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Concepts et Techniques 

1. La chronologie de l'assemblage du fuseau au sein du cycle cellulaire est critique, si on veut que tout se passe bien. 

Les microtubules du fuseau polymérisent à partir d'amorces situées aux pôles (centrosomes des cellules animales, par exemple). Les sous-unités de tubulines sont ajoutées à l'extrémité (+) qui est celle qui s'allonge. Au passage, certains de ces microtubules capturent une paire de chromatides disposées symétriquement par rapport aux pôles. La "colle" des cohésines qui associe les chromatides est alors détruite, et les chromatides migrent en sens opposé. (voir le §2)

On a une interdigitation des microtubules  qui n'ont pas pas réussi à harponner de chromatides et présentant une orientation opposée au niveau du fuseau central. C'est à ce niveau que va avoir lieu la cytodiérèse séparant les deux cellules-filles; Cette interdigitation est assurée par le complexe à deux protéines centralspindlin. L'une de ces protéines fait partie de la famille de porotéines motrices appelées kinésines. Ce sont des dimères avec deux têtes en sens opposés qui sont capables de capturer les microtubules et de crapahuter le long de ceux-ci (grâce à une hydrolyse de l'ATP).  Elle est dénommée ZEN-4 chez C.elegans et MKLP1 chez l'homme. L'autre est une protéine de signalisation de la famille Rho. On vient de montrer que c'est par une déphosphorylation que le complexe ne s'assemble qu'à l'anaphase. La phosphorylation du complexe empêche l'assemblage du fuseau central, la déphosphorylation l'autorise. Elle a lieu au niveau du cou de la protéine et ne peut avoir lieu qu'en l'absence de Cdk1–cycline B, ce qui synchronise le processus avec le déroulement du cycle. 

La phosphatase CDC14 déphosphoryle ZEN-4/MKLP et permet la formation du fuseau central. M Mishima et al.; Nature 430 (19AUG04) 908-913. Voir également le commentaire de B Bowerman; p.840-842.
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2. Les cohésines constituent la "colle" maintenant les chromatides sœurs associées jusqu'à l'anaphase. C'est la séparase qui s'en charge, mais il faut, pour celà que son inhibiteur associé, la sécurine soit dégradé (la protéine porte d'ailleurs des marqueurs de destruction préétablis).

On vient de montrer que ces ciseaux moléculaires interviennent dans une autre circonstances: lors de la réparation de l'ADN à l'interphase, . Il faut, en effet, que la cohésine soit éliminée pour que la réparation puisse avoir lieu. K Nagao et al.; Nature 430 (26AUG04) 1044-1048.
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3. MN Stojanovic et al.; Journal of the American. Chemical Society 126 (04AUG04) 9266–9270 décrivent le montage de capteurs devenant fluorescents lorsqu'ils rencontrent et fixe une cible prédéterminée. Ils utilisent des  d'équivalents nucléïques des protéines fluorescentes (verte pour la GFP au départ) bien connues. Ces marqueurs sont usuellement basés sur des aptamères comportant la GFP couplée à une séquence nucléotidique. Ici c'est la recherche de n'importe quelle petite molécules qui est recherchée. L'aptamère fait également intervenir un petit ARN qui est un capteur qui est couplée au vert malachite non fluorescent par lui-même, mais qui le devient quand il est rigidifié. Pour obtenir cet effet, un second aptamère est utilisé qui reconnait un substrat préétabli. Ce dernier assure la configuration active du système. Il existe des tas de système de détection, mais il doivent être introduit dans la cellule au grand risque de tout perturber. Comme les ARNs des deux aptamères, ils peuvent être codés par la cellule. C'est un système à module comme pour l'immunodétection indirecte et il est donc polyvalent. Le système marche avec des aptamères connus comme ceux reconnaissant ATP, théophylline ou flavine mononucléotide, mais doit certainement être amélioré. Voir le commentaire de M Famulok; p.976-977.
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4. On trouvera dans VL Chandler et al.; Nature Reviews Genetics 5 (AUG04) 532-544, une revue sur les paramutations. Celles-ci sont des mécanismes épigénétiques découverts, il y a une cinquantaine d'années chez les plantes, où deux allèles précis provoquent une expression héréditaire de l'un d'entre eux, sans modification des séquences. Ceci a été surtout étudié chez le maïs.

Ceci peut avoir  lieu dans de nombreuses situations où, par exemple, entre transgènes et  gènes autochtones homologues, allélique ou pas. Ce sont des manifestations homologie-dépendantes qui entraînent une modification de la structure chromatinienne.
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5. On trouvera dans LS Kaguni; Annual Review of Biochemistry 73 (JUL04) 293-320, une revue sur l'ADN polymérase  mitochondriale. C'est la seule présente dans la mitochondrie et elle est donc également responsable des vérifications, réparations et recombinaisons. Pol est un hétérodimère associé à une sous-unité accessoire. La revue analyse ses fonctions.
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6. Alors que l'élucidation du code universel de l'ADN a permis de lancer la biologie moléculaire, on n'en connaît pas tout. On vient de caractériser une tARN synthétase supplémentaire (il y une tARN synthétase pour chaque acide aminé, et c'est sur ces enzymes adaptatrices que repose la spécificité du codage) permettant de coder un acide aminé naturel inusuel; la pyrrolysine (pLys) SK Blight et al. Nature 431 (16SEP04) 333–335. On la retrouve dans certaines des méthyltransférases corrinoïde-dépendantes des archées où elles jouent un rôle dans le transfert de méthyles lors de la méthanogenèse à partir de la triméthylamine, diméthylamine ou monométhylamine (voir JA Krzycki; Current Opinion in Chemical Biology 8 (OCT04) 484-491).

La pyrrolysine est une lysine dont le NH2 en position  est remplacé par une cycle pyrroline.

On sait qu'il existe trois codons stop, UAA, UAG et UGA, et comme c'est un luxe, on a pensé utiliser les moins fréquents des trois pour lui faire coder autre chose (source de mutations systématiques) en modifiant l'extrémité anticodon des aminoacyl tARN synthétases existantes. Mais la nature a déjà utilisé l'astuce. Dans le cas, naturel, de la sélénocystéine, c'est UGA qui est utilisé. Ici c'est le codon UAG qui est utilisé. Ces auteurs montrent, in vitro comme in vivo, cette capacité (ce que C Polycarpo et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA 101, 12450–12454 (2004) avaient montré in vitro au début de l'année. 

De plus Blight et al. ont montré que le système marche chez une Escherichia coli exprimant le gène d'une méthyltransférase d'une archée, Methanosarcina barkeri, et celui du tARNpLys et que la pyrrolysine est bien incorporée au bon endroit quand on la fournit dans le milieu, bien qu'E.coli ne possède, naturellement, aucun des deux gènes et n'utilise donc pas la pyrrolysine.

L'efficacité d'incorporation est bien meilleure (75%) que dans toutes les tentatives humaines pour utiliser UAG comme codon codant (jamais plus de 20%, ce qui est d'ailleurs suffisant pour certains usages). 

Le fait que, dans ces conditions la pyrrolysine ne soit pas létale indique quand même une certaine spécificité bien que les auteurs n'aient pas vérifié l'insertion dans d'autres protéines que la méthyltransférase hétérologue archéenne. 

Dans le cas de la sélénocystéine, il y a modification de la cystéine quand elle est captée par un tARN spécial qui reconnaît UAG dans un contexte conformationnel spécial du messager au voisinage de ce codon. Il est alors reconnu par un facteur d'élongation de la traduction particulier, SelB qui se lie au tARNpLys chargé et reconnaît, par ailleurs, une boucle de l'ARN qui lui indique grossièrement où se situe l'UGA destinataire. Il semble qu'il en soit de même dans le cas de la pyrrolysine et de la méthyltransférase utilisée. Il y aurait donc, chez E.coli, des éléments SeB-like. 
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7. L'ADN polymérase  est la seule ADN polymérase mitochondriale jusqu'à nouvel ordre, et elle doit donc tout faire: réplication, vérification, réparation recombinaison (même si on admettait jusqu'il n'y a pas si longtemps que réparation et recombinaisons étaient absentes des mitochondries animales). C'est un complexe hétérodimérique avec une sous-unité catalytique associée à une autre sous-unité (accessoire dit-on?). La revue de LS Kaguni; Annual Review of Biochemistry 73 (JUL04) 293-320 lui est consacrée. 
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8. La variabilité génétique d'une espèce dépend d'éléments génétiques de fond, on peut en convenir, et géographiques correspondant à une pression de sélection opérant sur une base constituée de variants neutres (au sens de Kimura 1983). Une revue est consacrée aux aspects géographiques (B Charlesworth et al.; Annual Review of Ecology, Evolution & Systematics 34 (NOV03) 99-125). Les auteurs focalisent leur attention sur les modèles de migration qui entraînent un écart par rapport à une situation stable. Les auteurs décrivent les effets de différents types de structures, traitant simultanément des aspects démographiques géographiques et génétiques en parallèle, et en examinant leurs effets conjoints.

Ils utilisent, évidemment, l'accumulation rapide des données sur les variations dans les séquences (microsatellites et SNPs ou single nucleotide polymorphisms) qui, au départ, peuvent être considérées comme neutres, la sélection subséquente ne l'étant pas. Le problème est de savoir quelle sélection est alors en jeu, ce qui n'est pas simple à déterminer. 

Il y a toujours un danger à construire des scénarios compatibles avec ce que l'on observe problème de tous les modèles empiriques), sans se préoccuper d'explications alternatives. L'exploitation des méthodes statistiques est également dangereuse, dans la mesure où elle dépend terriblement des hypothèses de départ.

La lecture de cette revue est intéressante mais il faut "se cramponner" un peu pour suivre les auteurs.
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9. L'utilisation des siRNAs synthétiques dans des cellules en culture, démontrée en 2001, se généralise (même si cela est moins glorieux, in vivo dans les organismes). En fait, les siRNAs ont bénéficié des années de recherches sur l'utilisation des oligonucléotides antisens. C'est le cas pour la capture et l'incorporation des acides nucléiques par les cellules et de la conception de témoins solides permettant de convaincre de l'efficacité de la modulation de l'expression génique. Mais la nature double-brin des siRNAs pose quand même des problèmes qu'il faudra bien résoudre. Z Paroo et al.; Trends in Biotechnology 22 (AUG04) 390-394 discutent l'état de l'art dans ce domaine.

L'un des problèmes majeurs est le conflit actuel spécificité/efficacité, voir §. Les seuls exemples prouvés d'inactivation de gènes autochtones de cette technique in vivo l'ont été sur le foie, bien que la co-injection d'un plasmide codant une protéine marqueur et de siRNAs correspondants ait donné une réponse dans d'autres organes. Les auteurs ont suivi le sort d'un siRNA injecté pour voir ce qui se passe. Ils confirment beaucoup de données acquises avec les antisens qui posent les mêmes  problèmes. En ce qui concerne les vecteurs plusieurs solutions sont possibles car les duplex de siRNAs sont plus stables que les antisens monobrins et des modifications chimiques, comme celles du ribose, peuvent l'augmenter comme pour les antisens et, parfois, éliminer certains effets non souhaités.
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10.  La protéine DDP1 de Drosophila melanogaster est très conservée chez de nombreux organismes comme les protéines Scp160p de la levure et la vigiline humaine, comportant 15 répétitions en tandem du domaine KH. Le domaine KH a été caractérisé, pour la première fois chez la protéine K humaine qui est une hnRNP (heterogeneous nuclear  RiboNucleoProtein) d'où son noim de domaiine KH (K Homology). Il est très fréquemment organisé en répétitions en tandem. Ce domaine est associé à une reconnaissance des acides nucléiques simple brin comme les ARNs et les ssDNAs. 

