytiques et produisent de l'interféron . Leur récepteur devient beaucoup plus sensible, dépend 


moins du récepteur co-stimulateur CD28 (voir BC Weintraub et al.; BioEssays 8 (30JUL98) R575-R577). Le récepteur devient également sensible à l'inhibition par CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4 ) et aux autres récepteurs inhibiteurs (voir RJ Greenwald et al.; Current Opinion in Immunology 14 (JUN02) 391-396). Des chercheurs de Chicago et de Pfizer ont comparé les profils d'expression génique avec un réseau Affymetrix représentant 11 000 gènes, ainsi que le spectre des protéines produites par les cellules naïves et les cellules T effectrices 2C TCR transgéniques x RAG2-/- CD8+. Il en résulte que l'état naïf n'est pas un état passif. Plusieurs gènes de cellules naïves sont surexprimés à l'activation.

Pour 24 des gènes analysés plus en détail, 12 présentent des modifications post-transcriptionnelles. CM Cham et al.; Journal of Biological. Chemistry 278 (09MAY03) 17044-17052.
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80.### On sait que des cellules T CD8 "mémoires" sont présentes dans la moelle osseuse, mais on n'a guère d'idées sur la façon dont la migration de ces cellules de la périphérie vers la moelle est régulée. 

On vient de montrer que des cellules T CD4 et T CD8 antigène-spécifiques se logent dans la moelle pendant des périodes prolongées. F Di Rosa et al.; Immunology 108 (MAR03) 296-304. La colonisation de la moelle par les cellules T utilise des molécules différentes de celles qui sont utilisées pour le ciblage vers les ganglions lymphatiques. La régulation fait intervenir, la compétition avec les cellules T déjà sur place dans cette niche saturable. Ce ciblage ne dépend donc pas uniquement de la cellule T périphérique mais de l'ensemble du système. 
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Les Vaccins

82. Le numéro de Vaccine 21 (16MAY03) comporte une série d'article sur les vaccinations contre la grippe A. Les pandémies éventuelles de grippe sont toujours surveillées avec soin. En effet, la grippe A est impossible à éradiquer, tellement le réservoir de génotypes est abondant et varié. Toute une organisation est orientée dans ce sens. Un article de NJ Cox et al.; Vaccine 21 (01MAY03) 1801-1803 décrit, d'ailleurs, l'organisation en place, avec les plans d'urgence dès que la prochaine apparaîtra.

On ne peut prédire quand aura lieu la prochaine pandémie, mais on ne néglige aucun indice. Elle n'est probablement pas loin,car 35 ans se sont écoulés depuis la dernière pandémie. la dissémination globale devrait prendre environ 6 mois ou moins, vu les moyens de dispersion mis au service du virus. La mortalité usuellement limitée, en interpandémie, surtout aux populations âgées, devrait se déplacer vers les classes d'âge plus jeunes. Le basculement a été extrême pour la pandémie de gripppe "espagnole" de 1918-1919 mais moins accusée dans les pandémies ultérieures de 1957-1958 ou 1968-1969. JS Nguyen-Van-Tam et al.; Vaccine 21 (01MAY03) 1762-1768.
Le virus de la grippe affecte usuellement 10% de la population mondiale tous les ans. Les variations antigéniques risquant de déborder l'immunité accumulée d'année en année dans les populations humaines, mais aussi porcines et aviaires sont suivies par l'OMS. 

Les données épidémiologiques sont examinées dans deux meetings annuels en Février et en Septembre, ce qui permet des recommandations pour l'année qui suit. Il y a donc (compte tenu des hémisphères) deux campagnes de production de vaccins. Actuellement 250 millions de doses sont produites annuellement dans plus de 100 pays. Une revue sur les procédés à mettre en œuvre pour tenir un agenda aussi serré sont décrits dans une revue de C Gerdil (Aventis Pasteur); Vaccine 21 (16MAY03).1776-1779 et de JM Wood et al.; p. 1786-1788, qui couvre les aspects réglementaires de ces productions et leurs adaptations en cas de pandémie. RA Fouchier et al.; p.1754-1757, discutent de l'impact de la surveillance des virus grippaux animaux sur la gestion des épidémies ou pandémies à venir.

Le sous-type H9N2 de l'influenza aviaire de Hong Kong est largement répandu, et on s'attend à une pandémie partant de cette souche. Un vaccin serait donc prudent. H Chen et al.; Vaccine 21 (16MAY03) 1983-1988 décrivent un candidat vaccin dérivé d'un variant à multiplication rapide de cette souche, (G9/PR8). qui comprend l'hémagglutinine et la neuraminidase de la souche aviaire A/chicken/Hong Kong/G9/97 (G9)et les six gènes codant les protéines internes de la souche classique A/Puerto Rico/8/34 (PR8) obtenu par réarrangements, comme il s'en passe dans la nature. La souche G9/PR8 n'est pas très pathogène pour la souris et le poulet. Une forme inactivée confère une protection contre la souche G9 et la souche H9N2 A/Hong Kong/1073/99. Il pourrait servir de base en cas de pandémie. 

Entre temps, les épidémies annuelles liées à des variations antigéniques continues, persistent et le système bien rodé d'alerte fonctionne. G Kemble et al.; p.1789-1795 de MedImmune décrivent les nouvelles générations de vaccins grippaux. Il existe plusieurs stratégies pour améliorer les versions annuelles de vaccins adaptées à l'évolution des populations virales courantes. KL Nichol; p.1769-1775, examine l'efficacité des vaccins inactivés.

( (( (( (( (( (
83. Il est parfois difficile d'immuniser les nouveaux-nés du fait de l'immunité maternelle (et de l'immaturité de leur système immunitaire). Cette immaturité entraîne une préférence pour une réponse du type Th2. Chez la souris, une corrélation inverse existe entre les IgG2 des mères et le niveau d'interleukine 5 chez les souriceaux quand on tente de les immuniser contre les glycoprotéines de surface du virus Sendaï (un paramyxovirus modèle).Mais on trouve une trace de la primo-infection chez l'adulte au niveau des niveaux IgG2et de l'interféron , après réimmunisation. GAN Blomqvist et al.; Vaccine 21 (16MAY03) 2031-2040.
Ceci confirme ce que l'on avait constaté chez des porcelets avec une vaccination ADN contre la maladie d'Aujeszky où la vaccination opère, même face à une immunisation maternelle, comme le montrent des chercheurs de Mérial. L Fischer et al.; Vaccine 21 (02APR03) 1732-1741.
( (( (( (( (( (
84. Un moyen de lutter contre les moustiques est de vacciner les souffre-couleurs de ces insectes contre des antigènes digestifs du moustique. Le repas de sang va alors les agresser au niveau intestinal. BD Foy et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 2032-2040.
Le principe a déjà été utilisé contre la tique du bétail Boophilus microplus. Dans ce cas c'est l'antigène Bm86 qui est une glycoprotéine intestinale de la tique. Le procédé est breveté à la fois par Biotech Australia (WO88/03929 du 02JUN88) et les cubains (ZA9/02352 du 25AUG93). La technique cubaine 


comprend la production dans Pichia pastoris, mais il a fallu 4 ans pour isoler l'antigène utilisé. 

Mais, dans ce cas, les auteurs ont utilisé des cDNAs du tube digestif moyen du moustique Anopheles gambiae.
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85. L'immunisation par des bactéries lactiques recombinantes est étudiée par plusieurs équipes. Il est, cependant, recommandé de stimuler les réactions immunitaires dans certaines conditions. Des chercheurs de Jouy associés à des chercheurs mexicains et brésiliens ont fait exprimer l'interleukine-12 (IL-12) par Lactococcus lactis, associée à une immunisation intranasale. Cette cytokine dimérique joue un rôle dans l'immunité cellulaire et joue le rôle d'adjuvant dans le cas d'immunisation par ADN. Mais l'IL-12 est fortement cytotoxique. Il fallait donc assurer une expression à la demande. L'IL-12 est exprimée sous la forme de deux polypeptides, p35 et p40, ou sous la forme d'un polypeptide fusionné. Ce dernier est, apparemment, plus efficace dans le renforcement des réponses vaccinales. LG Bermúdez-Humarán et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 1887-1896.
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87. Des chercheurs britanniques décrivent une vaccination ADN contre la diarrhée virale bovine. Cette vaccination induirait une réponse humorale et cellulaire suffisamment protectrice. Mais une moitié des animaux développe néanmoins une virémie. I Nobiron et al.; Vaccine 21 (16MAY03) 2091-2101.
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88. L'utilisation de constructions ADN codant des protéines mycobactériennes est envisagée pour des vaccins antituberculeux. Il faut, comme toujours obtenir une production adéquate de l'antigène et une bonne réponse immunitaire. Malheureusement, on vient de démontrer des nécroses pulmonaires quand c'est un gène de la protéine hsp60 de Mycobacterium leprae qui protège de Mycobacterium tuberculosis après une injection intraveineuse. Les nécroses sont observées quand on procède par aérosol. Il en est de même avec le gène codant l'antigène Ag85 de M.tuberculosis. JL Taylor et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 2192-2198. Il convient donc d'être prudent dans ce domaine.
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Les Pathogènes 

89. La séquence complète de 1 995 275 pb du génome de la forme hautement pathogène Nine Mile phase I RSA493 de Coxiella burnetii vient d'être établie par le TIGR en association avec de nombreuses universités américaines. R Seshadri et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5455-5460.
C'est l'agent de la fièvre Q qui est pathogène pour l'homme comme pour le bétail C'est un intracellulaire obligatoire se multipliant à de hauts titres, mais lentement (temps de doublement de l'ordre de 12 à 20 h).Il est d'une part bien adapté à une vie en milieu acide et compatible avec les pH de ~4,5 du phagolysosome, et d'autre part très résistant à toutes sortes d'agents à l'état libre, ce qui le rend facilement infectieux par aérosol, d'autant plus que la dose infectieuse minimale est extrêmement faible. C'est pourquoi il est classé dans la catégorie B des agents de bioterrorisme. 

Il est malheureusement impossible à étudier par les techniques classiques de la biologie moléculaire, c'est pourquoi la connaissance de son génome ouvre des possibilités d'analyse de sa physiologie. Bien que sa stratégie puisse beaucoup ressembler à celle des Rickettsia et Chlamydia, son génome est organisé de façon très différente. Il contient encore plusieurs éléments mobiles, de nombreux pseudogènes sont également présents, ce qui indique que le génome est en phase d'évolution.

( (( (( (( (( (
90. Brucella abortus produit le sidérophore qu'est l'acide 2,3-dihydroxybenzoïque (2,3-DHBA) en réponse à une carence en fer, problème majeur de beaucoup de pathogènes. L'opéron dhbCEBA de synthèse du DHBA de la souche virulente 2308 de B. abortus a été cloné et la fonction a été vérifiée. On trouve, de plus, au voisinage, des homologues des gènes entD d'E.coli et vibH de Vibrio cholerae, ce qui suggère la capacité à produire un sidérophore plus complexe que le DHBA. (BH Bellaire et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 1794-1803). Deux promoteurs en amont de dhbC sont activés par le fer. La production de ce sidérophore est indispensable à l'infection des ruminants gravides alors qu'il ne l'est pas chez la souris BALB/c sensible à la bactérie. Usuellement le DHBA n'est qu'un intermédiaire dans la synthèse des sidérophores, comme entérochéline (d'E.coli, vibriobactine de V.cholerae) mais on pensait que B. abortus ne sait pas produire ces sidérophores. En réalité cette production a lieu dans certains environnements, comme cela avait été montré pour la brucebactine qui est un de ces sidérophores complexes.
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91. Burkholderia pseudomallei, est un pathogène intracellulaire facultatif (agent de la mélioidose) colonisant les macrophages. On vient de montrer que le flagelle est un déterminant de la virulence. KL Chua et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 1622-1629. Cette bactérie endémique parfois fatale est endémique en Australie et en Asie du Sud-Est. Voir le bulletin de Décembre 2002 §96.

L'adhésion par le biais de ce flagelle est également nécessaire à l'invasion par endocytose de l'amibe Acanthamoeba astronyxis. TJJ Inglis et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 2280-2282.
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92. Il existe des formes atténuées de la maladie de Creutzfeldt-Jakob spontanée. La "souche" SY en est une isolée au Japon. Elle retarde significativement le développement de la forme virulente FU qui reste latente mais pourrait être quand même être déclenchée par un stress. On vient de montrer que FU est continuellement ou même complètement éliminée par une préinfection par la forme SY. Chacune des souches évolue indépendamment dans une infection mixte sans forme chimérique détectable. Les formes de FU les plus virulentes sont capables de persister sous forme latente pendant de longues périodes. 

Si on utilise de faibles doses de SY et de fortes doses 


de FU administrée intracérébralement on constate une protection efficace jusqu'à 600 jours (phase de cacochymie d'une souris normale) même en l'absence de SY détectable au moment de la surinfection par FU. Il doit donc exister un mécanisme de lutte efficace contre cette infection qu'on ne sait pas encore interpréter. L Manuelidis et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5360-5365.
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93. Une hétérozygotie pour un polymorphisme banal dans le gène PrnP codant la protéine du prion confère une résistance relative à la maladie. Les survivants âgés de cette période portent tous le marqueur 129 de résistance à l'état hétérozygote. Il y a manifestement eu une sélection pour les hétérozygotes, tous les homozygotes ayant été éliminés par la maladie. S Mead et al.; Science 300 (25APR03) 640-643.
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94. Le prion [Het-s] du champignon filamenteux modèle Podospora anserina est impliqué dans l'incompatibilité hétérocaryotique où une mort programmée est déclenchée lors de la confrontation de deux génotypes incompatibles. Ce mécanisme est génétiquement régulé. Les protéines het-s- et het-S diffèrent par 13 amino-acides. La protéine HET-s peut être convertie en un prion infectieux contrairement à Het-S. Les souches codant HET-s existent donc sous deux formes alternatives, la forme active (en ce qui concerne l'incompatibilité) infectée par le prion [Het-s] et l'état neutre [Het-s*]. La fusion d'une souche [Het-s] avec une souche [het-S] entraîne la mort. La fusion d'une souche sans prion [Het-s*] avec [het-S] donne des hétérocaryons viables. [Het-s] peut infecter [Het-s*] par simple contact. Ceci permet de démontrer la nature infectieuse d'une protéine HET-s recombinante. Le prion [Het-s] diffuse dans le mycelium à 70 mm par jour. La nature agrégée de la protéine est nécessaire à l'infection, car la forme soluble ou amorphe n'est pas infectieuse. La cohésion des molécules est assurée par le frgament résistant aux protéases de 7 kDa. Ce fragment correspond à la partie C-terminale de la protéine (aa 218-289) de la protéine. Sous la forme soluble, la portion 1-227 est fortement organisée, mais la partie terminale est très flexible et responsable de la propagation du prion in vivo. A Balguerie et al.; The EMBO Journal 22 (01MAY03) 2071-2081
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Les Productions Microbiennes 

95.### Les fonctions des petits ARNs régulateurs détectées chez les bactéries augmentent tous les jours. Les premiers de ces ARNs ont été décrits dans les années 70s. On en a commencé un inventaire chez Escherichia coli, surtout par des méthodes informatiques dans le génome public de la bactérie. On en est à plus d'une cinquantaine. Une revue fait le point sur ces petits ARNs et leurs rôles régulateurs: E Massé et al.; Current Opinion in Microbiology 6 (APR03) 120-124.
Hfq, qui a été découverte comme un facteur de l'hôte permettant la réplication du phage Q, est en fait nécessaire à l'action de nombreux petits ARNs régulateurs qui agissent par appariements avec leur séquence complémentaire. Hfq est une protéine conservée, abondante se liant aux ARN simple-brins riches en A et U, qui doit stabiliser certains des petits ARNs et doit jouer un rôle de chaperone à ARNs.

Un cas amusant est celui du Csr (Carbon storage system). CsrA est une petite protéine (61 aa) régulatrice de la traduction. Elle intervention dans tout un tas de régulations, synthèse du flagelle, métabolisme de l'acétate, et glycolyse qu'elle stimule, mais aussi dans le métabolisme du glycogène (d'où le nom du système) et la néoglucogenèse qu'elle inhibe, le tout chez E.coli. 

 CsrA se lie à des séquences des messagers proches du site de fixation des ribosomes et inhibe la traduction de glgC (du métabolisme du glycogène). CsrB code un ARN régulateur de 366 nucléotides porteur de 18 répétitions du site de fixation de CsrA et, de ce fait est un piège à CsrA. La quantité de CsrB détermine la disponibilité de CsrA. Pour simplifier les choses, la transcription de CsrB est indirectement activée par CsrA, via le régulateur de réponse UvrY. Enfin, comble de sournoiserie, on a découvert un second petit ARN antagoniste de CsrA, CsrC. Ce modèle CsrA/CsrB a été impliqué dans de nombreuses régulations chez les bactéries, notamment dans la virulence et l'invasion de plantes ou animaux.
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96. La glycolyse de Saccharomyces cerevisiae parait un objet bien connu et dont on croit connaître tous les acteurs. La voie n'est pas ramifiée, les flux sont élevés et la concentration des composants élevée et les intermédiaires sont stables. Mais une corrélation un tant soit peu étroite entre expression génique et fonctionnement y est, comme dans beaucoup de cas, bien peu visible. Un commentaire de DG Fraenkel; Current Opinion in Microbiology 6 (APR03) 198-201 essaye de confronter tous les résultats publiés sur ce sujet. Il essaye d'évaluer la qualité des données connues (résumées dans un tableau abondamment exploité par l'auteur) et montre bien des éléments d'incertitudes. 

Saccharomyces cerevisiae possède, en effet, 20 gènes impliqués dans la glycolyse, y compris ceux de l'éthanologenèse. On a pu écrire que la levure possède 2500 gènes donnant lieu à un seul transcrit en moyenne, 400 en donnant 20 chacun et 20 en donnant 200 chacun. Vingt an plus tard la technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) montre que sept des dix gènes les plus exprimés sont ceux de la glycolyse. 

En ce qui concerne les protéines, entre 7 et 9 des protéines les plus synthétisées sont également les enzymes de la glycolyse. Si l'on utilise l'activité spécifique des enzymes purifiées divisée par celle des extraits bruts, et en faisant les corrections adéquates, on peut dire que 65% des protéines solubles sont celles de la glycolyse. 

C'est bien avec l'activité enzymatique que la mesure est probablement la plus correcte, plus que celle des protéines marquées. 

De cette analyse l'auteur conclue que la glycolyse est relativement permanente. Il conclue également que les modifications du niveau d'expression n'ont souvent pas grande influence sur les flux dans une voie, même si les niveaux de métabolites peuvent fluctuer. 
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97.### On sait depuis un certain temps que les protéolyses participent, chez les eucaryotes aux régulations en limitant dans le temps l'activité de protéines diverses, mais aussi en créant des peptides messagers de signaux. C'est le cas dans le cycle cellulaire, les voies de signalisation à partir des récepteurs membranaires ou intervenant dans les réponses aux stress. 

Ce mécanisme existe, mais n'est pas largement répandu chez les bactéries. On les a découverts dans le cycle cellulaire, les réponses aux stress et la différenciation. 

Une revue de U Jena et al.; Current Opinion in Microbiology 6 (APR03) 163-172 analyse ces mécanismes dans le cas des réponses générales aux stress chez Escherichia coli et de la sporulation chez Bacillus subtilis. 

L'un des effets intéressants est de créer rapidement, dans les voies, une irréversibilité et donc une directionnalité. Cela permet également une localisation de ces régulations. Un contrôle étroit de l'activité des protéases, à la fois dans leur spécificité, mais aussi leur activité dans le temps, est cependant, indispensable. En effet, ces régulations rapides permettent de répondre sans délai aux fluctuations du milieu, par exemple, sans avoir à faire intervenir toute une autre voie. Le couplage entre une voie d'induction et celle la protéolyse en boucle n'est donc pas si rare. C'est le cas de S de 32 chez E coli.

Des systèmes avec une forte induction ou un interrupteur d'une protéine régulatrice exigent toujours un frein. Si c'est la quantité de la protéine qui est décisive, plutôt que son activité, sa destruction est tout indiquée. 
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99. Les séquences génomiques de microorganismes s'accumulent. Les critères d'hyperthermostabilité sont examinés à nouveau par le groupe de Claverie à Marseille sur un échantillon plus large que celui de 2000. Il confirme qu'une corrélation entre une grande différence entre les teneurs en acides aminés chargés par rapport aux polaires est une signature des hyperthermophiles. K Surhe et al.; Journal of Biological. Chemistry 278 (09MAY03) 17198-17202.
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100. Les protéines thermostables sont toujours recherchées, à la fois pour établir les règles de la thermostabilité, et pour des applications industrielles qui préfèrent ces protéines, notamment les enzymes, pour accélérer certains processus industriels.