DDP1 est observée dans l'hétérochromatine des chromocentres (régions condensées) des chromosomes polytènes et joue probablement un rôle dans sa formation en association avec HP1. C'est ce que confirment D Huertas et al.; Current Biology 14 (21SEP04) 1611-1620 et ils ajoutent que cette protéine contribue au mutisme des centromères et intervient dans la ségrégation des chromosomes.
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11. Une revue sur le biais des codons selon les organismes de C Gustasson et al.; Trends in Biotechnology 22 (JUL04) 345-353 est parue.

L'expression des protéines est souvent rendue difficile hors de leur hôte d'origine par des difficulté de codage dues à la multiplicité fréquente des codons possibles pour un acide aminé (ce que l'appelle dégénérescence du code, 61 codons pour 22 acides aminés, avec un codon unique pour la méthionine et le tryptophane, et six différents pour arginine, leucine et sérine), et donc dépend de la présence, en quantités suffisantes, des tARNs et tARN synthétases adaptés. On peut donc penser à modifier le codage des acides aminés plutôt qu'à importer tout le bataclan pour faire comprendre à la cellule ce que l'on souhaite lors de la traduction. On a cependant introduit des gènes codant des tARNs rares et des souches ainsi modifiées sont disponibles dans le commerce. 

On constate une sensibilité particulière à la présence de codons rares, surtout au début de la séquence codante et on peut donc être conduit à modifier les codons gênants, voir synthétiser complètement un gène .

En 1997 les chercheurs de Genentech avaient complètement construit le gène de la somatostatine humaine pour une lecture par une bactérie plutôt que de cloner le gène humain. C'était d'autant plus indiqué qu'il suffisait de 14 codons. C'était, à l'époque une situation encore difficile car on ne disposait pas encore du génome d'E.coli pour se faire une idée de l'ampleur du biais éventuel. Astucieusement, les chercheurs ont donc utilisé les habitudes du phage MS2 qui connaît E.coli depuis longtemps et a donc largement exploité ce biais pour en tirer parti. Ceci est devenu plus facile que reconstruire une séquence dans un langage adapté à la cellule de production et cela est devenue de moins en moins coûteux.

Cloner après amplification a paru plus facile qu'une synthèse complète d'un gène d'une certaine taille. Mais c'est sans compter les facéties des divers systèmes cellulaires quand aux codons utilisés et les pièges de la PCR. L'usage dans un même organisme peut être varié selon la protéine, son abondance et la prédiction du bon codon à utiliser est délicate. En effet, si on peut établir un catalogue des préférences en analysant tous les gènes exprimés sous forme de protéines (index des codons) on ne connaît pas la cause des préférences constatées.

Une question que l'on peut se poser est: pourquoi les organismes ont-ils recours à cette diversité des codons? On n'en sait trop rien, mais une des explications possible est que la réduction du nombre des tARNs isoaccepteurs pour un même aminoacide évite le gaspillage métabolique chez un organisme d'une population en pleine croissance. 
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12. Z Zhang et al.; Current Opinion in Genetics & Development 14 (AUG04) 328-335 s'intéressent aux très nombreux pseudogènes du génome humain. Ceux-ci sont généralement considérés comme des fossiles, résidus de gènes autrefois fonctionnels, mais qui n'ont plus eu de justification évolutive suffisante pour que leur maintien fonctionnel soit sélectionné. Ils ont, en général perdu leurs promoteurs, subit des altérations qui s'accumulent, ce qui fait que quand ils récupèrent un promoteur ils ne donnent plus de messagers traductibles. Ils compliquent, dans une certaine mesure, les annotations des génomes, car leur séquence peut tromper et contamine les bases de données génomiques. 

Toutes les anomalies permettent d'identifier ces pseudogènes et c'est l'exploitation de ces caractéristiques qui est décrite dans la revue. 

Il existe une catégorie particulière de pseudogènes, ceux issus de rétrotranspositions (à partir d'un messager débarrassé de ses introns et de ses séquences régulatrices de transcription). Ce sont, en particulier, les LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) et SINES (Short Interspersed Nuclear Elements) bien connus.

Au total, on a déjà repéré ~8000 pseudogènes rétrotransposés et ~3000 pseudogènes dupliqués. 
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13. L'opéron bkd de Bacillus subtilis qui code les enzyme de dégradation des acides aminés ramifiés, et permet notamment la production de certains acides gras (après décarboxylation et désamination) permettant une tolérance au froid par fluidification des membranes. On vient de montrer qu'il n'y a aucune induction par le froid, comme on le pensait avec une certaine logique, mais simplement une stabilisation du messager aux basses températures. M Nickel et al.; Molecular & General Genomics 272 (AUG04) 98-107.Cela semble d'ailleurs valable pour beaucoup d'autres messagers.
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14. La bistabilité est le principe de base de ce que l'on appelle les "bio-switches" qui possèdent une conformation telle que le système est, soit actif, soit inactif, le basculement dépendant d'un signal biochimique (voir, par exemple, le Bulletin de Juin §20). La revue de BM Slepchenko et al.; Current Opinion in Genetics & Development 14 (AUG04) 428-434, se penche sur la robustesse indispensable du système, en prenant pour exemple la transition G2/M lors de la maturation méiotique (ici de l'ovocyte de l'étoile de mer).

Cette transition a lieu quand la Cdc2–cycline B kinase est activée. Cette activation est liée à l'activité de la phosphatase Cdc25, et l'inactivation à celle de la kinase Wee1. Ce module est, usuellement, noyé dans un complexe beaucoup plus vaste. Et pourtant le mécanisme est tout à fait simple et facile à analyser.

En fait la bistabilité est liée à une pression dans un sens qui ne peut être annulée que par un signal réverse  insistant, éliminant ainsi l'effet de signaux aléatoires et donc du bruit inévitable dans un système complexe.
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15.  L Ferbitz et al.; Nature 431 (30SEP04) 590-596, montrent que le chaperone trigger factor associée au ribosome confère sa configuration finale à une protéine en cours de synthèse, en la plaçant dans une fente hydrophobe, dès sa sortie du tunnel d'extrusion du ribosome. Voir également le commentaire de A Horwich; p.520-522.La structure complète de cette protéine a été établie à une résolution de 2.7 Å.
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Les Productions Végétales

Les gènes et les génomes 

16. La dioecie (plants mâles et femelles distincts) est manifestée par plusieurs milliers d'espèces végétales. Et, pourtant, la présence de chromosomes sexuels est rare, les cas les plus connus étant ceux de Rumex acetosa et du Silene latifolia (alias Melandrium album) où deux chromosomes distincts entre eux (hétérochromosomes) et des autosomes ont été identifiés avec un fonctionnement de type animal, un chromosome Y dominant et un chromosome X. Chez les animaux, la lignée germinale est déterminée très tôt, alors que les plantes n'ont pas de lignée germinale distincte, et il n'existe aucun dimorphisme somatique. La revue de B Vyskot et al.; Trends in Genetics 20 (SEP04) 432-438 analysent ces situations chez les plantes qui ont été un tant soit peu étudiées.

Encore faut-il s'entendre sur ce que l'on appelle chromosomes sexuels. Ce sont des chromosomes porteurs de gènes de la détermination du sexe (ce qui se conçoit) et qui sont morphologiquement distincts entre eux et des autosomes (je ne vois pas pourquoi).

On trouve sur le chromosome Y du génome du papayer, une courte portion mâle spécifique qui ne donne lieu à aucune recombinaison avec le chromosome X. Il s'agit donc d'une chromosome Y primitif dérivant d'un autosome. C'est également le cas pour l'épinard, et on parle de chromosomes homomorphiques. Ces systèmes simples sont probablement une première étape suivie de remaniements plus ou moins importants du chromosome Y qui vont donner des hétérochromosomes comme chez Silene ou les hépatiques. On peut aboutir au caractère hétérochromatique du chromosome Y (Rumex acetosa ou Mercurialis).

 Il peut exister, chez les plantes, plus de deux chromosomes sexuels distincts. Ainsi chez Rumex acetosa, les mâles sont XY1Y2, et les femelles XX). Chez le houblon (Humulus lupulus) les mâles sont X1X2Y1Y2, et les femelles X1X2X1X2). 

Il existe plusieurs exemples d'hétérogamétie femelle, comme chez les oiseaux et les lépidoptères, avec la fraise polyploïde Fragaria elatior, le saule Salix viminalis ou Silene otites, mais cela demande confirmation. 

Les fonctions assurant la détermination du sexe sont inconnues, et on sait seulement que trois régions du chromosome Y de Silene latifolia sont importantes et rien sur le chromosome X.

Un système à multiples Y résulte, en général, d'une translocation d'un autosome dans le chromosome X suivi d'une co-ségrégation de l'autosome normal avec le chromosome Y pour assurer un dosage génique correct. Il n'est cependant pas sûr que ce soit le cas pour les Y1 et Y2 de Rumex acetosa qui comportent, tous deux, le même type de séquences répétées.

Chez l'hépatique Marchantia polymorpha qui, comme tous les bryophytes est essentiellement haploïde, il existe un chromosome X ou un chromosome Y beaucoup plus petit et chargé en répétitions. On a repéré une famille de gènes au milieu de ces répétitions, et dont un code une protéine exprimée dans les organes sexuels. Un point intéressant est que cinq de ces gènes sont amplifiés comme s'il avaient été co-amplifiés avec les répétitions dominantes du chromosome Y.
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17. La canne à sucre, du fait de sa structure génétique complexe, est difficile à analyser sur le plan génétique. Les cultivars utilisés sont à la fois des hybrides de Saccharum officinarum (2n=80) et de la forme sauvage S.spontaneum (2n=40–128) ayant subi des rétrocroisements donnant des 2n=100-130 chromosomes dont 15– 25% viennent de S.spontaneum, comme l'on établi les chercheurs du CIRAD. Les cultivars ne sont généralement pas éloignés de plus de 5 cycles reproducteurs des parents, car ils sont clonés végétativement. Le tout est compliqué par une aneuploïdie résultant de l'instabilité initiale subséquente à l'hybridation et à la propagation végétative continue. Le cœur du génome est de la taille de celui du sorgho. Le système Mutator du maïs (le transposon végétal le plus actif, et donc le plus mutagène) se retrouve sous forme de systèmes analogues (Mu-like elements ou MULEs) chez de nombreuses autres plantes comme le riz, le coton, le soja et Arabidopsis. On en a retrouvé chez le champignon filamenteux Fusarium oxysporum, Hop, qui est également très actif. Plusieurs variants peuvent co-exister chez une même plante.

L'élément régulateur autonome MuDR, présent à 5-30 exemplaires chez le maïs, est constitué de deux gènes: celui de la transposase (mudrA) et un gène de fonction encore inconnue, mudrB, qui est d'ailleurs particulier au Mutator du maïs. Le groupe de MA Van Sluys à l'Universidade de São Paulo a analysé les transposases des MULEs de la canne à sucre. M Rossi et al.; Molecular & General Genomics 272 (SEP04) 194-203.

Des cDNAs de mudrA avait été caractérisés dans les banques de cDNAs de la plante, suggérant l'existence de ce système. 

On sait qu'il existe, chez les plantes, quatre classes de séquences mudrA-like antérieures à la divergence monocotylédones/dicotylédones. On en trouve au moins trois chez les parents de la canne à sucre hybride cultivée et quatre chez les cultivars. Le caractère fonctionnel de ces transposases est probablement variable, à en juger à travers leur nombre et les transcrits observés. 

Il existe de très nombreuses formes devenues inactives (élément non autonomes) ayant subi des mutations, mais activable en trans par des éléments autonomes fonctionnels. Ces éléments non autonomes comportent des séquences internes disparates, et sans homologies entre elles qui ont été capturées et flanquées par les répétitions terminales inversées de 220 pb caractéristiques et qui sont les substrats de la transposase. Certains d'entre eux conserve les homologies avec les élements autonomes, mais ne sont plus fonctionnelles à la suite de mutations diverses. On admet généralement que ces séquences non fonctionnelles permettent à la plante de lutter contre les éléments fonctionnellement transposables. 

Cette lutte fait intervenir une accumulation progressive de messagers non polyadénylés dans le noyau. Un "silencing" transcriptionnel intervient parallèlement. De plus, des signes d'interférence ARN (RNAi) sont perceptibles avec apparition d'ARNs monobrins de 21 à 26 nt de longs dérivant des éléments actifs comme de non autonomes entraînant une dégradation des messagers dans le cas des 21 nt, les 26 nt intervenant dans le "silencing" généralisé et la méthylation des ADNs correspondants et donc le "silencing" transcriptionnel.
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18. Un consortium suédois a établi une banque d'ESTs (Expressed Sequence Tags) du peuplier. On a déjà établi, par shotgun, une séquence complète fiable du génome (7 fois, voir www.jgi.doe.gov), et un premier jeu d'annotations en devraient pas tarder à paraître. 

Le consortium a caractérisé 102 019 ESTs regroupés en 11 885 groupes et 12 759 singletons.  Plus de 4 000 séquences complètes de clones devrait contribuer à ces annotations.   Le contneu génétique des génomes d'Arabidopsis et de Populus sont très voisins et les différences entre ces deux plantes, l'une annuelle et l'autre pérenne, répondant donc à des contraintes, notamment dans le temps, qui sont différentes sont probablement plus à mettre sur le compte des régulations. 

Il faut  rappeler que le peuplier possède un petit génome, voisin par sa taille de celui du riz, qu'il est diploïde et facilement clonable et transformable. Il constitue depuis longtemps un modèle pour l'analyse des arbres.

( (( (( (( (( (
La transformation des plantes

19. Le vétéran de la transformation génétique du chloroplaste, Pal Maliga, vient de publier une revue sur ce sujet. P Maliga; Annual Review of Plant Biology 55 (JUN04) 289-313.

Elle décrit les vecteurs, les gènes marqueurs et les techniques de sélection ainsi que le design des gènes à exprimer. Elle envisage les transformations stables, le maintien des épisomes, et les techniques d'expression transitoire.
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20. L'utilisation des mécanismes de défenses par homologie contre les virus (VIGS pour Virus-Induced Gene Silencing) pour piloter l'expression de gènes est repris dans une revue de D Robertson; Annual Review of Plant Biology 55 (JUN04) 495-519. Elle examine le mécanisme d'action, puis les aspects "sécurité" de cette utilisation, l'optimisation du mécanisme et l'utilisation de signaux diffusibles du "silencing" et, enfin, les possibilités ouvertes pour une génomique fonctionnelle.

( (( (( (( (( (
Le développement

21. La disposition régulière des feuilles le long de la tige (phyllotaxie) a toujours fasciné, et de nombreuses descriptions, ainsi que des modèles mathématiques (voir les séries de Fibonacci évoquées dans la Bulletin de Janvier §27) Mais ce n'est que l'an passé qu'on a montré que les deux protéines gouvernant l'efflux d'auxine, PINFORMED1 (PIN1), et l'influx AUXIN RESISTANT1 (AUX1) interviennent pour empêcher ou autoriser le méristème foliaire à se développer, la feuille ne se forme qu'à une concentration maximale d'auxine. (D Reinhardt et al.; Nature 426 (20NOV03) 255-260) 

Mais ceci n'explique pas les différentes phyllotaxies (feuilles en spirales, opposées alternées ou symétriques, etc…).  Il existe des mutants de phyllotaxie du maïs où les feuilles sont opposées symétriques (on dit décussées) au lieu d'opposées alternées (distiques). Ce sont les mutants  du gène ABPH1 homologue de régulateurs à deux composants, ici induits par la  cytokinine. 

ABPH1 est exprimé dans le méristème caulinaire apical embryonnaire, et son expression change rapidement après traitement par l'hormone. Il semble inhiber l'expansion  du méristème induite par l'hormone, limitant ainsi l'amorçage des méristèmes foliaires. A Giulini et al.; Nature 430 (26AUG04) 1031-1034.

Les cytokinines sont perçues par des récepteurs trans-membranaires à histidine kinase régulant l'expression génique via des facteurs de transcription.Le mutant de phyllotaxie abph1 est donc un mutant à perte de fonction d'un régulateur de la réponse aux cytokinines.
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22. Les orchidées avec leurs fleurs extrêment variées comme les divers Phalaenopsis (voir www.phals.net/botaniques.html pour un magnifique album de photos) sont, a priori, un bon matériel pour découvrir comment une plante peut exploiter des gènes présents chez toutes les plantes à fleurs pour arriver à ces résultats. Mais la génétique classique rend l'expérience hors de prix et il vaut mieux utiliser les techniques moléculaires en utilisant des sondes exogènes. WC Tsai et al.; Plant Cell Physiology 45 (JUL04) 831-844 ont identifié quatre gènes à MADS box (MCMI-Agamous-Deficiens-SRF) de type DEF (DEFICIENS) chez Phalaenopsis equestris intervenant dans ces symétries bilatérales. 

Comme toutes les orchidées elle possède trois pétales, dont l'un est le labelle (central et orienté vers le bas après une rotation initiale de 180° et qui sert de terrain d'atterrissage pour les pollinisateurs). Le reste de la fleur est orienté vers le haut avec les trois sépales de même teinte que les pétales,  deux constituant des ailes latérales, deux pétales dressés avec le sépale médian en une sorte de dome. 

Les organes sexuels sont situés au sommet de ce que l'on appelle la colonne. Il existe des formes redevenues quasi-symétriques qui sont appelées péloriques, où les deux pétales latéraux se mettent à ressembler au labelle. 

Les auteurs ont dénommé ces gènes PeMADS2, PeMADS3, PeMADS4 et PeMADS5. Ce sont des gènes homéotiques de type B, c'est à dire codant des protéines déterminant pétales et étamines.

Ces différents gènes ont une expression différentielle suivant les organes, ce qui suggère qu'ils ont des rôles différents dans la morphogenèse florale. L'expression de PeMADS4 a lieu dans le labelle et dans la colonne chez les fleurs normales, et s'étend aux pétales labelloïdes chez les fleurs péloriques. Celle de PeMADS5 a surtout lieu dans les pétales et un peu dans la colonne, mais disparaît complètement chez les fleurs péloriques. Dans un cas des fleurs péloriques, c'est une disruption du promoteur de PeMADS5 qui a été caractérisée.
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23. Le patron régulier des poils absorbants racinaires et des trichomes foliaires est lié à des mécanismes différents, la position et la différenciation des poils absorbants étant induite par leur position par rapport aux cellules corticales sous-jacentes (le poil ne se développe que quand la cellule épidermique est à cheval sur deux cellules corticales), tandis que les trichomes apparaissent de novo et de façon imprédictible car sans position prétéablie, mais c'est un jeu commun de gènes qui intervient. 

Dans les deux cas, il s'agit d'une batterie complexe de facteurs de transcription, et on suppose que certains d'entre eux sont échangés entre cellules via les plasmodesmes.

Le problème est que la création de ces patrons de novo est difficile à anticiper et on ne sait qu'ils se sont établis qu'après leur révélation, et on ne peut donc anticiper leurs causes et suivre les étapes transitoires. M Pesch et al.; Current Opinion in Genetics & Development 14 (AUG04) 422-427 discutent de ces mécanismes dans une revue.

Comme souvent, on ne peut déterminer les acteurs qu'en leur absence et c'est la base de la génétique classique. Pour que le système marche il faut qu'il y ait un frein et un accélérateur, comme dans tout véhicule raisonnable. La revue complète celle de J Schiefelbein; Current Opinion in Plant Biology 6 (FEB03) 74-78, évoquée dans le Bulletin de Février 2003 §20). 

La première étape, dans les deux systèmes, est l'établissement du patron d'expression de GLABRA2 (GL2), mais avec un effet opposé. Son expression est associée au maintien de cellules simplement épidermiques (ne donnant pas de poil), tandis qu'elle l'est avec l'apparition des trichomes. La formation des poils absorbants et le maintien du statut épidermique sans trichomes sont une manifestation par défaut. 

GL2 corrige cette situation. Il code un facteur de transcription. Il agît sur le transducteur de signaux qu'est la phospholipase codée par D1 (donc via un acteur lipidique) qui permet la différenciation du poil absorbant. C'est donc l'accélérateur.

 Suit une cascade impliquant deux gènes homologues, mais de spécificité différentes (GLABRA1 (GL1) dans la racine, et WEREWOLF (WER) dans la feuille) qui sont des facteurs MYB-like homologues. GLABRA3 (GL3) et ENHANCER OF GLABRA3 (EGL3), sont des facteurs d'un type différent qui ont des fonctions très redondantes dans les deux systèmes. Enfin une protéine de type WD40, codée par TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1) n'est pas un facteur de transcription et elle intervient probablement en amont des autres, et joue un rôle modulateur. Les facteurs de transcription sont associés dans un complexe. GL3/EGL3 s'associent avec TTG1 et GL1 ou WER.

Le frein est constitué par les produits de TRIPTYCHON (TRY) dans le cas des trichomes et CAPRICE (CPC) dans celui des poils absorbants, pensait-on. Mais ils ont manifestement un rôle redondant. On a récemment ajouté le gène d'une protéine apparentée codée par ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE1 (ETC1), qui agît également de façon redondante avec les deux gènes TRY et CPC.

TRY reconnait la même région que GL1 dans GL3 que GL1. Suivant les concentrations respectives de GL1 et de TRY, c'est un complexe actif de GL1, GL3 et TTG1 ou un complexe inactif de TRY, GL3 et TTG1qui est formé.

Mais pour que ceci se déroule dans un tapis uniforme de cellule, et ceci de façon systématique, on est obligé d'admettre qu'il y a une compétition entre cellules voisines et qu'un trichome, par exemple, inhibe toute autre cellule épithéliale au voisinage dans un rayon qui va établir le patron. 

Dans le cas de la racine, on admet que c'est le signal transmis par les cellules sous-jacentes qui déclenche le processus. Dans celui des trichomes foliaires, cela pourrait être un évènement aléatoire. Mais on a montré que cela n'est pas suffisant. Il semble qu'on devrait avoir une activation locale compensée par une inhibition à plus grande distance. 

On arrive, en gros, au schéma tordu où l'activateur active un inhibiteur qui réprime l'activateur. Mais l'activation doit être auto-entretenue au niveau de l'activateur pour permettre les fortes fluctuations entraînant la différenciation. L'inhibiteur doit pouvoir se déplacer ou se déplacer plus vite que l'activateur. 

Plusieurs études ont été menées pour vérifier ces prédictions et ne semblent pas le contredire. Mais des point précis comme les déplacemnts des acteurs restent à élucider.
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24. La famille des proteines dites Yellow Stripe-Like (YSL) est associée au transport du fer à partir du sol (donc ferrique) avec l'aide des sidérophores. S Koike et al.; Plant Journal 39 (AUG04) 415-424 ont identifié, par homologie avec le gène du maïs, 18 gènes potentiels (YS1)-like du riz (OsYSLs). 