On espère trouver de telles protéines chez les organismes thermophiles ou hyperthermophiles mais ce n'est pas une garantie, car d'autres moyens sont utilisés par ces organismes pour assurer leur métabolisme dans ces conditions. Par contre ces organismes sont souvent difficiles à utiliser, et on exprime les gènes dans des organismes mésophiles comme E.coli. On se heurte alors à des particularités du codage par les thermophiles. 

Des chercheurs de Nancy ont exprimé la phosphatase alcaline de Pyrococcus abyssi (une archée hyperthermophile) chez E.coli et Pichia pastoris et l'expression a été analysée. 

Chez E.coli, elle est médiocre, mais peut être sensiblement améliorée en utilisant les tARNs correspondant aux codons rares AGA, AGG et ATA. Dans Pichia, la récolte est faible, mais l'enzyme est plus fonctionnelle que chez E.coli. S Zappa et al.; Enzyme and Microbial Technology 32 (20MAY03) 751-756.
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101. Beaucoup d'opérons des bactéries Gram+ impliqués dans la synthèse de la méthionine et de la cystéine (deux acides aminés soufrés) possèdent, dans leur séquence leader, une boîte soufre (S-box) qui permet l'activation de l'opéron en carence de soufre. On vient de montrer qu'un mécanisme de rétrorégulation par la S-adénosyl-méthionine (qui s'accumulent en pléthore de soufre) intervient également, car elle reconnaît l'ARN de cette séquence leader non traduite et intervient comme un terminateur, empêchant la suite de la transcription. L'ARN leader de la S-box constitue donc un nouveau système de riboswitch. On avait déjà montré que le produit final d'une voie peut venir inhiber son fonctionnement en utilisant les propriétés d'aptamère de la séquence leader, notamment dans le cas des vitamines, thiamine pyrophosphate (TPP) dans le cas de la vitamine B1 et adénosyl-cobalamine dans le cas de la vitamine B12 (voir le Bulletin de Décembre 2002 §14 ou JW Szostak; Nature 419 (31OCT02) 890-891). Ces séquences régulatrices ont été révélées chez de nombreuses bactéries, chez des archées et les plantes. V Epshtein et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5052-5056.
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102. L'opéron de Clostridium butyricum de production du 1,3-propanediol à partir de glycérol a été caractérisé par le groupe de Soucaille à Toulouse. CR Raynaud et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (29APR03) 5010-5015.

Il fait intervenir une glycérol déshydratase qui est indépendante de la vitamine B12, ce qui est, évidemment, intéressant sur la plan économique.
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103. La production de protéines recombinantes chez Pichia pastoris (initialement conçue par Phillips Petroleum et SIBIA) est très utilisée. Elle repose sur l'utilisation du promoteur AOX1 d'alcool oxydase induit par le méthanol et consiste à d'abord cultiver la levure sur glycérol, puis à le faire sur méthanol dans une seconde phase où il sert de substrat et d'inducteur de la production de la protéine hétérologue. Mais la levure est sensible au méthanol, et il faut le fournir graduellement en se basant sur la consommation d'oxygène. Une autre stratégie consiste à utiliser un méthanol limitant, calculé pour une production donnée et administré exponentiellement en même temps que du glycérol. On n'améliore pas la production finale de la protéine, mais on économise le méthanol, ce qui facilite les traitements aval. LB Trinh et al.; Biotechnology & Bioengineering 82 (20MAY03) 438-444. 
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104.### On trouvera dans P Fernandes et al.; Enzyme & Microbial Technology 32 (20MAY03) 688-705, une revue sur les données récentes sur les bioconversions des stéroïdes. C'est un des grands succès des bioconversions et il est relativement ancien. Les tendances actuelles sont à une amélioration de l'efficacité des procédés actuels et à la recherche de nouvelles bioconversions. Ces bioconversions continuent à être associées à des étapes chimiques. Enfin des sources meilleur marché de précurseurs sont actuellement recherchées

Les bioconversions sont réalisées par des cellules entières plutôt que par des enzymes à cause des problèmes techniques liés, comme la stabilité. 

La structure complexe des stéroïdes, qui sont des dérivés du stérane (cyclopentano-perhydrophénantrène) implique une synthèse en plusieurs étapes. Les synthèses chimiques exigent donc des étapes de protection de groupements réactifs sur les intermédiaires et leur régénération. Les produits chimiques sont difficilement défendables sur le plan environnemental. Les bioconversions peuvent être substituées à certaines étapes, une fois les problèmes de productivité et de pureté des produits résolus. 

Les phytostérols (stigmastérol, -sitostérol et campestérol, les deux derniers constituant le sitostérol) sont, avec les sapogénines, les matériaux de départ. Les phytostérols sont surtout extraits du soja et purifiés par cristallisation. Des sources meilleur marché sont recherchées, notamment dans les effluents de papeterie ou de l'industrie du sucre de canne. Elles ont pu être utilisées une fois que des souches de Mycobacterium non inhibées par le sitostérol ont été découvertes. On a également essayé la surproduction d'ergostérol par Candida maltosa. Des cultures cellulaires de Lin ont également été proposées, ainsi que des cals d'Agave amaniensi pour des sapogénines. Il reste à prouver la validité économique de telles productions. 

Le cholestérol, extrait de lipides animaux, peut également être utilisé. Des productions de testostérone, à partir de cholestérol, utilisant, soit le Mycobacterium sp.NRRL B-3805, soit Lactobacillus bulgaricus ont été décrites.

Le glucose du milieu permet d'accumuler le pouvoir réducteur nécessaire à la réduction de l'AD en testostérone. le clivage de la chaîne latérale des -sitostérol, campestérol, cholestérol et de leurs dérivés 19-hydroxy a été réalisé avec des Mycobacterium sp., Rhodococcus sp.et Moraxella sp. D'autres phytostérols, comme le lanostérol et ses dérivés, ainsi que l'ergostérol sont des précurseurs qui semblent prometteurs.

Les hydroxylations sont très fréquentes dans ces synthèses. Des 11-, 11-, 15 et 16-hydroxylations sont des réactions classiques de l'industrie des stéroïdes, surtout pour les hormones corticostéroïdes et leurs analogues. Les 11-, 11- et 16-hydroxylations utilisent respectivement des Rhizopus ou Aspergillus, Curvularia ou Cunninghamella et des Streptomyces. Les hydroxylations jouent des rôles variés dans l'activité des stéroïdes, un hydroxyle en 11 intervient dans les activités anti-inflammatoires, un hydroxyle en 16 confère une activité corticoïde, etc… Des déshydrogénations dites 1 dans le cycle A engendrent une double liaison 1-2 qui favorise la reconnaissance par le récepteur des glucocorticoïdes. 

La faible solubilité des substrats dans les milieux aqueux pose des problèmes. On a pensé à l'encapsulation du substrat dans une cyclodextrine. On se heurte alors aux problèmes de perméabilité des microorganismes à ces substrats peu solubles, surtout sous la forme de complexes. On a dû, dans certains cas, utiliser des cellules perméabilisées pour faciliter l'accès du substrat aux enzymes, notamment chez les mycobactéries. L'utilisation de phases organiques non miscible à l'eau dans laquelle le substrat, puis le produit, sont solubles a été étudiée. Mais dans certains cas, comme Arthrobacter simplex, par exemple, des effets toxiques sur la chaîne respiratoire ont été constatés. On doit donc utiliser un transporteur extérieur d'électrons comme la ménadione. 

Plusieurs schémas décrivent divers procédés microbiens (avec les souches impliquées) ou mixtes de divers stéroïdes qu'il vaut mieux voir décrits dans la revue que massacrés ici.
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105. Les composés organiques halogénés ne sont pas obligatoirement d'origine humaine et donc répréhensibles. Les algues rhodophytes savent produire des monoterpènes halogénés. Des chercheurs d'Oregon State University ont analysé leur production dans des plantules d'Ochtodes secundiramea en cultures dans un photobioréacteur airlift à perfusion. JP Polzine et al.; Biotechnology & Bioengineering 82 (20MAY03) 415-428.
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106.### Un article de M Kleerebezem et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 232-237 décrit la construction d'un modèle cinétique du métabolisme du pyruvate des Lactocoques. Il est destiné à évaluer les conséquences de la modification de l'expression individuelle des gènes. (voir http://j.biochem.sun.ac.za). 

Les capacités synthétiques et métaboliques de ces bactéries sont relativement limitées. Le métabolisme énergétique est, par exemple, pratiquement déconnecté des biosynthèses. On peut, donc, modifier le catabolisme des sucres sans interférence avec les synthèses. 

La bactérie lactique la plus connue est Lactococcus lactis et l'on a bien réussi à modifier le métabolisme. 

La revue décrit plusieurs outils disponibles dans ce but, et la manipulation des dérivés du pyruvate, qui est le grand carrefour du métabolisme (dont l'acide lactique, mais aussi l'éthanol). 
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Les Protéines et les Enzymes

107. Des chercheurs du CNRS à Montpellier ont rédigé une revue sur le comportement des protéines aux interfaces, notamment à la traversée des membranes. F Heitz et al.; Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Protein Structure and Molecular Enzymology 1597 (20MAY02) 1-11.Les auteurs montrent comment on peut analyser les changements de conformation et les interactions avec les lipides soit dans des films mono-moléculaires soit dans des liposomes pour les bicouches. Les auteurs examinent également les outils d'analyse comme le dichroïsme circulaire, la spectrométrie infra-rouge avec transformée de Fourier, la fluorescence avec les fluorophores endogènes comme les acides aminés aromatiques, l'ellipsométrie, la diffraction, la résonance magnétique nucléaire ou la microscopie à force atomique avec leurs indications et leurs limites.
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108. Des chercheurs indiens décrivent la production d'une xylanase dépourvue d'activité cellulase d'Aspergillus fumigatus AR1, un champignon alcalitolérant. Il a été isolé des effluents d'une papeterie. T Anthony et al.; Enzyme and Microbial Technology 32, (20MAY03) 647-654. C'est une 


xylanase (en fait des xylanases) de haute masse moléculaire (212 à 253 kDa) alors qu'elles ont, en général, des masses moléculaires de moins de 35 kDa. Des xylanase sans cellulase thermo- et alcaliphiles sont souhaitées en papeterie pour éviter de dévorer le papier en déchiquetant les xylanes. De telles xylanases sont produites par Bacillus, Aeromonas et Streptomyces et par un Cephalosporium et Aspergillus fischeri.
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110. La condensation de substances hydrophobes et hydrophiles, parmi les ingrédients alimentaires acceptés, permet de produire des surfactants consommables. Ces synthèses se font en milieu organique avec des lipases. Des chercheurs japonais décrivent l'estérification de l'érythritol (un édulcorant avec deux fonctions alcool primaire et deux secondaire) par l'acide oléique. L'acétonitrile, souvent utilisé comme solvant organique, ne peut l'être pour une utilisation alimentaire. La synthèse a donc été réalisée dans l'acétone avec la lipase classique de Candida antarctica. J Piao et al.; Biochemical Engineering Journal 14 (MAY03) 79-84.
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L'Agroalimentaire 

111. Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) est, en partie, consacré aux biotechnologies appliquées aux aliments. 