OsYSL2 n'est pas exprimé dans les racines, quel que soit le statut du fer dans la plante. Mais il est surexprimé dans les feuilles en carence de fer. Il est surtout exprimé dans les cellules compagnes du phloème. Mais, curieusement, le système OsYSL2 transporte le fer ferreux et le manganèse associés à la nicotianamine, mais pas le fer ferrique. C'est un transporteur de métal induit par le fer participant, entre autres, au chargement du grain en ces métaux. Les plantes autres que les graminées n'utilisent, en principe, pas ce système, or on en trouve les gènes chez de nombreuses plantes depuis les mousses jusqu'à Arabidopsis (At) en passant par les gymnospermes. AtYSL2 est un transporteur membranaire de métaux comme le fer ou le cuivre complexés à la nicotianamine. Fer et cuivre induisent son expression. RJ DiDonato et al.; p.403-414. Il s'agit probablement d'un transport latéral hors du phloème.
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25. Des chercheurs de Shanghai, ZG Qian et al.; Biotechnology & Bioengineering 86 (30JUN04) 809-816 montrent que des dérivés hydroxylés synthétiques du jasmonate sont de puissants inducteurs du métabolisme secondaire des plantes, dont celui de la taxuyunnanine C dans des cultures cellulaires.
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26. On peut moduler la couleur de Torenia hybrida (une scrofulariacée d'ornement aux fleurs bleues) en utilisant une interférence ARN avec l'expression de la chalcone synthase. E Fukusaki et al.; Journal of Biotechnology 111 (05AUG04) 229-240.
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27. TTT Nguyen et al.; Molecular & General Genomics 272 (AUG04) 35-46 ont utilisé un marquage à saturation (avec 85 nouveaux marqueurs de plusieurs type) pour identifier des QTLs du riz impliqués dans la tolérance à la sécheresse. Ceci leur a permis de détecter plusieurs gènes potentiellement impliqués dans cette tolérance.
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La Physiologie des Plantes 

28. Des chercheurs catalans X Palomer et al.; Plant Science 167 (SEP04) 509-518, ont caractérisé les activité des endo--(1,4)-glucanases, notamment Cel1, de la fraise après expression dans Pichia pastoris. Ces enzymes interviennent dans le ramollissement du fruit. Il semble, par ailleurs, y avoir de cinq isoformes de carboxymethylcellulases, dont une focalise au même endroit que Cel1 en isoélectrofocalisation.
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29. Une revue de TP Sung et al.; Annual Review of Plant Biology 55 (JUN04) 197-223,porte sur les mécanismes moléculaire d'action des gibberrelines (GA). On a surtout fait des progrès dans les parties amont de la voie. 

 GA semble intervenir en provoquant la destruction de répresseurs du signal GA (les protéines DELLA) grâce à un complexe E3 ubiquitine ligase (complexe SCF, pour Skp1, Cullin et F-box complex). Celui-ci reconnaît le domaine DELLA et la partie C-terminale de ces protéines.
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30. P Benveniste; Annual Review of Plant Biology 55 (JUN04) 429-457 traite, dans sa revue, de la synthèse et de l'accumulation des stérols chez les plantes. Il s'appuye sur les données extraites du génome d'Arabidopsis thaliana et sur celles acquises par manipulation des gènes potentiellement impliqués. Les nouvelles données complètent les multiples données antérieures qu'il avait acquises grâce à des inhibiteurs. 

Il décrit les voies impliquées en insistant sur les diverses étapes. Puis il s'intéresse à la conjugaison de ces stérols, et enfin sur leurs fonctions, en laissant de côté les apsects développementaux traités par ailleurs.
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31. Une idée originale émise par TN Rosenstiel et al.; Plant Biology (Stuttg) 6 (JAN-FEB04) 12–21 est que les plantes produisent de nombreuses substances volatiles en évitant une séquestration inutile de phosphates. C'est le cas de l'isoprène qui aurait, ainsi, un rôle protecteur en évitant cette séquestration, et que ceci constitue une sorte de soupape de sécurité. Le diméthylallyle diphosphate (DMAPP) est nécessaire aux chloroplastes pour la synthèse des isoprénoïdes en général, en particulier des caroténoïdes et de la chlorophylle. L'isoprène synthase permet la conversion du DMAPP en isoprène et pyrophosphate, et éviterait, de ce fait, une accumulation excessive de DMAPP et donc de phosphates. Ces substances sont émises, non pas parcequ'elles sont induites mais parce qu'elles ne peuvent pas faire autre chose que se disperser parcequ'elles sont volatiles  (U Niinemets et al.; Trends in Plant Science 9 (APR04) 180–186). J Peñuelas  et al.; Trends in Ecology & Evolution 19 (AUG04) 402-404 discutent de cette hypothèse.

Ces deux études indiquent donc que ces émissions n'ont pas forcément une signification physiologique mais résultent de leurs propriétés biophysiques. Ces émissions (qui comportent un trentaine de millliers de molécules différentes) ne sont pas anodines et peuvent représenter jusqu'à 10% du carbone assimilé. 

Ceci ne signifie pas qu'il n'y a pas eu une sélection parmi elles. On connaît le rôle de défense des substances accumulées, par exemple dans les résines. Elles jouent un rôle dans la communication entre organismes différents (avec l'homme, par exemple, sinon pourquoi y aurait-il tant de champs de lavandes), pollinisateurs et plantes, pathogènes et plantes, etc…
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Les Symbioses

32. L'une des plus grandes difficultés que l'on peut rencontrer dans les analyses de relations microbes-plantes dans le sol est que la majorité des microorganismes du sol ne sont pas cultivables dans l'état actuel des techniques. On peut, certes,  maintenant explorer la diversité de cette flore, mais il y a encore beaucoup à faire pour en démêler le fonctionnement, et en particulier vérifier les hypothèses par reconstruction. Pathogenèse et symbioses (et encore) ont été explorées. Il est beaucoup plus difficile d'analyser des interactions neutres ou complexes entre plusieurs organismes associés, du fait des contraintes techniques. 

La question majeure est de savoir si la diversité de la rhizosphère joue un rôle dans les écosystèmes naturels ou est le résultat d'une anarchie naturelle (au sens strict du terme). 

La revue de BK Singh et al.; Trends in Microbiology 12 (AUG04) 386-393 se penche sur ce problème des interactions associatives vu par la lunette moléculaire. 

Le transfert du carbone de des plantes vers le sol est encore l'objet de querelles, et les estimations du transfert total vont de moins de 10% du carbone assimilé à plus de 40%. Il semble que plus les plantes sont stressées plus le transfert est important. Il est vraisemblable, mais pas définitivement prouvé, que ce transfert facilite un rôle protecteur de la rhizosphère.

Les exsudats racinaires jouent un rôle dans ces transferts et facilite ainsi indirectement les décompositions des matières organiques du sol et le recyclage des éléments de cette matière organique vers la plante. Si un rôle dans la mobilisation du phosphore et du potassium est net, la partition du carbone dans le sol entre les différents compartiments (y compris les racines) est beaucoup plus mal définie.

On ne sait pas s'il existe une sélection de la microflore dans ce sens. En pot, on semble constater une spécificté dans la composition de la microflore , mais pas dans la nature quand on a juxtaposition de plusieurs espèces de plantes. S'il y en a une c'est plus des fonctions qui sont favorisées, pas des groupes taxonomiques, même s'il y a forcément des recouvrements dans ce domaine et qu'on peut retourner aux microorganismes une fois la fonction sélectionnée identifiée. 

La revue se penche sur les techniques qui permettent, actuellement, de suivre à la fois le métabolisme du sol et l'identification des microbes qui réalisent l'opération. Mais les résutats physiologiquement intéressants sont encore maigres, is à part ceux sur les bactéries oxydant l'ammoniaques qui renforcent nos connaissances sur ces bactéries récemment identifiées et intéressantes dans plusieurs situations naturelles (comme les boues activées).
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33. Les haricots communs (Phaseolus vulgaris) comportent trois pools génétiques géographiques: un premier au Mexique, en Amérique centrale et en Colombie, un second dans les Andes méridionales et un troisième au nord du Pérou et en Equateur (qui est peut être la zone ancestrale de cette plante). 

Rhizobium etli est le symbiote caractéristique en Amérique du Sud. Des auteurs argentins ont analysé le polymorphisme du gène de nodulation nodC parmi toutes ces souches de R etli. Il existe une variabilité particulière à chaque zone d'origine et une facilité de la nodulation  plus grande entre Phaseolus d'une zone et les Rhizobium etli de la même zone. Il y a donc eu une co-évolution, ce qui n'est quand même pas étonnant. OM Aguilar et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 101 (14SEP04) 13548-13553. On retrouve cette zonation pour la résistance à l'anthracnose.
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34. L'acide abscissique (ABA) réduit le nombre de nodules fixant l'azote chez le trèfle blanc (Trifolium repense) et Lotus japonicus au dessus d'un certain seuil. Il affecte la transition entre le gonflement du poil absorbant et sa courbure, c'est à dire une phase très précoce de l'interaction entre le Rhizobium nodulateur et la plante nodulée. 

On peut diminuer la concentration en ABA par l'inhibiteur abamine de la 9-cis-epoxycaroténoïdes dioxygénase. Le nombre des nodules sur L.japonicus est alors fortement augmenté. A Suzuki et al.; Plant Cell Physiology 45 (JUL04) 914-922.
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Les Pathogènes des Plantes et les Mécanismes de Défense

35. Phytophthora infestans subit de nouvelles mutations, et quand elle brisent les résistances, peut facilement gagner de nouveaux territoires avec l'aide efficace des échanges de matériel.

 Ses formes actuelles comportentent des résistances péroccupantes aux antifongiques de synthèse et se répandent à nouveau. Des hybrides somatiques entre  Solanum tuberosum et la forme sauvage Solanum bulbocastanum sont porteurs d'une résistance durable (?) à la souche US8 représentatrice des formes résistantes aux antifongiques. L'hybride somatique le plus résistant, a été analysé et on a découvert que c'est une isoforme de la patatine (une abondante protéine de réserve du tubercule qui a également des fonctions de lipase non spécifique) qui est responsable de cette résistance. N Sharma et al.; Plant Physiology & Biochemistry 42 (JUL-AUG04) 647–655.

On a bien introduit, chez la pomme de terre, des résistances à P.infestans de Solanum demissum, S.stoloniferum et S.chacoense, mais les cycles de réplications clonale rapidse du pathogène ont permis l'accumulation de mutations, rendant ces introgressions rapidement inefficaces. Comme l'introgression est difficile à cause des incompatibilités nombreuses rencontrées chez la pomme de terre, à cause de la ploïdie et  des problèmes d'équilibres géniques dans l'albumen qui en résultent. 

Solanum bulbocastanum, est une Solanum précisément issue de la vallée de Toluca, et donc soumise depuis longtemps a une énorme pression de sélection, notamment contre le type A2. Mlaheureusement elle est diploïde alors que S.tuberosum, notre pomme de terre, est tétraploïde, d'où les problèmes entionnés ci-dessus. C'est pourquoi on a eu recours, dans les lignées J du Wisconsin, à des hybrides somatiques qui ont été essayés face aux souches du pathogène de la vallée de Toluca. 
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36. JH Kim et al.; Current Microbiology 49 (AUG04) 282-287 montrent que les mycotoxines, comme eutypinol et eulatachromene ou eulatinol du pathogène de la vigne Eutypa lata (un ascomycète qui provoque une dégénérescence progressive des ceps) sont responsables de l'inactivation de la respiration mitochondriale. Pour les souches européennes, on pense que c'est l'eutypine qui est en cause. Mais les souches dans le reste du monde ne produisent pas d'eutypine (encore une particularité française). Ce qui est originale dans  cette étude est l'utilisation de Saccharomyces cerevisiae comme cible.
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37. La nicotine est une défense naturelle des plantes, mais pourquoi les prédateurs du tabac y sont ils insensibles?

La suppression par silencing de l'expression du gène de synthèse de la nicotine dénommé putrescine N-méthyl transférase (pmt) chez Nicotiana attenuata) entraîne une quasi disparition de la nicotine. Les chenilles de l'une des pestes du tabac, Manduca sexta, en sont ravies. Ces chenilles peuvent donc tolérer la nicotine, mais préfèrent s'en passer. C'est également le cas pour les larves de Diabrotica undecimpunctata, Spodoptera exigua et  Trimerotropis. A Steppuhn et al.; Public Library of Science Biology 2 (AUG04) e217.
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38. Les orges porteurs de la mutation de perte de fonction du locus Mlo (mlo, collecté en Ethiopie dans les années 1937-38) sont résistants  au mildiou Blumeria graminis f. sp. hordei. Cette résistance est à large spectre car elle supprime apparemment une aide au développement, par un facteur de la plante, des haustoria du champignon. Il est répandu dans tous les cultivars européens actuels. Cette inactivation est liée, chez les orges mlo-11, à l'insertion d'un complexe de répétitions en tandem en amont du gène. 

Ces répétitions sont constituées d'un gène Mlo tronqué comprenant 3,5 kb de la partie amont des séquences régulatrices, plus 1,1 kb de la séquence codante. Tout ceci donne une transcription anarchique. Cette résistance est, de plus, méiotiquement instable et cette instabilité entraîne un polymorphisme dans les populations, dont l'apparition épisodique du gène fonctionnel à la suite de l'excision de l'insertion (fréquence de l'ordre de 10-4). P Piffanelli et al.; Nature 430 (19AUG04) 887-891.

Mlo code une protéine transmembranaire classique à sept domaines transmembranaires. Cette protéine interagit avec la calmoduline (capteur de Ca2+) qui joue un rôle dans la formation de vésicules périphériques et peut être avec une petite protéine G.
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39. Les gènes de résistance RPW8.1 et RPW8.2 confèrent une résistance à large spectre chez une souche particulière d'Arabidopsis, ce qui suggère une origine récente. On observe, en sus de RPW8.1 et RPW8.2, trois autres homologues au locus RPW8 : HR1, HR2 et HR3, qui n'interviennent pas dans la résistance au mildiou (Erysiphe cichoracearum). En analysant les séquences RPW8 d'Arabidopsis lyrata, de Brassica rapa et B.oleracea, on en retrouve une partie ou une autre chez tous. La protéine correspondante est originale, car elle comporte un domaine N-terminal transmembranaire et un domaine de type Coiled-Coiled. 

Les homologues des Brassica ressemble surtout à HR3 qui est probablement le gène ancestral qui a subi une série de duplications. On constate un fort polymorphisme au locus RPW8. S Xiao et al.; Molecular Biology & Evolution 21 (SEP04) 1661-1672.

Il existe deux modèles d'évolution de natures très différentes des gènes de résistance à présence très générale chez les plantes (par opposition aux gènes particuliers à certaines): celui où il y a un équilibre constant entre les formes du gènes permettant une résistance au prix d'une diminution supposée de l'adaptabilité (fitness) avec un entretien subséquent du polymorphisme, et celui où il y a une sélection du type course à l'armement, par les vagues successives du pathogène.

Ainsi, les allèles fonctionnels du locus RPM1 d'A.thaliana ont coexisté pendant des millions d'années avec des allèles non-fonctionnels et seulement 52% des accessions de cette plante analysées possèdent RPM1, et on a pu confirmer que sa présence a un coût. Mais l'adaptation à l'évolution des pathogènes a également pu être caractérisées dans le cas de plusieurs gènes de résistance du type ancien (LRR), Cf4/9, Xa21, RPP8, RPP5, Dm3 et L/M, chez qui le domaine LRR est constamment remanié et sélectionné face aux nouveaux pathovars du pathogène.
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Les plantes recombinantes

40. Des chercheurs indiens ont construit des riz hybrides résistants aux foreurs de la tige par expression des gènes de -endotoxines cry1Ab/cry1Ac de Bacillus hturingiensis modifiés et commandés par le promoteur du gène de l'ubiquitine du maïs. Une résistance à la phosphinotricine a également été incorporé pour la sélection. S Ramesh et al.; Journal of Biotechnology 111 (15JUL04) 131-141. C'est une utilisation directe dans des lignées d'élite qui a donc été pratiquée.
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41. Des chercheurs chinois ont créé des pomme de terres transgéniques exprimant la protéine des spicules périphériques du virion du coronavirus de la bronchite infectieuse de la volaille. 

Les poulets immunisés oralement ou par injection intra musculaire produisent des anticorps circulants neutralisants et résistent à une infection par le virus. JY Zhou et al.; Journal of Biotechnology 111 (15JUL04) 121-130.
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42. SE Sattler et al.; Trends in Plant Science 9 (AUG04) 477-481 discutent dans une revue de l'enrichissement de l'huile de soja en vitamine E. 
On connaît maintenant les voies de synthèse des tocophérols et tocotriénols.on a déjà montré que l'expression, ciblée vers la graine, de deux méthyltransférases de ces voies accroit la teneur en vitamine E des graines de soja. Les auteurs passent d'abord en revue, classiquement, les différentes formes de cette vitamine, l'-tocophérol étant la forme la plus active, et additionne les cas où ils sont exactement ce qu'il nous faut.

Les tocophérols sont utilisés par de nombreux organismes, mais ne sont synthétisés que par les organismes photosynthétiques où la forme majeure synthétisée dans les tissus photosynthétiques est précisément l'-tocophérol, les autres formes étant produites dans les autres tissus. Les auteurs décrivent ces voies. 

On a travaillé ces voies chez la cyanobactérie Synechocystis PCC6803 et Arabidopsis. On a pu facilement cloner les gènes impliqués du fait des homologies des gènes et de leur co-localisation dans les opérons cyanobactériens. Il existe cepdnant des différences entre les voies de Synechocystis et d'Arabidopsis.
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Les Insectes et leur Maîtrise

43. Les infections microbiennes activent deux cascades intracellulaires dans le corps gras (la source des peptides antimicrobiens) de la Drosophile. Les bactéries Gram+ et les champignons activent la voie Toll, tandis que les bactéries Gram- activent la voie Imd. L'activation du récepteur transmembranaire Toll induit un clivage d'un polypeptide extracellulaire cytokine-like Spätzle. Spätzle une fois clivée se lie à Toll, ce qui indique que Toll n'est pas vraiment le récepteur reconnaissant les patrons des pathogènes, contrairement à ce qui se passe chez les Mammifères.

La mutation semmelweis (seml) a permis de caractériser la protéine SA périplasmique de reconnaissance des peptidoglycanes (marqueurs bactériens), PGRP-SA. Les PGRPs sont des protéines hautement spécialisées caractérisées, jusqu'à présent chez la Drosophile (13 gènes différents) et les Mammifères, sous des formes diverses (cytosoliques, membranaires ou sécrétées). Elle possèdent un domaine très voisin du lysozyme du phage T7. Mais on pensait que PGRP-SA avait perdu sa fonction lysozyme.Elles semblent intervenir dans les deux voies Toll et Imd, avec dans ce dernier cas les PGRP-LCs. 

PGRP-SA active la voie Toll de défense immunologique innée, déclenchant l'expression des peptides de défense. Les champignons utilisent manifestement une autre protéine. La cascade Toll implique la dégradation de la protéine inhibitrice IkB-like Cactus, ce qui permet aux protéines NF-kB–like Dif et Dorsal, d'induire l'expression d'un peptide comme la  Drosomycine. 

La structure de PGRP-SA à la résolution de 2,2Å a été établie et reliée à sa fonction par CI Chang et al.; Public Library of Science Biology 2 (SEP04) e277.
Le récepteur possède une fente allongée permettant de loger le peptidoglycane tapissée d'acides aminés variant beaucoup d'un récepteur à l'autre. Une étude par mutation montre que la Sér158 est indispensable à la fois à la reconnaissance et au déclenchement de la voie Toll. PGRP-SA a, contrairement à ce que l'on pensait, conservé par ailleurs sa fonction enzymatique, une L,D-carboxypeptidase active sur les tétrapeptide diaminopimélique (mais pas lysine) où interviennent Sér158 et His42. Il faut remarquer, avec les auteurs, que les liaisons peptidiques de type L,D n'existent que chez les procaryotes et c'est une aactivité rare chez les eucaryotes. 
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44. Une revue sur les Wolbachia et l'incompatibilité cytoplasmique associée chez les moustiques est parue avec SP Sinkins; Insect Biochemistry & Molecular Biology 34 (JUL04) 723-729.

On commence à mieux maitriser les paramètres affectant la dissémination de ces facteurs d'isolement reproducteur. Chez Aedes albopictus on a une très grande efficacité de la transmission maternelle et avec une incompatibilité cytoplasmique notable.
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45. Les infections microbiennes activent deux cascades intracellulaires dans le corps gras (la source des peptides antimicrobiens) de la Drosophile. les bactéries Gram+ et les champignons activent la voie Toll, tandis que les bactéries Gram- activent la voie Imd. L'activation du récepteur transmembranaire Toll induit un clivage d'un polypeptide extracellulaire cytokine-like Spätzle. Spätzle une fois clivée se lie à Toll, ce qui indique que Toll n'est pas vraiment le récepteur reconnaissant les patrons des pathogènes, contrairement à ce qui se passe chez les Mammifères.

La mutation semmelweis (seml) a permis de caractériser la protéine SA périplasmique de reconnaissance des peptidoglycanes (marqueurs bactériens), PGRP-SA. Les PGRPs sont des protéines hautement spécialisées caractérisées, jusqu'à présent chez la Drosophile (13 gènes différents) et les Mammifères, sous des formes diverses (cytosoliques, membranaires ou sécrétées). Elle possèdent un domaine très voisin du lysozyme du phage T7. Mais on pensait que PGRP-SA avait perdu sa fonction lysozyme.Elles semblent intervenir dans les deux voies Toll et Imd, avec dans ce dernier cas les PGRP-LCs. 

PGRP-SA active la voie Toll de défense immunologique innée, déclenchant l'expression des peptides de défense. Les champignons utilisent manifestement une autre protéine. La cascade Toll implique la dégradation de la protéine inhibitrice IkB-like Cactus, ce qui permet aux protéines NF-kB–like Dif et Dorsal, d'induire l'expression d'un peptide comme la  Drosomycine. 

La structure de PGRP-SA à la résolution de 2,2Å a été établie et reliée à sa fonction par CI Chang et al.; Public Library of Science Biology 2 (SEP04) e277.
Le récepteur possède une fente allongée permettant de loger le peptidoglycane tapissée d'acides aminés variant beaucoup d'un récepteur à l'autre. Une étude par mutation montre que la Sér158 est indispensable à la fois à la reconnaissance et au déclenchement de la voie Toll. PGRP-SA a, contrairement à ce que l'on pensait, conservé par ailleurs sa fonction enzymatique, une L,D-carboxypeptidase active sur les tétrapeptide diaminopimélique (mais pas lysine) où interviennent Sér158 et His42. Il faut remarquer, avec les auteurs, que les liaisons peptidiques de type L,D n'existent que chez les procaryotes et c'est une aactivité rare chez les eucaryotes.

( (( (( (( (( (
46. On trouvera dans la revue de M Heil et al.; Annual Review of Ecology, Evolution & Systematics 34 (NOV03) 425-453, une analyse des interactions protectrices plantes-fourmis considérées comme des modèles d'interactions. Ce "mutualisme" constituent une défense contre l'herbivorie qui a été décrit dès le 19°siècle. Il semble que ces associations ne soient pas marginales, mais aient une activité structurante sur les réseaux alimentaires dans les canopées tropicales. 
Ces associations impliquent une centaine de genres de plantes et une quarantaine de genres de fourmis. La fourmi prélève de la nourriture sur la plante, mais pas comme les herbivores qui peuvent détruire les parties utiles à la plante comme les feuilles ou les fleurs. Elles se contentent de productions accessoires comme les nectars extra-floraux ou des structures apparentées, comme les granules alimentaires (food bodies).

Une ressource alimentaire importante des fourmis est le miellat des pucerons, mais il est souvent monopolisé par des fourmis écologiquement dominante d'un territoire donné. Ces prédateurs généralistes assurent souvent, mais indirectement, une protection facultative des plantes avoisinantes. Mais ce qui intéresse les auteurs ce sont les fourmis strictement inféodées. Celles-ci peuvent assurer une protection de plantes cultivées comme celle du cachou (Anacardium occidentale) et pourraient être utilisées pour une protection biologique. Elles s'opposent en particulier à d'autres fourmis découpeuses de feuilles, par exemple. 

Mais ce ne sont pas les seuls animaux adorant les nectars extrafloraux. C'est le cas des coccinelles qui pourraient faire partie, avec certains autres adeptes de ces friandises, de défenseurs additionnels ou compétitifs de ces fourmis.