Trois des quatre chapitres décrivent les modifications des organismes à finalité alimentaire (ici plantes, champignons et bactéries lactiques). G Tucker; p.221-225   (déja évoqué au § 36) décrit l'amélioration des plantes sur le plan nutritionnel soit par sélection classique, soit par modifications génétiques.. 

G Hofmann et al.; p.226-231 discutent des possibilités dans le domaine des champignons, (ils ne traitent qu'incidemment de la levure de bière), tandis que M Kleerebezem et al.; p.232-237) discutent des applications potentielles des bactéries lactiques issues de la modification des voies métaboliques (voir le §).

HA Kuiper et al.; p.238-243 discutent de l'évaluation de la sécurité des aliments transgéniques. 
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113. Une revue de chercheurs du CNRS à Strasbourg (M Morant et al.; Current Opinion in Biotechnology 14 (APR03) 151-162) porte sur les cytochromes P450 des plantes, et leurs utilisations potentielles pour l'enrichissement des plantes en anti-oxydants ou autres nutraceutiques. Leurs produits sont utilisés par les plantes pour neutraliser pathogènes ou insectes herbivores, mais aussi certains herbicides ou autres xénobiotiques. Les auteurs répètent malheureusement une erreur (à mon avis) sur la détoxification du manioc de ses cyanoglucosides qui sont des protecteurs contre les insectes phyllophages et qui ne doivent pas être éliminés au départ, mais à la consommation. On en connait 1052 actuellement et on dispose donc d'une bonne base permettant des comparaisons et des modifications pour une utilisation donnée. Les analyses portent surtout sur l'obtention de substances actives utiles à l'homme; mais aussi sur la formation des odeurs, les dangers de certains aliments
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114. La vitamine A et ses métabolites interviennent dans l'organisation de l'embryon des Vertébrés. L'analyse de l'effet sur le développement du squelette axial est handicapée par sa létalité inhérente au cours du développement embryonnaire. C'est ce qui a été dénommé dans les années 40 à 50, le syndrome de la déficience en vitamine A. Cet obstacle a été tourné en fournissant des doses limites d'acide rétinoïque allantoïnes à des rattes gestantes. Le développement squelettique a été suivi après complémentation par du rétinol. ME Kayser et al.; Developmental Biology 257 (01MAY03) 14-29. La vitamine A est indispensable, sinon l'embryon meurt avec des déficiences du cœur et du cerveau. Les auteurs constatent que cette addition est indispensable, dans les conditions d'expérimentation (fourniture de base d'acide acide rétinoïque all-trans) après 9,5 jours de développement. Les altérations sont des déplacements vers l'arrière de l'expression des gènes Hoxa-4, Hoxb-3, Hoxd-3, Hoxd-4 et Hoxa-9 dans le mésoderme, alors que l'expression dans les domaines antérieurs de Hoxb-4 et Cdx2 ne sont pas modifiés. Il y a donc une fenêtre à la fin de la gastrulation (entre 9,25 et 9,75 jours) où la vitamine A est particulièrement indispensable.
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Les Pré- et Probiotiques

115. Les prébiotiques sont des aliments qui favorisent certains éléments de la flore intestinale comme les Bifidobacterium. Ce sont usuellement des polysaccharides comme l'inuline ou des oligosaccharides qui passent sans digestion de l'intestin dans le colon. On suppose que cette flore stimulée fournit à l'hôte un certain nombre d'oligoaliments. L'ARS du Département américain de l'agriculture (USDA) travaille sur la production de l'alternane (polysaccharide composé alternativement de -(1-›6) et-(1-›3) glucoses, très soluble, à faible viscosité et pouvant remplacer la gomme arabique dans les aliments). Or ces procédés enzymatiques engendrent également des oligosaccharides prébiotiques. L'USDA a déposé une demande de brevet sur le sujet [USDA Press Release 16MAY03]. A suivre.
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116. Toutes les surfaces accessibles du corps sont colonisées dès l'enfance par des microorganismes. Un remaniement permanent amène progressivement un équilibre chez un individu en bonne santé, constituant une ménagerie assez abondante adaptée aux différents écosystèmes constitués par les divers épithéliums. 

La flore intestinale humaine se défend, comme elle peut, contre le changement (comme leur détenteur). On a, depuis de nombreuses années, cherché à biaiser cette lutte en la renforçant contre nos pathogènes intestinaux, qui sont nos terroristes communs. C'est le principe de base des probiotiques, avec notamment les lactobacilles. L'idée est de permettre l'implantation de certaines bactéries supplémentaires en essayant de tromper la microflore stable existant sans trop modifier l'écosystème auquel elle est associée. Mais il n'y pas que la flore intestinale qui peut être modifiée, toute flore associées aux épithéliums sont susceptibles de l'être. 

Ce type de procédé s'étend à la prévention des caries avec des Streptococcus mutans avirulents, ou celle des otites par des Streptocoques, ou celle des pharyngites par Streptococcus salivarius. Une revue de JR Tagg et al.; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 217-223, traite des développements de ces stratégies de prévention. Ces techniques prophylactiques ont été renvoyées aux placards historiques avec l'avènement des antibiotiques, mais on peut facilement concevoir que, vu les résistances accumulées et le peu d'empressement dans le développement de nouveaux antibiotiques, le retour aux observations du XIX°siècle (notamment de Pasteur sur le bacille du charbon, et surtout d'Eli Metchinikoff ) soient reprises en compte. 

On observe des études sur la prévention des infections urogénitales par Streptococcus pyogenes ou Staphylococcus aureus en sus de celles mentionnées plus haut. Toutes annoncent des effets notables, mais une adoption convaincue ne se dessine pas. Mais l'obstination sur les trois premiers exemples devrait peut-être emporter, un jour, la conviction. Ce sont d'ailleurs ces trois exemples qui sont développés dans la revue.

Si l'on prend les caries, on admet que Streptococcus mutans et, dans une moindre mesure, St.sobrinus sont responsables de caries dentaires. Ils le doivent au fait qu'ils produisent rapidement et abondamment de l'acide lactique ainsi que la matrice polysaccharidique de la plaque dentaire. Il existe bien quelques bactéries capables d'exclure les type mutans, parmi les entérocoques, les Streptococcus salivarius et Streptococcus equi subspecies zooepidemicus, mais les plus forts inhibiteurs des S.mutans sont d'autres S.mutans. On est donc plus ou moins contraint de rechercher des souches les moins virulentes possibles, mais interférant bien avec les plus cariogènes. Le plus amusant, c'est que ce sont souvent les souches indigènes, cariogènes, qui ont eu le temps de s'implanter et de se stabiliser qui éliminent les souches de laboratoire choisies pour lutter contre elles. L'implantation de cette flore dentaire a lieu au moment de l'éruption des dents, et c'est sûrement le meilleur moment pour tenter une colonisation. La colonisation sera facilitée si la souche produit des "bactériocines " efficaces. C'est le cas de S.mutans JH1000 et son mutant résistant à la tétracycline JH1001, puis d'autres mutants dérivés comme JH1005 et JH1140 à plus forte production de bactériocines. JH1140 produit une bactériocine appelée mutacine qui est un lantibiotique de type épidermine. JH 1005 a pu persister pendant au moins 14 ans chez un sujet et donc sa compétitivité est démontrée. 

Le malheur est que ces souches sont cariogènes (!!!). La réduction de la production d'acide lactique par inactivation de la lactate déshydrogénase est létale pour S.mutans, alors qu'on avait montré qu'elle est tolérée par Streptococcus rattus. On a donc plutôt remplacé la LDH native par celle de Zymomonas mobilis chez JH1140. On a constaté que cette substitution dans la souche dite BCS3-L1 conservait les capacités anti-mutans de JH1140, au moins chez le rat. 

De plus, il restera la plaque qui peut donner des réactions immunes entraînant le déchaussement des dents. Il faudra donc compter avec ce facteur qui est également âge-dépendant. La souche BCS3-L1 forme malheureusement plus de plaque en présence de saccharose, mais les auteurs affirment que ce n'est pas beaucoup plus grave que pour les S.mutans d'origine. Il pose cependant un problème plus général qui est celui des conséquences de l'élimination d'une bactérie qui, bien que gênante, peut éviter des pathogènes plus redoutables. Une autre remarque est que la mutacine ne semble pas du tout avoir les mêmes effets in vitro et in situ dans la plaque dentaire où son spectre de cibles est beaucoup plus limité, ce qui n'est pas rare dans les biofilms où la microécologie joue un grand rôle. 

Les auteurs discutent également de la bactériothérapie dans le cas des otites, où l'infection a également une origine orale via la trompe d'Eustache faisant communiquer l'oreille moyenne avec le pharynx. Les otites sont causées par Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et, moins fréquemment, par Moraxella catarrhalis et Streptococcus. pyogenes. On a constaté une abondante colonisation du pharynx par des streptocoques alfa chez les enfants indemnes, contrairement à ce que l'on observe chez ceux qui sont affectés par les otites. D'où le raisonnement classique des probiotiques. On a assemblé des collections de ces streptocoques (deux Streptococcus sanguinis, deux Streptococcus mitis et un Streptococcus oralis) dans une préparation commerciale pour lutter contre cette infection après un traitement antibiotique. Malheureusement, sans antibiotiques, cela ne donne rien de bon. D'où des doutes persistants. 

Les pharyngites à streptocoques dues à Streptococcus pyogenes sont redoutées, surtout pour leurs conséquences rhumatoïdes et les lésions rénales subséquentes. On ne possède pas de vaccins et seule la prévention par antibiotiques est utilisable. Or il se trouve que le pharynx est un forum pour de nombreux et abondants streptocoques. Le plus intéressant est Streptococcus salivarius qui produit deux bactériocines lantibiotiques, la salivaricine A2 (une variante de la salivaricine A) et la salivaricine B qui sont fortement actives contre St.pyogenes. On commercialise en Nouvelle Zélande (où l'un des auteurs opère) une mixture à case de cette bactérie pour lutter contre ces pharyngites et les fièvres rhumatoïdes récurrentes.
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117. Des chercheurs de Mera Pharmaceuticals font l'apologie de l'astaxanthine d'Haematococcus pluvialis, une chlorophyte unicellulaire. Cette algue en produit jusqu'à 30g par kg de poids sec. M Guerin et al.; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 210-216. Aquasearch, qui a été absorbée par la firme (voir le Bulletin de Juillet 2002 §143), avait développé commercialement cette production comme colorant pour les aliments pour poissons et crustacés, mais ce marché est forcément chaotique du fait, d'une part de la concurrence des caroténoïdes de synthèse (95% du marché avec Roche) et d'autre part, de l'absurdité des réglementations incompatibles entre pays. Les prix sur le marché ces dernières années sont de l'ordre de 2000$ par kg, or le coût de production des microalgues est de l'ordre de 500$ avec au maximum 3% du poids sec en astaxanthine, ce qui aggrave son cas. Il faut donc la vendre en pharmacie. La revue couvre son utilisation comme antioxydant, protection contre les UV, anti-inflammatoire ainsi que de tout autre mal dont vous pourriez souffrir. Les auteurs conseillent une absorption quotidienne de ce caroténoïde, essentiellement pour ses effets anti-oxydants qui sont effectifs chez les plantes.

L'astaxanthine ressemble au -caroténe, à la zéaxanthine et à la lutéine. La présence de radicaux hydroxyles et cétos sur chacun des cycles ionone explique bien des propriétés de ce caroténoïde. L'astaxanthine libre est particulièrement sensible à l'oxydation. Elle est conjuguée à des protéines dans la nature, et sa libération lors de la cuisson explique les changements de couleurs des crustacés, par exemple. Elle peut également être estérifiée par un ou deux acides gras, comme c'est le cas chez H.pluvialis où c'est un monoester. Il existe plusieurs stéréoisomères possibles jouant sur l'hydroxyle de la molécule, et c'est l'isomère 3S,3'S (3,34-dihydroxy-4,4'-dicéto -carotène qui est le plus abondant chez le saumon sauvage et H.pluvialis.

Seules les crevettes et quelques poissons, comme la carpe Nishikigoi (ou simplement Koi), avec ses magnifiques tâches rouges sur fonds variés, sont capables de convertir d'autres caroténoïdes voisins en astaxanthine. Mais ces carpes sont encore plus belles, apparemment, avec addition d'astaxanthine dans leur nourriture. 

Les mammifères ont, comme on le sait, besoin de -carotène qui est une provitamine A issue de leur nourriture, mais ils sont incapables d'effectuer la conversion de l'astaxanthine en vitamine A. 

La limitation de la formation des lésions de la fovea (dégénérescence maculaire des vieux) par la lumière UV est cependant possible avec l'astaxanthine, comme on l'a montré chez les rats, chez qui on a observé le franchissement de la barrière hémato-méningée et une protection. L'ennui est qu'on n'a jamais observé ce caroténoïde dans la rétine après ingestion chez l'homme, alors que zéaxanthine et lutéine y sont concentrées au niveau de la fovea, mais sont théoriquement moins efficaces.

Les propriétés anti-inflammatoires de l'astaxanthine ont été invoquées à propos de la maladie de Crohn et des ulcérations de l'estomac causées par Helicobacter pylori. Mais le rôle des propriétés anti-inflammatoire gagnerait à être confirmé dans ces cas. 

Les propriétés anti-oxydantes sont évidemment dirigées vers la réduction de l'oxydation des LDL dans le sang dont on sait qu'elles sont impliquées dans l'athérosclérose. Ceci est d'autant plus tentant que l'astaxanthine est véhiculée dans le sang par les VLDL, LDL et HDL.


L'astaxanthine semble stimuler, probablement par ses propriétés anti-oxydantes, les fonctions immunes où certaines cellules jouent sans retenue avec les oxygènes réactifs. Une autre propriété intéressante, mais encore énigmatique est celle d'être localisée au niveau des gap-junctions (en gros les plasmodesmes des animaux) entre cellules.
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La sécurité alimentaire

118. A Trewavas et al. Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) 185–190 font remarquer que les plantes que nous ingérons contiennent d'innombrables substances dont nous ne percevons les effets que combinés et grossiers. La quasi-totalité a des effets non perçus. Même pour un composé donné on ne sait jamais trop bien si ces effets son désirables ou non. Il en résulte qu'il serait effectivement souhaitable de mesurer les conséquences de la sélection des plantes sur la santé, quel que soit le mode d'obtention.
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119. Clostridium difficile est la cause principale des diarrhées associées à l'utilisation d'antibiotiques. Les diarrhées sont causées par deux grosses toxines protéiques codées par les gènes toxA (tcdA) et toxB (tcdB). Ces deux toxines détruisent le cytosquelette d'actine des entérocytes, en modifiant les protéines Rho par une glycosylation UDP-glucose-dépendante.

Les deux gènes toxA et toxB sont logés dans un segment de 19 kb ayant les caractéristiques d'un îlot de 5 gènes de pathogénicité. Le gène interposé, tcdE, code une holine permettant la libération de la toxine. On vient de montrer que l'expression de ces deux toxine dépend de la température, avec un maximum à 37° et dépend du facteur de transcription sigma alternatif, TcdD. Le gène tcdD est lui aussi auto-induit à 37°C. Le glucose réprime ces manifestations. S Karlsson et al.; Infection and Immunity 71 (APR03) 1784-1793.
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120. Les Listeria monocytogenes doivent être typées très spécifiquement de façon à déterminer l'origine, par exemple, d'une épidémie au sein d'un sérotype. MK Borucki et al.; Veterinary Microbiology 92 (29APR03) 351-362 ont utilisé des réseaux ADN pour identifier des gènes associés à différentes souches.
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121. Les virus de type Norwalk sont la cause la plus commune de gastro-entérites aiguës non bactériennes chez l'homme. Le bétail peut constituer un réservoir de tels virus mais on n'a jamais retrouvé, chez l'homme, de virus Norwalk des bovins. Un article de WH Van der Poel et al.; Veterinary Microbiology 92 (29APR03) 297-309 traite de l'épidémiologie de ces virus aux Pays-Bas. Celle-ci indique que ces virus sont endémiques chez les bovins mais sont bien génétiquement distincts de leurs équivalents humains et sans risque pour l'homme. 
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122. Des chercheurs du RIKILT néerlandais et de la Technische Universität München nous proposent une revue sur l'utilisation des profils moléculaires pour évaluer la sécurité des aliments (OGMs en l'occurrence, mais pourquoi pas pour les autres qu'ils étudient, d'ailleurs, comme le soulignent plusieurs observations inédites). 

Il s'agit de détecter des modifications intempestives de la composition. On devrait pouvoir détecter toute modification au cours d'une sélection. On sait que de telles modifications ont lieu dans la sélection classique à la suite de recombinaisons ou de mutations ponctuelles. 

Ils soulignent que si le potentiel de ces analyses est évident, il faudra encore améliorer la spécificité, la sensibilité et valider l'ensemble. 

Tout cela est coûteux et long et il faut arriver à partager les résultats dans des banques de données largement ouvertes. 

La revue souligne à ce propos les activités du European Thematic Network ‘Safety Assessment of Genetically Modified Food Crops’ (ENTRANSFOOD, URL: http://www.ENTRANSFOOD.com) ou GMOCARE ( URL: www.GMOCARE.com). 

La première chose à faire, dans le cas des plantes recombinantes, est de vérifier où s'insert le transgène, insertion aléatoire comme on le sait, et qui est la signature de chaque évènement. La séquence des données bordantes indique quelle séquence est ainsi, peut être, inactivée ou modifiée dans son comportement. 

La comparaison avec le parent est normalement ciblée, et on évalue chacun des constituants qu'on estime importants. Il y a là, évidemment, un certain nombre de biais lié à ce choix et écarte, a priori, des toxiques ou anti-nutritionnels inconnus. L'analyse chimique prend, à ce stade, une importance considérable, et l'auteur cite ce qui a pu être fait à propos des pommes de terres résistantes au doryphore, et au glyphosate. Dans ce cas, les analyses ont porté sur les macrocomposants comme les protéines (avec les équilibres entre protéines), polysaccharides et lipides, que des microcomposants comme les vitamines, minéraux et glucoalcaloïdes (solanine).

On n'a en général, pas observé de différences. Dans deux cas seulement, une modification associée à l'expression de la glycinine de soja a entraîné des différences, c'est le cas d'une variété de pomme de terre où les glucoalcaloïdes sont plus abondants et un riz où les vitamines B sont plus abondantes. 

On peut également utiliser les données des transcriptomes, protéomes, métabolomes et autres "omes", dans une approche non ciblée. En gros, on extrait à la base les différences d'expression du génome. Encore faut-il disposer des données indispensables de génétique physiologique. 

Plusieurs revues permettent de se faire une idée du potentiel de ces techniques. O Fiehn et al.; Current Opinion in Biotechnology 12 (FEB01) 82-86 discutent, par exemple, de l'analyse du métabolisme d'une plante. A Aharoni et al.; Plant Molecular Biology 48 (JAN02) 99-108 discutent l'utilisation du transcriptome. Voir également le Bulletin de Février §47 à propos des glucosinolates et Biotechnology Advances 20 (DEC02) sur un plan plus large). Mais des réseaux de plantes comestibles ne sont pas légion actuellement. Deux projets sont en cours pour la tomate et pour la pomme de terre. Dans le cas de la tomate, les auteurs ont monté deux réseaux au stade du fruit vert (où la synthèse des alcaloïdes toxiques a lieu) et au stade du fruit rouge, devrait donner des informations sur les aspects bénéfiques du fruit (vitamines et flavonoïdes). On a fait de même pour la pomme de terre. On a regroupé les sondes de la voie de synthèse des glucoalcaloïdes, notamment chaconine et solanine. Il existe des bibliothèques de pomme de terre plus élaborées permettant de suivre, au niveau transcriptionnel, l'expression de caractères utilisés en sélection classique dans la plante comme dans le tubercule.

Mais, dans tous ces réseaux, le choix des sondes est crucial. Il faut pouvoir, en effet, avoir une idée de la variabilité naturelle de l'expression chez une même plante aux différents stades du développement, et dans des conditions environnementales différentes. Cela fait beaucoup. L'opération est en cours, également pour les variétés de pommes de terres classiques.