On sait augmenter la production de ces nectars avec un traitement par l'acide jasmonique. Il semble qu'il en soit de même pour les plantes normales qui pourraient moduler la visite des fourmis en pilotant ces sécrétions.
Ainsi Dioscorea praehensilis est une liane qui ne produit ces nectars que pendant une seule phase de son cycle annuel, quand la tige nue grimpe le plus vite possible vers la canopée pour accéder à la lumière. On a compté 27 espèces de fourmis se fournissant en nectar sur cette seule plante. Par ailleurs, mais chez d'autres plantes, la production est déclenchée par le prélèvement des nectars existants, assurant ainsi une économie de moyens. Ces inductions semblent d'ailleurs un phénomène assez général. 

Si les fourmis désertiques sont attirées par l'eau des nectars, les autres préfèrent les nectars concentrés en saccharose, glucose ou fructose, mais aussi en acides aminés. L'acide aminé glycine attire les Camponotus (peut être est-ce sucré pour elles comme pour nous). Solenopsis invicta reconnait même les diastéréomères comme le D- et L-glucose. Mais une preuve solide du choix des fourmis par ces compositions (et même une protection) est encore à faire. 

Les acacias africains et les Leonardoxa  (une légumineuse du bassin du Congo) fournissent essentiellement des nectars. Les Cecropia (un arbre pionnier poussant juste après une déforestation), Macaranga (une euphorbiacée également pionnière des forêts secondaires), poivriers fournissent des "food bodies" riches en protéines chez les Acacia, en lipides et protéines chez les Macaranga. Les nectaires foliaires des Macaranga ne sont que des hydathodes (fournissant de l'eau, alors que ce sont de vrais nectaires chez les non myrmécophytes!!!), les acacias d'Amérique centrale fournissant les deux. La production de food bodies chez les poivriers n'a lieu que quand ils sont colonisés par les fourmis Pheidole. Ces plantes faisant ces efforts pour attirer les fourmis sont dites  myrmécophytes.

Le logement sur place des fourmis est souhaitable et plus la colonie est grande mieux c'est pour la plante. Beaucoup de plantes tropicales portent des HLM préfabriquées (domatia) pour les nids de fourmis. Ces cavités sont situées dans les tronc creux de Cecropia, ou de  Leonardoxa, les épines d'Acacia, les pétioles du poivrier ou des poches foliaires spécialisées comme chez Hirtella (chrysobalanacées de l'est africain), Maieta et Tococa (Mélastomacées de l'Amérique tropicale), Scaphopetalum (Sterculiacées africaines). A défaut de démontrer directement l'efficacité des fourmis, ces structures indiquent une co-évolution avec les fourmis de ces plantes avec toutes les nuances dans la symbiose. 

 Acacia, Barteria (Passifloracées allant du Nigeria à l'est africain), Cecropia, Leonardoxa, Macaranga et Piper adultes ne sont colonisées que par un nombre très réduit de d'espèces de fourmis très spécialisées et on recherche activement les mécanismes assurant cette spécificité.

Ce qui est intéressant est que la protection contre les herbivores ne semble pas avoir été débordée dans aucun cas connu par une contre-adaptation des herbivores. Si cela reste vrai, il serait intéressant de découvrir pourquoi. 

Sur un Tachigali (Légumineuse d'Amazonie) dépourvu de fourmis, l'herbivorie serait dix fois plus accentuée que sur les arbres colonisés par des fourmis et le croissance et la longévité est accrue. Les feuilles d'un Leonardoxa sans fourmis perdent de 7 à 12 fois plus de surface dévorées par des insectes que celles des arbres colonisés par Petalomyrmex qui les protègent également contre les hémiptères. Un Macaranga bancana (de Malaisie) colonisé par des Crematogaster gagne 40% de surface foliaire en un an, et sans fourmis en perd 80% pendant la même période. Mais c'est un exemple extrême, même parmi les Macaranga . Le poivrier défend ses tiges par des Pheidole au Costa-Rica. Mais les fourmis peuvent également protéger contre certains champignons. Cela a été montré pour le poivrier, mais aussi Macaranga mais c'est probablement indirectement, en protégeant la plante contre les blessures, points d'entrée du champignon. 

La démonstration de la protection est également (et toujours indirectement) démontrée par le fait que cette protection dépend de la fourmi sur un même arbre. On l'a constaté chez des  Maieta guianensis et Tococa bullifera d'Amazonie colonisées par des fourmis différentes.

Mais comme toute médaille a un revers, ce qui attire les fourmis attire également les amateurs de fourmis. Ainsi les araignées spécialisées Dipoena et les coléoptères Cléridés Phyllobaenus consomment avec délice les Pheidole. Du coup, ces fourmis intelligentes évitent les feuilles avec  des toiles de l'araignée, par exemple. Ceci entraîne un herbivorie plus grande.  
La symbiose côté fourmi peut confiner à un certain parasitisme. Ainsi, quand les fourmis protègent la plante mais bénéficient des miellats de pucerons elles sont, en réalité, parasites.
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47. Les larves des chrysomèles (coléoptères phytophages) se défendent contre les malveillants en sécrétant des substances répulsives par des glandes dorsales. La défense ancestrale consiste en une synthèse de novo d'iridoïdes de monoterpènes à partir du mévalonate jusqu'au O-glucoside du 8-hydroxygéraniol. Le catabolisme de l'O-glycoside salicine en salicylaldéhyde, après séquestration, est apparu ultérieurement, parmi les lignées de ces insectes qui se sont spécialisés dans les divers saules. Les espèces les plus évoluées comme Chrysomela interna ne se contentent pas de séquestrer un seul métabolite secondaire comme précurseur de leurs défenses. Elles modifient les glucosides du (3Z)-hex-3-en-1-ol  et du phényléthanol. Les glycosides sont hydrolysés puis les aglycones sont estérifiés par de l'acide isobutyrique et 2-méthylbutyrique dérivant du pool des acides aminés de l'insecte. Ce passage d'une synthèse directe à une synthèse combinatoire à partir de précurseurs de la plante a eu lieu au moins deux fois au cours de l'évolution.

Glucosidases et oxydases nécessaires à la synthèse des iridoides sont également requises chez les espèces de Chrysomela qui crachent du salicylaldéhyde, dérivant des phénolglycosides végétaux.

Hydrothassa marginella et Phratora laticollis produisent elles-mêmes leurs toxines iridoïdes, tandis que Chrysomela populi et Phratora vitellinae les produisent à partir de précurseurs du métabolisme secondaire végétal qu'elles séquestrent. J Kuhn et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 101 (21SEP04) 13808-13813 ont pu constater que les larves sur saules savent transporter les glycosides de leur plante cible.

Les chrysomélines utilisant le système ancestral et s'attaquent aux Salicacées, Brassicacées, ou Renonculacées possède déjà un sytème d'importation des précurseurs initiaux des iridoïdes. Lors de la colonisation des salicacées, les larves ont trouvé plus commode de faire faire une partie du travail par la plante.  

L'adaptation à une utilisation de métabolites secondaires des plantes pour sa propre défense est une tentation qui a eu lieu de nombreuses fois au cours de l'évolution des insectes. Elle n'est pas facile, a priori, dans la mesure où le transport et le stockage doivent être assurés sans interférence avec la physiologie de l'insecte. Les chenilles de Lépidoptères ont  réussi à plusieurs reprises, et pour des substances toxiques très différentes, à régler ce problème (pyrrolizidines, cardenolides, glycosides iridoïdes, glycosides cyanogènes ou glucosinolates).
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48. Le diflubenzuron est un insecticide qui inhibe la synthèse de la chitine. On a donc recherché comment cet insecticide s'y prend. Surprise, aucune des enzymes de la synthèse n'y est sensible in vitro. GE  Abo-Elghar et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 34 (AUG04) 743–752 ont confirmé que le récepteur des sulfonylurées, un transporteur ABC (ATP binding cassette) chez Drosophila melanogaster et Blattella germanica est la cible.

Ce transporteur est un complexe hétéromérique avec deux sous-unité d'un canal à potassium donnant un transporteur de K+ sensible à l'ATP sensible aux analogues de sulfonyle urée utilisée contre le diabète de type II.
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49. Les aphides (pucerons) ont un cycle permettant une reproduction parthénogénétique répétée génératrice d'explosions démographiques, alternant avec une unique phase sexuée au cours de l'année. Ceci correspond à un polyphénisme, une plasticité phénotypique à partir d'un même génotype. 

Des chercheurs de l'INRA à Rennes et Evry ont caractérisé un ensemble de gènes du puceron des céréales Rhopalosiphum padi qui sont exprimés durant le basculement du mode parthénogénétique au mode sexué de reproduction. Ce puceron est un epste des céréales dans le monde et c'est un vecteur de virus de nanisme. On sait depuis longtemps que ce basculement peut être induit par des facteurs du milieu comme la lumière, mais on ne sait pratiquement rien des récepteurs lumineux impliqués (à part que ce ne sont pas les yeux). Une bonne partie des ESTs caractérisés relèvent, en fait, du génome des symbiotes bactériens. Quelques uns de ces gènes sont impliqués dans le développement. 

On a récemment caractérisé le premier gène impliqué dans ce polyphénisme. Il correspond à un transporteur d'acide aminé dans des neurones particuliers qui pourraient être impliqué dans l'horloge circadienne et sa modulation.
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50. L'expression du gène period dans le cerveau de l'abeille domestique est modulée par le développement, et non par des facteurs du milieu comme la lumière, ou l'expérience. Elle est régulée en même temps que la division du travail qui dépend de l'âge de l'individu. G Bloch et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 34 (SEP04) 879-891.

Les abeiles ont une durée de vie de 5 à 7 semaines. Les jeunes abeilles (2-3 semaines) s'occupe de la progéniture nuit et jour de façon apériodique. Les plus âgées se chargent des tournées de récolte, ce qui nécessite une perception des rythmes nycthéméraux.
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51. La perte des ailes par les fourmis-reines après copulation correspond à un changement profond de la physiologique. H Tian et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 34 (SEP04) 937-949 ont analysé ces changements au niveau de l'expression génique par hybridation soustractive chez la fourmi Solenopsis invicta. Ils ont caractérisé trois gènes de vitellogénine, ainsi que plusieurs autres gènes associés au transport des aliments, du système immunitaire et de la reproduction. Tout ceci est bien descriptif, et ne fait que confirmer des données physiologiques antérieures. On peut toujours dire que ces gènes sont des cibles plus précises pour lutter contre cette fourmi envahissante.
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52. On trouvera, dans J Hemingway et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 34 (JUL04) 653-665, une revue sur les mécanismes de résistances des insectes aux insecticides. 
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53. MJ Lehane et al.; Trends in Parasitology 20 (SEP04) 433-439 analysent, dans leur revue, les réponses immunes et la transmission des parasites par les insectes hématophages en se basant sur les données fournies sur l'immunologie de la Drosophile. Ils étudient les systèmes Plasmodium/moustiques et Trypanosomes/mouche tsétsé. 

Je rappelle que les défenses des insectes sont de type inné, avec reconnaissance de patrons moléculaires généraux pour les différentes classes de pathogènes. 

On sait que la Drosophile se défend surtout grâce aux voies Toll et Imd (voir le §). On connait bien la cascade qui aboutit à la production de peptides antimicrobiens par le corps gras.  On ne sait cependant pas bien si les extrapolations à d'autres insectes sont possibles; mais cela est vraisemblable, car les voies Toll et du TNF (qui sont les homologues) existent chez les  Vertébrés. 

La voie Toll de la Drosophile commande (via Dif), entre autres (350 gènes sont activés), la production des  peptides antimicrobiens actifs sur les bactéries Gram+. La voie Imd, induite par les Gram-, régule environ 220 gènes (via Relish) dont les peptides antimicrobiens actifs sur ces bactéries . La voie Imd n'est cependant pas indispensable aux réponses cellulaires (phagocytose enkystement, etc…). 