Les données de "protéomique" sont particulièrement intéressantes, car elles prennent en compte des éléments directement impliqués dans l'évaluation nutritionnelle. Le problème réside dans les limitations de l'électrophorèse 2D initiale qui manque de sensibilité et où la quantification est très limitée. Il existe quelques alternatives techniques comme la chromatographie liquide multidimensionnelle couplée à la spectrométrie de masse en tandem ou le marquage de sondes d'affinités marquées (British FS projet). Mais il ne faut pas sous-estimer les difficultés liées aux fluctuations en fonction des conditions environnementales. Voir U Rœntgen et al.;The Plant Cell 13 (JAN 01) 11-29.
L'utilisation de plusieurs techniques physico-chimiques produisant des profils métaboliques est actuellement essayée par de nombreux groupes pour étudier le métabolisme des plantes et autres organismes. Il s'agît de la chromatographie gazeuse (GC) , la HPLC (High Performance Liquid Chromatography), la spectrométrie de masse (MS), la résonance magnétique nucléaire (RMN) ou la spectrométrie infra-rouge à transformation de Fourier

 On peut avec ces techniques doser un grand nombre de substances en un seul essai. La chromatographie gazeuse couplée à spectrométrie de masse suppose 


une dérivatisation entraînant une volatilité des produits à analyser. Elle a été utilisée pour l'analyse des feuilles d'Arabidopsis et les tubercules de la pomme de terre. 

PD Fraser et al.; The Plant Journal (NOV00) 551-558 avaient utilisé la HPLC pour séparer dans un seul chromatogramme les carotènes, xanthophylles, ubiquinones, tocophérols et plastoquinones chez des variétés transgéniques ou pas de tomate en caractérisant ces composés par un réseau continu de photodiodes.
Dans le cas du riz, T Frenzel et al.; Cereal Chemistry 79 (MAR-APR02) 215-221 décrivent une méthode de fractionnement du riz permettant une analyse globale des éléments majeurs comme mineurs du grain de riz permettant un l'établissement d'un profil métabolique. Les composants sont silylés/méthylés afin de les rendre volatils et de les analyser par chromatographie gazeuse couplée à la détection par ionisation de flamme, l'identification étant assurée par GC-MS.

Cette GC-MS a été utilisée par le groupe de Willmitzer pour l'analyse simultanée d'un grand nombre de composants polaires et apolaires du tubercule de pomme de terre. U Roessner et al.; The Plant Journal 23 (JUL00) 131-142, analysent complétée par une comparaison entre quatre génotypes de pomme de terre à métabolisme du saccharose modifié, et par une analyse des réponses des tissus du tubercule à des modifications du milieu, U Roessner et al.; The Plant Cell 13 (JAN01) 11-29.Cette approche a permis de montrer l'apparition de nouveaux composés dans les pommes de terre transgéniques, mais l'identification de ces nouveaux composés est difficile avec cette technique. 

L'utilisation de la chromatographie liquide serait un moyen d'améliorer la technique pour éviter d'avoir recours à la dérivatisation. Des chercheurs de Wageningen avaient mis au point une technique combinant la RMN du proton à 400Mhz et la chromatographie en phase liquide pour analyser les composants de faible masse moléculaire pouvant permettre de caractériser le métabolisme secondaire des plantes transgéniques et vérifier le principe de "substantielle équivalence" avec les variétés non transgéniques (HPJN Noteborn et al.; Journal of Biotechnology 77 (JAN00) 103-114). Ils avaient comparé des tomates dont la maturation est ralentie par un antisens de l'exogalactanase, avec des tomates classiques qui pourrissent bien dans les cageots. L'analyse a montré que l'-lycopène est deux à quatre fois plus abondant dans les tomates transgéniques que dans la lignée parentale, ce qui était imprévisible avec nos connaissances. C'est probablement une conséquence de la lenteur de la maturation. 
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L'Environnement

124.### L'élimination des xénobiotiques chlorés distribués dans l'environnement par des microbes transformés est traitée dans la revue de K Furukawa; Trends in Biotechnology 21 (MAY03) 187-190. Ce sont surtout les biphényls polychlorés (PCBs) et les solvants organiques chlorés qui sont visés, comme le trichloroéthylène (TCE), tétrachloroéthyléne (PCE) et le 1,1,1-trichloroéthane (TCA) qui sont visés par les bioremédiations, car ce sont les plus répandus, et donc économiquement justifiés. 

On peut monter des systèmes efficaces en enchaînant l'intervention de bactéries anaérobies halorespirantes et des bactéries aérobies dont les oxygénases ont été modifiées 

La revue souligne que l'halorespiration est beaucoup plus efficace que le co-métabolisme (une dégradation par erreur par une voie destinée à un composé voisin, et qui est généralement sans bénéfice pour l'organisme). 

Dehalococcoides ethenogenes 195 est la seule souche connue capable de complètement déchlorer le PCE en éthylène. La croissance par halorespiration est connue sur chloroethylènes, chlorobenzènes, 3-chlorobenzoate et 2-chlorophénol, pas sur TCA qui est bien dégradé, mais par co-métabolisme donc gratuitement. 

D'une façon générale, si la bioremédiation in situ des chloroéthènes est bien établie (à défaut d'être utilisée), il reste à en faire autant pour le TCA. La souche anaérobie TCA1 est capable de pousser sur TCA. Elle utilise l'hydrogène comme donneur d'électrons et le TCA comme accepteur. C'est un Dehalobacter restrictus, anaérobie stricte, avec une similarité de séquences de 99% entre ces deux souches. 

D.restrictus couple la déchloration du PCE et du TCE avec l'oxydation de l'hydrogène pour sa croissance. TCA1 ajoutée (bioaugmentation) déchlore le TCA en dichloroéthane (facile à dégrader an aérobiose) dans des nappes phréatiques anoxiques, mais lentement (deux mois pour une complète déchloration). Mais attention, car il faut vérifier que c'est bien toute la nappe qui est traitée et pas un seul point où l'on mesure. 

Une bactérie anaérobie stricte, Dehalococcoides a été trouvée dans des sédiments chargés en dioxines et dibenzofuranes et qui est capable de déchlorer un certain nombre des dioxines. 

Pour les biphényls polychlorés (PCBs), les choses sont compliquées. Leur biodégradabilité dépend fortement des positions des chlores sur les deux cycles, et elle résulte d'un co-métabolisme par les enzymes de catabolisme des biphényls non chlorés. Les orthochlorés sont particulièrement difficiles à déchlorer. On a montré que les métabolites des biphényls orthochlorés inactivent fortement la dihydroxybiphényl dioxygénase à des concentrations nanomolaires par un processus suicide. On l'a confirmé par une étude cristallographique.

La spécificité de substrat des voies de catabolisme des PCBs est assurée par une autre enzyme de la voie (il y en a quatre en tout). C'est la biphényl dioxygénase (BphDox codée par bphA1), qui insère un oxygène moléculaire dans l'un des cycles des biphényls. On a donc procédé, à des modifications du gène, soit par mutations dirigées, soit par échanges de segments du gène (DNA shuffling) de deux souches ayant des spécificités différentes. Les mutations dirigées pont été guidées par un modèle dérivé de la structure 3D de la naphthalène dioxygénase. 

Sachant que les co-métabolismes sont fréquents, mais pas très efficaces, on peut utiliser les données sur divers oxygénases comme les méthane-monooxygénase, toluène-dioxygénase, toluène-monooxygénase et phénol-hydroxylase, en vue de les utiliser pour la dégradation du TCE. 

Les gènes groupés todC1C2BA de Pseudomonas putida F1 codant la toluène dioxygénase et bphA1A2A3A4 codant la Bph Dox de Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 se ressemblent beaucoup. On a donc construit des dioxygénases hybrides Bph–Tod exprimées chez Escherichia coli, où l'on a échangé la petite et/ou la grande sous-unité de l'enzyme. TodC1–BphA2–BphA3–BphA4 exprimés chez E.coli dégradent efficacement le TCE par rapport aux structures d'origine. Ceci est lié à une meilleure affinité pour le substrat.

Des souches de Pseudomonas où on a remplacé le gène bphA1 par todC1 au sein du "cluster" bph deviennent capables de pousser sur des aromatiques à un seul cycle comme benzène et toluéne,tout en connservant cette capacité sur biphényl. De p)lus ces souches hybrides sont capables de dégrader efficacement le TCE, et le cis-1,2- dichloroéthylene (cis-1,2-DCE encore plus vite que le TCE.

Si on associe ces souches à Bph–Tod dioxygénase à la souche Y51 anaérobie de Desulfitobacterium produisant la PCE déhalogénase, on dégrade complètement le PCE à une concentration initiale allant jusqu'à 100 mg/ml) et le cis-1,2-DCE produit en anaérobiose est dégradé oxydativement par le Pseudomonas.
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La sécurité génétique

126. Les plantes recombinantes produisant des produits à action pharmacologique sont un réel problème de sécurité, car la dissémination de ces constructions dans des plantes alimentaires serait un désastre. Une réglementation se met en place aux Etats-Unis à ce sujet, les plantes étant maintenant prêtes à être cultivées à relativement grande échelle. Le risque n'est pas nul, puisque que des maïs alimentaires auraient été potentiellement contaminés par des maïs de ProdiGene à College Station, au Texas et ont dû être détruits. La nouvelle réglementation annoncée stipule que la distance avec des plantes alimentaires apparentées devra d'être au moins d'un mile, que les machines agricoles devront être dédiées uniquement à cette culture et qu'il y aura 5 inspections par an. Mais les inspecteurs qui auraient du être affectés à des taches de ce type ont été versés au nouveau Department of Homeland Security (bioterrorisme). Les cultivateurs devront subir une formation spéciale. 

Il a été avancé,par certains, que de telles cultures devraient être interdites dans les grandes zones de culture comme la Corn Belt. Mais le réglementation proposée revient au même. 
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La Vie des Sociétés

128. Applied Biosystems Group, partie d'Applera, annonce la mise sur le marché de réseau permettant d'analyser en temps réel l'expression chez la souris. Mouse Assays-on-Demand™ est adapté aux demandes des clients. Les premiers réseaux comportent 8 000 sondes gène-spécifiques avec les amorces pour une analyse quantitative. Un peu plus tard dans l'année des réseaux pour le rat seront disponibles. Les sondes sont basées sur des gènes bien caractérisés de la collection du NCBI Reference Sequence project (RefSeq). Des réseaux pour l'ensemble des gènes de cette collection sont prévus. Les réseaux éviteraient les zones de polymorphisme. Applied Biosystems Press Release (13MAY03).
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129. La firme australienne Genetic Technologies et Orchid BioSciences vont s'associer dans le polymorphisme génétique humain dont les recherches en paternité et en identification génétique des individus sont une vache à lait. Press Release conjoint (30MAR03).Cette expertise peut s'appliquer à beaucoup d'autres domaines, mais ils ne sont pas tous aussi lucratifs. Orchid BioSciences a pu obtenir un financement de $16 millions auprès de BayStar Capital, SDS Capital Partners et d'autres investisseurs traditionnels. Orchid BioSciences Press Release (02APR03).
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130. Metabolix vient de recevoir une aide du Department of Commerce américain , dans le cadre de l'Advanced Technology Program (ATP) pour le développement de la production des polyhydroxyalcanoates par fermentation chez E.coli. Cette aide se monte à 1,6 million de dollars. 

Le programme ATP programme géré par le National Institute of Standards and Technology (NIST), fournit une aide partagée avec des industriels qui peuvent faire intervenir des équipes publiques sur des projets à haut risque. Il est précisément destiné à compenser les risques que ne peuvent prendre les industriels. Metabolix Press Release (MAY03).
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131. Monsanto a remplacé Hendrik A. Verfaillie au poste de président (voir le Bulletin de Février §182), par Hugh Grant également un ancien de la maison qui a déjà assuré la fonction de CEO depuis trois ans. Monsanto Press Release (29MAY03). 

La compagnie a gagné son procès contre Bayer CropScience à propos des maïs résistants au glufosinate achetés avec DEKALB Genetics auprès du Board of Patent Appeals and Interferences de l'US Patent and Trademark Office (USPTO). Bayer s'appuyait sur les découvertes de Plant Genetic Systems de Ghent. Monsanto Press Release (29MAY03). L'interférence résidait entre l'US Patent 5 550 318 (27AUG96) dont la demande a été déposée le 9 Août 1990 et une demande de brevet de PGS. Ce n'est pas une affaire récente. 

C'est toute la filière des “Liberty Link" vendus par Bayer qui est en cause avec 600 000 hectares de maïs. De plus il ne faut pas oublier que la résistance au glufosinate (nom commercial Liberty) est utilisée comme marqueur de la transformation pour des cultures couvrant 1,7 millions d'hectares de maïs résistants Bt. 
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132. DuPont et sa filiale, Pioneer Hi-Bred International ont a signé un accord avec Monsanto à propos de la technique YieldGard™ contre les corn root worm (Diabrotica) pour l'appliquer à ses maïs. C'est un montage qui vient juste d'être autorisé par les instances réglementaires américaines. Press Release conjoint (15APR03).
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133. Le filage industriel de BioSteel™, cette protéine de la soie d'araignée ultra résistante donne du fil à retordre à Nexia Biotechnologies. La société doit prendre des mesures pour alléger ses coûts selon le procédé classique qui consiste à se séparer de certains de ses employés (ici 30% des effectifs).Mais les fermes d'élevage devront réduire leurs coûts et la recherche va en prendre encore un coup. Mais selon les dirigeants, toutes les activités de base associées au programme de mise au point du processus de filage de BioSteel™ et du programme Protexia ne seront pas touchées. Le programme Protexia est soutenu par l'armée américaine à raison de $3,94 millions. Nexia Biotechnologies Press Release (06MAY03). 

 Protexia (MC) est une butyrylcholinestérase recombinante de Nexia. L'US Army Medical Research Materiel Command (USAMRMC) travaille actuellement à la production de l'enzyme extrait du sang afin de protéger le personnel militaire des effets toxiques des agents neurotoxiques. Cette source ne permet pas d'obtenir des quantités importantes de BChE recombinante, et les tentatives entreprises au cours de la dernière décennie afin de produire des quantités commerciales de BChE dans des microorganismes recombinants n'ont pas rencontré le succès. Nexia se propose de produire des quantités importantes de la protéine Protexia bioactive dans le lait  des chèvres transgéniques.

Le financement obtenu de l'armée américaine se chiffre à 3,94M$ et servira à avancer le programme vers l'étape du développement.
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135. Sub-Surface Waste Management, une filiale d'U.S. Microbics annonce avoir signé un contrat avec un fabricant de filtres pour l'industrie pharmaceutique. Il s'agit de nettoyer des filtres à charbon actif, pour les recycler. La société affirme pouvoir éliminer 98% des contaminants retenus par ces filtres avec des cocktails de microorganismes qui meurent quand les substrats sont épuisés. La solution permet d'accélérer deux fois le nettoyage pour la moitié prix du nettoyage par combustion. Le marché annuel est de l'ordre de 150 000 tonnes aux Etats-Unis.

Les clients ne tiennent pas à être identifiés avant que le procédé ait donné entière satisfaction, car les pollutions ne sont pas déclarées (!!!). C'est le cas pour un manufacturier multinational de produits aéronautiques qui utilise des solvants organiques et qui a également signé un contrat, sous réserve de confidentialité. Les solvants ont été évacués dans la nature, par erreur dit-on. Le travail d'US Microbics sera d'abord d'évaluer l'étendue des dégâts. Les techniques utilisées ont, apparemment fait leurs preuves dans le Michigan dans un site de nettoyage à sec. SSWM Press Release (25MAR03) . 
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La Politique

136. On trouvera dans RE Evenson et al.; Science 300 (02MAY03) 758-762, une analyse socio-économique de la "Révolution Verte" de 1960 à 2000. Elle est basée sur les données des IARC (International Agricultural Research Centers qui regroupent douze centres pilotés par le CGIAR Consultative Group on IAR) et qui bénéficient de crédits qui tournent autour de 340 millions de dollars par an. Les auteurs ont déjà étudié cette question du retour économique pour les paysans dans deux rapport de 1978 sur les nouveaux riz. Ils sont également les éditeurs d'un ouvrage récemment publié intitulé Crop Variety Improvement and Its Effect on Productivity: The Impact of International Agricultural Research (CAB International, Wallingford, UK, 2003) dont cet article est un extrait sec.

Les auteurs constatent que le succès n'a eu lieu et n'a bénéficié aux fermiers que quand l'abaissement des prix, résultant de l'amélioration incontestable des rendements, a été largement compensée par la chute des coûts. De plus le succès a été rapide dans les zones tropicales et subtropicales où la pluviosité est abondante et régulière et les systèmes d'irrigation fiables. 

Cette amélioration du rendement a pris un aspect concerté dans les années 50s. Les riz et blés améliorés sont apparus dans les années 60s, et ont été diffusés par les deux centres correspondant, l'IRRI (International Rice Research Institute) Los Baños aux Philippines et le CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Mais y Trigo) de Mexico, auprès des cultivateurs en Amérique latine et en Asie. 

L'étude envisage différents scénarios, sans variétés améliorées des IARCs ou sans centres internationaux de recherche. Elle indique que des variétés améliorées auraient été construites par certains systèmes nationaux de recherche (c'est certainement le cas pour le riz et le maïs) indépendamment de la recherche internationale, mais la révolution verte correspondante n'aurait atteint que 60% des objectifs de la révolution verte réelle, même dans le cas d'une activité agressive de ces centres. 

Une pénurie de céréales auraient entraîné une hausse des prix bienvenue pour certains agriculteurs, mais elle entraînerait, du coup, un accroissement des surfaces cultivées aux dépens, la plupart du temps de zones écologiquement fragiles. C'est d'ailleurs une des raisons pour lesquelles de nombreux scientifiques pensent qu'il vaut mieux utiliser des terres propices plutôt que de s'acharner sur des terres marginales. Mais ils ne prennent pas en compte qu'il faut trouver un moyen de subsistance pour ceux qui les habitent. En l'absence de la révolution verte, la production cumulée avec des variétés existantes dans les pays développés et une surface cultivée accrue on aurait une production supérieure de 4,4 à 6,9 % dans les pays développés et de 13,9 à 18,6% inférieure dans les pays en développement. Il n'y aurait pas, pour autant, une crise alimentaire majeure qui aurait été compensée, théoriquement par des importations (subventionnées ou pas) qui auraient augmenté de 27 à 30%.

C'est plutôt une crise humaine qui s'en saurait suivi, avec une alimentation limitée et surtout incertaine, donc une malnutrition chronique plus fréquente dans les pays en développement. 

On entend, actuellement, des critiques sur l'aide internationale à la recherche dans le domaine de l'agriculture des pays en développement. Les arguments développés incluent les prix historiquement bas des céréales dans la période actuelle. Serait-ce vraiment la peine d'augmenter les rendements. On invoque également le caractère soutenable douteux de l'agriculture intensive et sur l'impact socioéconomique potentiel des nouvelles techniques. Le problème réside dans l'absence d'alternatives face au développement démographique actuel. Les centres internationaux ont développé des recherches dans les domaines des systèmes de culture des pratiques agronomiques, une gestion intégrée des "pestes" agricoles et autres technologies plus compatibles avec une agriculture "raisonnée" au moins et une consommation réduite d'intrants, mais les succès sont minces. 

Les paysans achètent plutôt des variétés à haut rendement (ne pas oublier que les surfaces presque toujours réduites par famille et les besoins augmentent (téléviseurs, téléphones, cycles motorisés, etc…) quitte à utiliser des intrants. Ils recherchent des variétés qui répondent bien à l'addition de ces intrants. Il faut lire à ce propos un article de C Tong et al.; Agriculture, Ecosystems and Environment 95 (MAY03) 523–536 sur l'utilisation des terres en Chine durant la période 1961-1998 par les cultures de riz, blé et maïs avec les problèmes des intrants et des migrations de populations qui apporte des éléments intéressants, à mon avis, sur la fluctuation des politiques agricoles et la constance des paysans chinois. .
Les grands perdants sont les paysans des zones agricoles défavorisées qui ne peuvent bénéficier de meilleures récoltes, alors que les prix baissent du fait de l'efficacité des autres. 

Les critiques par les multinationales et les grands exportateurs portent sur le fait que tout peut être réglé par des importations à partir des pays favorisés. Les Etats-Unis soutiennent que leur riz peut fort bien compenser toute pénurie asiatique et ne sont pas chauds pour des recherches dans ce domaine y compris par les pays eux-mêmes comme le Japon qui se défend comme il peut. Ne parlons pas du soja dont l'extension des cultures dans d'autres pays est très mal considérée par les américains, par exemple au Nigeria, et comme cela a été le cas pour l'ananas en Côte d'Ivoire, mais dans cas un succès dû à l'intervention de la France a été facilité par la croyance des Etats-Unis que la concurrence n'était pas possible. 

L'article éclaire un point important. Le public a interprété la "Révolution Verte" comme un saut unique. Il n'en est rien, et il faut distinguer plusieurs phases. La première (1961 à 1980) est une phase précoce avec des gains en réalité inférieurs à ce que l'on pouvait attendre des expériences contrôlées, mais suffisants pour lancer le mouvement. Puis une phase tardive (1981 à 2000). On peut même diviser cette dernière en deux périodes. La période 1980 à 1990 est celle où les gains ont été bien plus spectaculaires que pendant les deux décades précédentes. Des tableaux le montrent, alors qu'on pensait que cette révolution était terminée. 