La transmission des Plasmodium repose sur leur capacité à contrer les défenses des hôtes successifs (moustique mais également Vertébré). Les données indiquent que le parasite subit, au cours de ces deux stades, des pertes considérables, apparemment à la suite de l'intervention du système immun du moustique. La disponibilité de la séquence génomique d'Anopheles gambiae (http://www.anobase.org) a permis de caractériser de nombreux homologues (242 gènes de 18 familles) des gènes de défense de la Drsophile mais également des Vertébrés. Mais on constate une expansion particulière à chaque espèce (si on compare à Drosophila). Il y a manifestement duplications, puis diversification indiquant une forte pression de sélection. Ce déficit d'orthologues (copies homologues entre deux espèces) dû à l'évolution rapide, porte surtout sur les gènes intervenant dans la reconnaissance, la modulation des effets et les mécanismes effecteurs, alors que ceux des voies et cascades de transmission du signal sont beaucoup plus conservés.

Chez Anopheles, les peptides antimicrobiens sont représentés par deux familles des défensines et cécropines (chacune avec quatre représentants), plus un peptide particulier, la  gambicine.

L'activité antiparasitaire in vitro des cécropine 1 et gambicine indique une fonction importante dans les défenses du moustique, alors que la défensine 1 très active contre les bactéries, ne l'est pas du tout contre les parasites.

Le facteur Relish joue un rôle très important dans la voie Imd d'Ae.aegypti. Il ressemble beaucoup au facteur mammalien NF-kB, également impliqué dans les réponses immunes. Elle comporte un domaine RHD (Rel homology domain) N-terminal, et un domaine C-terminal ressemblant à l'inhibiteur de NF-kB, IkB. 

L'activation de cette voie entraîne le clivage de la protéine et la migration de RHD vers le noyau et les gènes cibles. Curieusement le Relish du moustique code trois isoformes : la protéine entière, le domaine RHD et le répresseur C-terminal IkB-like. La surexpression de ce denrier rend le moustique très sensible aux bactéries Gram-. Cette déficience peut être corrigée par une surexpression  de la défensine A du moustique. Il faut donc faire attention dans les extrapolation. Deux moustiques, Anopheles gambiae et Aedes aegypti, utilisent les défensines pour lutter contre les bactéries Gram+ chez A.gambiae et les Gram- chez Ae.aegypti. une autre technique de défense est celle qui consiste à mélaniser et enkyster le parasite. Ces sont des prophénoloxydases qui sont activée protéolytiquement. C'est ce qui se passe chez une souche résistante connue ou cet enkystement est commandé par un locus régulateur Pen 1 (Plasmodium encapsulation locus 1), et deux loci mineurs additionnels (Pen2 and Pen3). On connait neuf de ces enzymes chez A.gambiae. 

Il devrait, par ailleurs, exister des protéines ressemblant au complément des Mammifères, avec, notamment, une protéine opsonisante (marquage par fixation covalente des éléments C3b et C4b du complément sur des antigènes complexes amenant leur reconnaissance par des phagocytes porteurs des récepteurs correspondants et induisant leur phagocytose).C'est le cas de TEP-1 (ThioEster-containing Protein 1), pour les bactéries. TEP1 est produite par les hémocytes de moustique qui se fixe sur les bactéries. Comme son homologie des Vertébrés la protéine est rapidement éliminée après cessation de l'invasion. La partie C-terminale clivée se fixe sur les bactéries Gram+ et Gram- par le site thioester. TEP1 se fixe, par ailleurs, à la surface de Plasmodium berghei et ceci induit sa mélanisation dans la souche réfractaire, empêchant la transformation des ookinètes en oocystes . Encore une fois le moustique fait ce qu'il peut pour nous éviter une contamination.
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Les Biopesticides

54. Xenorhabdus nematophila est une bactérie insecticide, qui vit en association aevc  le  nématode Steinernema carpocapsae, et qui produit plusieurs toxines protéiques tuant les larves des insectes cibles. Des chercheurs indiens ont caractérisé un complexe périphérique de la bactérie collectable dans le milieu qui est oralement toxique pour les insectes, notamment la chenille d'Helicoverpa armigera. Une sous-unité de piline de 17 kDa isolée de ce complexe est maintenant décrite dans P Khandelwal et al.; Journal of Bacteriology 186, n°19 (OCT04) 6465-6476. Les auteurs montrent que l'extrémité N-terminale est importante dans la configuration active de la protéine et elle est associée à la destruction de l'épithélium intestinal. 
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Les Productions animales

Les gènes et les Génomes

55. L'origine des séquences télomériques curieuses de la Drosophile a toujours fasciné. Elles sont constituées de répétitions de rétrotransposons non-LTR, HeT-A et TART, qui s'allongent par rétrotranspositions occasionnelles. On vient de découvrir un nouveau type, appelé TAHRE (Telomere-Associated and HeT-A-Related Element). Le nom indique que tous ces transposons sont apparentés. Ce sont probablement des ancêtres qui ont été recrutés comme l'ont été les télomérases à partir de transcriptases réverses. JP Abad et al.; Molecular Biology & Evolution 21 (SEP04) 1520-1534.
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55. Plusieurs familles nouvelles de transposons ADN ont été repérés dans les génomes de très nombreux animaux différents. Beaucoup de ces transposons codent des transposases qui sont, d'ailleurs, apparentées, et voisines de celles des séquences d'insertion bactérienne de la famille IS1016 et qui sont différentes de celles des transposases eucaryotes. C Feschotte; Molecular Biology & Evolution 21 (SEP04) 1759-1780. Ils partagent leur répétitions terminales inversées et la duplication de 8 ou 9 pb. Ceci a conduit à individualiser ces familles sous le nom de Merlin/IS1016. Ces transposons ont manifestement été actifs dans un passé récent (au sens évolutif). Cela est spectaculaire chez Schistosoma mansoni (Trématode plathelminthe hématophage).
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56. Les régions chromosomiques assurant la détermination du sexe, mâle en l'occurrence dans le cas de l'épinoche Gasterosteus aculeatus (threespine stickleback), ont permis de caractériser ce qui paraît être un chromosome sexuel primitif, et qui semble un modèle extrapolable en partie à certains poissons osseux (Téléostéens) comme le medaka Oryzias latipes. 

Les différences notables entre détermination du sexe chez les poissons, même entre espèces voisines, est remarquable et dénote à la fois une évolution rapide et un caractère encore primitif (chez les Vertébrés) de cette détermination.

Les poissons présentent encore une grande variabilité de détermination sexuelle, parfois transitoire, avec des hermaphrodites autofertiles, des hermaphrodites séquentiels dans un sens ou un autre et des sexes dépendant de l'environnement, ce que l'on retrouve jusqu'aux Reptiles, ou des hiérarchies sociales, et donc d'interactions entre individus dans une population. 

Dans le cas de G.aculeatus, on observe bien une détermination du sexe plus ou moins sensible à des facteurs externes, mais une analyse plus fine indique bien un déterminisme génétique Les poissons ont, probablement, commencé à inventer les chromosomes sexuels des Vertébrés, mais on ne peut toujours les distinguer morphologiquement des autosomes et entre eux (on dit qu'ils sont alors homorphes) (voir le §16). Ces situations sont très variables car si Gasterosteus aculeatus possède des chromosomes sexuels homomorphes, des espèces très voisines ont déjà des chromosomes sexuels dimorphiques (distincts morphologiquement). 

L'amorce d'une différenciation entre autosomes et chromosomes sexuels est l'apparition de deux allèles dans un autosome pour lesquels une homozygotie donne l'un des sexes, et l'hétérozygotie l'autre.

Il est plus facile d'étudier l'évolution de ces systèmes dans ces situations primitives où la divergence X/Y n'a pas atteint ses limites. Les poissons sont donc intéressants dans ce domaine. 

On a réalisé des études génétiques classiques chez le guppy (Poecilia reticulata ou Lebistes reticulatus), le medaka (Oryzias latipes) et Xiphophorus maculatus au dimorphisme sexuel très accentué. Elles ont été décevantes.

L'approche moléculaire n'est pas très facile, mais elle a été entreprise : C Peischel et al.; Current Biology 14  (24AUG04) 1416-1424 pour une épinoche et M Kondo et al.; Current Biology 14 (21SEP04) 1664-1669 pour le medaka.

L'association entre le type sexuel et le gène codant une isocitrate déshydrogénase (Idh) est connue depuis longtemps. Le gène (Idh) a été cloné chez G.aculeatus, et a ainsi permis d'avoir un marqueur, et  a permis à CL Peischel et al.de "pêcher" la région déterminant le sexe. L'allèle Y est une séquence plus courte de 31 pb que l'allèle X et on observe une absence de recombinaison (fréquemment associée à certains chromosome sexuels) ce qui se traduit par une distance génétique de près de 16 à 20 cM chez la femelle et seulement 1,5 à 3,5 cM chez le mâle pour une même paire de marqueurs (indiquant une fréquence beaucoup plus réduite de recombinaisons au niveau de cette région du chromosome Y). La diversification de cette région est probablement vieille de moins de dix millions d'années, alors qu'un chromosome Y très évolué, comme celui de l'homme, est âgé de 200 à 300 millions d'années. Ce dimorphisme latent de G.aculeatus est d'ailleurs particulier à certaines populations du poisson, notamment du Nord-Ouest de l'Amérique, ce qui explique les adresses des signataires de l'article correspondant.

Chez le medaka, le locus déterminant le sexe mâle est dmrt1bY (alias dmy). Il est présent chez une espèce sur un chromosome Y, chez d'autres ce n'est plus qu'un pseudogène sur un autosome. On ne trouve aucun locus lié au sexe chez tous les autres Oryzias. Là aussi,le chromosome sexuel ne s'est individualisé qu'au cours des dix millions d'années écoulées.
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Les Vecteurs de Transformation

57. Il y a toujours intérêt à connaître les sites les plus fréquents d'insertion des transgènes introduit après transcription réverse d'un vecteur rétroviral. Des insertions mutagènes ou oncogènes n'étant pas des plus favorables, comme cela a été démontré dans un essai de thérapie d'une immunodéficience sévère liée au chromosome X, où le transgène est aller se loger dans le proto-oncogène LMO2.

RS Mitchell et al.; Public Library of Science Biology 2 (17AUG04) e234, montrent que des vecteurs basés sur le virus du sarcome et de leucose aviaire (ASLV), celui de la leucémie murine (MLV) et celui de l'immunodéficience humaine (HIV) présentent des sites d'intégration différents. 

Les auteurs ont analysé 3 127 sites d'intégration dans des cellules humaines. Le HIV s'intègre préférentiellement dans des séquences transcrites, excluant les îlots riches en CpG. Les vecteurs MLV s'intègrent préférentiellement près des sites de début de transcription (c'était déjà connu). Les vecteurs ASLV n'ont qu'une faible tendance à s'intégrer dans les gènes transcrits et aucune pour les sites de début de transcription.
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Le développement 

58. L'identification de gènes importants dans le développement des follicules ovariens et dans le début du développement embryonnaire devrait être facilitée par la mise au point d'une bibliothèque et des réseaux correspondants de cDNA de l'ovocyte bovin. J Jiao et al.; Physiological Genomics 19(SEP04) 84-92.

Cela devrait faciliter, notamment l'étude des échanges de signaux entre ovocyte et cellule somatiques de la granulosa. On sait que l'ovocyte secrète des facteurs importants comme le GDF-9 (Growth Differentiation Factor-9) ou le BMP–15 (Bone Morphogenetic Protein-15). On a pu, de plus, identifier leur fonction par délétion. 

On sait que les messagers maternels contribuent à une période plus ou moins longue du développement de l'embryon, avant, la prise en main par les mARNs codés par l'embryon. Ces facteurs maternels sont critiques durant l'intervalle entre fécondation et transition mère/embryon.