Durant la première période, les nouvelles variétés ont surtout été diffusées et ont eu un impact en Asie et en Amérique latine, mais pas ailleurs. Les gains (pour tous les pays en développement) ont été de 21% grâce aux gains de rendements et contribué à 17% de la croissance totale de la production. L'accroissement des surfaces est responsable de 20% des gains, tandis que l'usage d'intrants (et donc l'intensification) est responsable du reste.

La phase tardive (1981 à 2000) diffère de la précédente sur plusieurs points. Les prix des produits agricoles ont baissé, et la croissance de la production s'est ralentie (sauf en Afrique sub-saharienne). La surface cultivée est restée stable, avec un déclin en Amérique du Sud, et un accroissement en Afrique sub-saharienne, au Moyen Orient et en Afrique du Nord. La croissance de la production est donc quasi entièrement due aux rendements accrus. Les nouvelles variétés sont responsables de 50% de ces gains de rendements et de 40% de la croissance de la production globale des pays en développement. C'est donc pendant cette période que les nouvelles variétés ont eu le plus d'impact. L'utilisation des intrants a favorisé cette croissance, mais l'augmentation est bien plus faible que celle de la production.

L'Afrique sub-saharienne est une exception tout au cours de ces quarante années. La croissance des rendements a été stagnante et l'utilisation des nouvelles variétés également, surtout durant la période précoce. Tous les progrès éventuels sont dus à un accroissement des surfaces cultivées. L'article donne quelques raisons de cet échec. En dehors de responsabilités politiques dans ce domaine, la multitude des cultures pratiquées a eu un effet diluant, dans la mesure où ce sont surtout les céréales majeures qui ont été l'objet de recherches. Mais les données indiquent que ce sont quand même les variétés nouvelles qui ont contribué aux quelques accroissements de production, pas les intrants. Cela me rappelle un petit village de Côte d'Ivoire au nord de Bouaké, réputé pour ses innovations agricoles, où le chef du village m'a montré un prix qu'il avait reçu pour ses réalisations, un petit tracteur brésilien. Il l'avait jeté dans un étang, car les coûts de fonctionnement été disproportionnés avec les revenus.

L'amélioration a démarré dans les années 90s seulement, et l'on commence à voir apparaître les fruits de nouvelles variétés mieux adaptées que les existantes dans le cas du riz, du maïs, du manioc et de quelques autres productions. 
 L'impact de la recherche des centres internationaux dans ce domaine est donc vanté par les auteurs qui y ont été largement associés, mais il faut prendre en compte que ces centres ne représentent que 3% des chercheurs et moins de 5% des financements de la recherche agricole dans les pays en développement. Un article méritant certainement la lecture.
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137. GH Toenniessen et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (APR03) 191–198 font le tour des biotechnologies appliquées à l'agriculture dans les pays en développement. Les auteurs prennent une définition très large des pays en développement en y incluant les pays comme l'Argentine ou le Brésil. Ils constatent que de nombreux pays ont entrepris leurs propres recherches. C'est le cas, entre autres, de l'Egypte de l'Inde et de la Chine, du Kenya, de l'Afrique du Sud et des Philippines, de la Thaïlande. De nombreux essais au champ ont lieu, il est vrai, avec des semences d'origines américaines pour la plupart.

Parmi les pays, que je considère développés, comme l'Argentine et, surtout, le Brésil (où les cultures ne sont pas autorisées mais prolifèrent allègrement), le Mexique, l'Inde, la Chine mènent des recherches propres. La Chine investit 100 millions de dollars par an et a mis au point des variétés de cotons exprimant des -endotoxines de Bacillus thuringiensis. La majorité des cotons et tous les tabacs et tomates transgéniques commercialisés en Chine sont d'origine chinoise et fournis par les institutions publiques chinoises. La plupart de ces cotons ont été mis au point par le Biotechnology Research Institute de l'Académie des Sciences (voir le §138). Les lignées transgéniques ont été incorporées dans une vingtaine de variétés locales en Chine. Les licences en ont été cédées et adaptées à Taiwan, au Vietnam, au Cambodge, en Inde.

Une vingtaine d'autres cultures transgéniques sont en cours de mise au point dans une dizaine de pays en développement. 

 Une étude indique que 5,5 millions d'agriculteurs (Argentine, Chine, Afrique du Sud, Mexique, Uruguay, Indonésie, plus Brésil) utilisent les plantes transgéniques. Ce n'est pas beaucoup, compte tenu du fait que l'Inde et la Chine comportent 500 millions de petits agriculteurs et l'Afrique 400 millions. Mais ce sont surtout les cotons transgéniques qui sont cultivés dans ces pays (75% des petits cultivateurs). 

Ces cotons transgéniques sont utilisés en Chine, Afrique du Sud, Mexique, Argentine, Indonésie et Inde. Les premiers cotons transgéniques ont été plantés en 1997 en Chine. Ce sont 3,5 millions de cultivateurs qui ont planté ces cotons sur 1,5 million d'hectares. L'amélioration de la production a, dès le début, été de 5 à 10%, ce qui n'est pas énorme, mais croît d'année en année, ce qui indique un apprentissage de l'utilisation. L'économie de pesticides a été de 20 000 tonnes en 1999 (avec un gain de 6% dans la production et un abaissement des coûts de 28%) et de 78 000 tonnes en 2001. En Indonésie et en Inde ce sont les cotons Monsanto qui sont utilisés. En Inde, le coton était responsable de la moitié de l'utilisation des pesticides, et, malgré cela, les pertes étaient de l'ordre de 50 à 60% de la production. 

L'article fournit les données pour la production de coton (aux Makathini Flats en Afrique du Sud) en 1999-2000. La production a été de 261 kg/ha pour les cotons classiques et de 471 kg/ha pour les cotons transgéniques. La valeur de la récolte par hectare en rands sud africains (un Euro = 9,2 Rands ces temps-ci) était de 568 rands pour les cotons classiques et 905 R/ha pour les transgéniques. Le coût des semences était de 91 rands pour les classiques et 197 pour les transgéniques, alors le coût des insecticides (qui restent nécessaires) était de 116 rands dans le premier cas, et de 72 dans le second. La marge brute était donc de 361 rands pour les cotons classiques et de 638 rands pour les cotons transgéniques. Ces chiffres sont significatifs. Ils ne font pas intervenir l'amélioration du coût santé pour les ouvriers agricoles liée à la diminution des pulvérisations d'insecticides.

En ce qui concerne la résistance aux maladies, on dénombre de nombreux essais mais aucune commercialisation. Les biotechnologies ont, cependant, permis de mettre sur le marché, en 2002, deux variétés de riz où l'on a empilé des résistances naturelles grâce à l'utilisation de la sélection assistée par marqueurs moléculaires. Ce sont les variétés Angke et Conde indonésiennes.

Pour d'autres caractères, comme la résistance aux pathogènes, il faut mentionner la détection d'un gène de résistance dominant à la mosaïque africaine du manioc grâce à un marqueur SSR (Simple Sequence Repeat) et un marqueur RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Il faut rappeler que ces virus ne sont pas présents en Amérique latine, mais leur insecte vecteur l'est. Quand les variétés sud-américaines sont envoyées en Afrique, elles sont hautement sensibles, et il est très difficile de sélectionner, en Amérique latine pour une résistance, car cela reviendrait à introduire le virus pour cribler. L'utilisation des marqueurs a permis de monter des variétés américaines résistantes pour l'envoi en Afrique, et en prévision d'une intrusion toujours possible en Amérique latine. 

L'un des caractères les plus utiles est la résistance à la sécheresse. On est encore loin de plantes transgéniques utiles dans ce cas, mais les recherches sur cette résistance sont actuellement nombreuses. Il serait possible de rassembler, en Chine, les nombreux spécialistes différents nécessaires à une telle entreprise. On a déjà réussi à développer le système racinaire de la variété IR64 en partant de la variété Azucena de riz pluvial (cultivé comme le blé dans nos régions). On a commencé à identifier les QTLs liés à cette propriété.
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138. La décision des chinois de différer l'introduction de nouvelles plantes transgéniques est reportée par certains comme un désaveu de cette technique. Un article de Greenpeace soutenant ce point de vue dans le China Daily de Juin 2002 qui est un quotidien en anglais pour les étrangers est, probablement, un message codé pour avertir les étrangers qu'il n'y aura pas d'autorisation nouvelle (elles sont, en fait, suspendues depuis 2000). C'est, en fait, une décision positive pour ces produits. Il s'agit de retarder l'arrivée des cultures transgéniques américaines, pendant que la techniques et les groupes qui s'y consacrent sont en très forte expansion dans le pays.

Le séquençage du riz indica est un exemple de l'efficacité des groupes chinois. Ils sont en liaison permanente (et intéressée) avec de nombreux groupe étrangers, et ne sont pas ridicules dans ce domaine (voir le §11). Il y a bien la crainte que les exportations alimentaires chinoises soient discriminées en Europe sur ce point, mais combien de plantes transgéniques en tant que telles sont exportées? C'est donc la diversification des plantes transgéniques, qui n'intéressent, en fait pas, les Américains qui se concentrent sur quelques grandes cultures, qui est annoncée par cette crainte. Comme on n'en est plus à la guerre de l'opium (encore que…), la Chine se donne ainsi un espace dans le temps pour rattraper les occidentaux. Les brevets occidentaux handicapent les chercheurs chinois, mais l'état a la volonté de défendre ses intérêts et les moyens intellectuels et financiers d'atteindre ses objectifs, comme il l'a fait, en partie, dans le domaine spatial. 

Les cotons transgéniques chinois sont des variantes subtiles autour des brevets de Monsanto. Toutes les variétés Bt chinoises de coton comportent deux -endotoxines Bt, codées par cry1Ab et cry1A qui ont été introduits par injection dans l'embryon au sein de l'ovaire. Cette méthode a été connue lors du brevet de 1998 et c'est donc une méthode différente de celle de Monsanto qui est biolistique. Nature 422 (13MAR03) 99 et C Macilvain; p.111-112 L'article p.99 cite un proverbe chinois qui dit que si vous pouvez vous assoir assez longtemps au bord d'un fleuve, vous pourrez y voir flotter les cadavres de vos ennemis. C'est toute la patience chinoise qui est là. Elle paiera sans doute dans le domaine des biotechnologies. La résistance européenne est en train de les aider à pousser leurs propres biotechnologies. 
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