Le ciblage de gène a permis de déterminer le rôle essentiel de MATER et Zar1 dans le début de l'embryogenèse avant l'activation du génome embryonnaire.

Mais la très faible concentration des ARNs dans l'océan cytoplasmique de l'ovocyte (et donc de l'embryon précoce) empêche d'en construire une bibliothèque sérieuse. Les auteurs ont utilisé  la technique SMART de BD Biosciences qui facilite les choses. 
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59. L'embryon des Vertébrés commence sa vie en utilisant plus ou moins longtemps des réserves, mais surtout des messagers et des signaux d'origine maternelle, avant de s'émanciper et d'utiliser son propre génome. La transition de l'ovocyte à l'embryon a, en effet, lieu en l'absence immédiate de transcription et ce sont des messagers maternels qui sont traduits lors de la phase précoce.

Mais l'émancipation ne se fait pas sans une élimination des valeurs anciennes. C'est le cas ici également avec une protéolyse des protéines maternelles par la voie de l'ubiquitine-protéasome. C DeRenzo et al.; Trends in Cell Biology 14 (AUG04) 420-428. On savait déjà que les messagers maternels sont simultanément détruits.
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60. La préparation du spermatozoïde à la rencontre avec l'ovocyte fait intervenir un système cAMP-dépendant particulier qui est indispensable à la fertilité mâle. Il est inusuel au sens où il est stimulé par le bicarbonate qui agit sur l'adénylcyclase du spermatozoïde et une protéine kinase A spéciale cAMP-dépendante (PKA) qui comporte une sous-unité spéciale C2 ou Cs. Si on supprime C2 on conserve une production normale de spermatozoïdes qui sont mobiles. Mais C2 exige du bicarbonate pour accélérer le battement du flagelle et l'entrée de Ca2+. De plus, C2 est utilisée lors de la phase tardive de phosphorylation de la maturation du spermatozoïde et alors freiner la production de cAMP. MA Nolan et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 101 (14SEP04) 13483-13488.
( (( (( (( (( (
61. On sait que Nanog est un facteur de transcription qui vient se joindre aux systèmes Oct4 et Stat3 pour maintenir le caractère totipotent des cellules souches embryonnaires (ES). Voir le Bulletin de Juillet 2003 §46 qui commente deux articles et un commentaire dans Cell du 30 Mai 2003. C'est un facteur à homéobox (un motif de 60 ou 63 acides aminés) qui joue un rôle essentiel dans la détermination des cellules après la formation du blastocyste. 

Des chercheurs d'Oxford ont repertorié tous les homologues dans le génome humain et en ont repéré un duplicat fonctionnel et dix pseudogènes. HAF Booth et al.; Genomics 84 (AUG04) 229–238. Ceci représente un nombre particulièrement élevé pour des pseudogènes de protéines à homéobox, ce qui signifie probablement qu'ils sont exprimés. Le chimpanzé ne possède qu'un pseudogène orthologue de NANOGP4 et le macaque un pseudogène exprimé (pour l'instant). La souris possède deux pseudogènes qui ne sont pas des orthologues évidents de ceux des primates. On a, malheureusement, dénommé également ce gène Enk ce qui crée des confusions avec les gènes d'enképhalines). 
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62. Le numéro de Current Opinion in Cell Biology 16 (OCT04) est consacré aux contacts entre cellules et de celles-ci avec la matrice intercellulaire. Cette adhésion doit manifestement être régulée pour permettre les déplacements. Les molécules permettant cette adhésion ne se limitent pas à un rôle de "colles". De plus, elles sont modifiées post traductionnellement pour assurer ces différentes fonctions. On trouvera également des articles sur l'interaction entre récepteurs et cytosquelette et la coévolution dans le cas des pathogènes qui les utilisent pour leur plus grand bien.

A Harwood  et al.; p.470-46 se préoccupent de la préhistoire évolutive de ces systèmes. ils montrent que des molécules et motifs bien connus comme les molécules cadherin-like, IgG-like cell adhesion molecules (CAMs) et les lectines de type C ainsi que les protéines à domaine  Fas-1 et thrombospondine sont très anciens. On trouve des collagènes dès les éponges avec leurs récepteurs que sont les intégrines. 

Dictyostelium est un organisme amœboïde qui présente un cycle avec formation d'un organe fructifère où l'on trouve des analogues des structures d'adhésion intercellulaires des animaux supérieurs comme les jonctions adhérentes et qui comporte des homologues des -caténines (aardvark), qui servent d'ancrage pour l'actine et d'intermédiaire dans la transmission de signaux. 

BD Shur et al.;  p.477-485 analysent les interactions entre spermatozoïdes et gamète femelle (on retrouvera des données complémentaires dans BD Shur et al.; Current Opinion in Cell Biology 16 (OCT04) 477-485). 

La multicellularité a été associée à l'apparition de nombreux types de jonctions intercellulaires comme les jonctions serrées (tight junctions), jonctions adhérentes (adherens junctions), desmosomes et hémidesmosomes, les jonctions communicantes (gap junctions qui sont, un peu les plasmodesmes des animaux), et les contacts en foyer (focal contacts) des Vertébrés. Pour ceux qui seraient un peu perdus dans cette avalanche de dénominations, il existe une revue avec d'excellents schémas dans M Perez-Moreno;  Cell 112 (21FEB03) 535-548.

On peut trouver ces édifices moléculaires sous d'autres formes chez les autres animaux, notamment chez Caenorhabditis elegans où ils ont été pas mal étudiés. Voir (J Hardin  et al.;  p.486-492. Ces auteurs étudient cellules épithéliales interposées entre la matrice intercellulaire les cellules musculaires et la cuticule assurent l'intégration avec intervention des et l'actine du cytosquelette. 

Chez la Drosophile les jonctions septées (septate junctions) sont, en fait, des parents proches des jonctions serrées. VM Wu et al.; p.493-499 montrent comment l'outil génétique a été utilisé pour analyser leur rôle dans la structuration des trachées chez la Drosophile.Ces jonctions semblent intervenir autrement que par leur rôle de filtre de tailles. 

ML Cilia et al.;  p.500-506 discutent des plasmodesmes (voir également ML Cilia et al.; Current Opinion in Cell Biology 16 (OCT04) 500-506 qui sera analysé dans le numéro de Novembre). 

Les données récentes sur les connexines mettent en doute une conception simpliste de leur rôle dans la transmission de signaux classiques. Les jonctions communicantes sont constituées de deux moitiés (hémicanaux) affrontés entre deux cellules et permettant une communication entre les cellules. C Stout et al.;  p.507-512 soutiennent que les connexines interviennent dans un grand nombre de processus physiologiques, par le biais des hémicanaux (une moitié dans chaque membrane apposée) et fonctionne comme des canaux transmembranaires actifs, indépendamment des contacts cellulaires. On peut le constater avec de petites molécules pompées du milieu par ces hémicanaux. Ces connexines des hémicanaux permettent aux Shigella de passer de cellules à cellules chez les animaux. Des cellules n'exprimant pas les connexines ne peuvent transmettre les Shigella, à leurs voisines et cette capacité est restaurée par certaines connexines. Mais la perméabilité considérable créée par ces hémicanaux ne peut être laissée incontrôlée et ces pores sont généralement fermés. On ne sait, cependant, pas trop comment.

Les connexines des invertébrés sont totalement différentes et pourtant donnent des jonctions communicantes du même type. En fait, on en retrouve des homologues chez les Vertébrés. Il y a donc eu invention de ces gap junctions à deux reprises au cours de l'évolution. 

D'autres revues de la série confirment les fonctions multiples des connexines. T Sakisaka et al.; p.513-521 s'intéressent aux nectines, qui sont des molécules Ig-like présentant des propriétés d'adhérence ainsi qu'à des molécules nectin-like qui, associées aux  E-cadherine participent aux jonctions adhérentes et aux jonctions serrées. Au-delà de leur rôle dans l'assemblage initial des jonctions adhérentes, ces molécules sont également utilisées comme récepteurs viraux (herpesvirus). 

La caténine p120 des jonctions adhérentes est l'objet de la revue de AP Kowalczyk et al.;  p.522-527). Elle est impliquée dans les régulations négatives et positives de l'adhésion par les cadhérines. Elle se lie à la queue des cadhérines au niveau de leur domaine juxta-membranaire. Son rôle est probablement celui d'un système d'ancrage à la membrane, empêchant l'endocytose et la destruction des cadhérines. Il est cependant curieux que cette protéine ne soit pas nécessaire à la stabilité des cadhérines des Invertébrés, contrairement à ce qui se passe chez les Vertébrés.

La régulation d'une -caténine, comme celle à double fonction armadillo (intervenant à la fois dans la formation du complexe cadhérine/caténine et dans la voie Wnt/wingless fait appel à une dégradation par un complexe comportant  APC (adenomatous polyposis coli) et dirigeant la -caténine vers le protéasome en l'aabsence d'une stimulation par Wnt. 

APC présente d'ailleurs de multiples functions. M Bienz et al.; p.528-535 suggèrent  qu'APC interagit avec le cortex cytoplasmique (probablement l'actine). L'idée d'un rôle d'APC dans l'adhésion cellulaire n'est, certes, pas neuve mais on s'est surtout intéressé à son rôle dans la dégradation de la -caténine. On retrouve ces corrélations fonctionnelles entre adhérence et transmission de signaux, et les protéines monofonctionnelles deviennent l'exception dans cette famille.  

Les cadhérines desmosomiques sont apparentées aux cadhérines classiques et AS Payne et al.; p.536-543 se sont intéressés au rôle de l'une d'entre elles, la desmogléine 1, dont l'inactivation entraîne une desquamation des kératinocytes. C'est ce qui se passe quand la peau est envahie par Staphylococcus aureus qui protéolyse cette cadhérine grâce à sa toxine exfoliative.

D'autres revues traitent des interactions cellules/matrice qui dépendent des intégrines. La famille des intégrines (récepteurs glycoprotéiques transmembranaires hétérodimériques) joue un grand rôle dans ces mécanismes. Les intégrines assurent la liaison entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette intracellulaire, intervenant ainsi dans l’adhésion, la migration et la transmission de signaux de voisinage. 

Parmi les deux sous-unités, on distingue, d’une part, les sous-unités d'intégrine ß1 et V et, d’autre part, plus d’une dizaine de sous-unités  différentes. Les combinaisons entre ces deux groupes permettent une grande variété dans les signaux, malgré une redondance certaine (plusieurs reconnaissent, par exemple, fibronectine ou laminine). 

Les complexes d’intégrine ß1 ont une composition spécifique des types cellulaires. La disruption des gènes dans des souris transgéniques a cependant montré que les différentes sous-unités  sont importantes. Des souris dont les gènes de l’5 intégrine sont inactivés, ont des structures mésodermiques atrophiées, spécialement dans la partie postérieure du tronc. Dans le cas des 4 intégrines, l’allantoïde ne fusionne pas avec le chorion et le système vasculaire ne se ferme pas donnant lieu à des hémorragies cardiaques.

C’est également le cas des sous-unités V et ß1 qui, bien que relativement interchangeables dans la reconnaissance des fibronectine, thrombospondine et tenascine, sont néanmoins spécifiques d’autres. Laminine et collagènes sont reconnus par les intégrines ß1, vitronectine et fibrinogène sont reconnus par l’intégrine V. On commence à comprendre comment les fonctions des intégrines peuvent être finement modulées par modification de leur conformation. AP Mould et al.;  p.544-551) montrent qu'il existe un continuum entre plusieurs conformations (inactive, amorçage et occupation par le ligand).

Ces changements de conformation sont facilités par la présence de plusieurs sites flexibles au sein de l'hétérodimère . Si on y ajoute le très grand nombre de sous unités et  on constate que la cellule dispose d'un arsenal conséquent. 

D Sheppard; p.552-557 s'intéressent aux aspects pharmacologiques, mais on trouve dans leur revue la description de plusieurs fonctions spécialisées des intégrines. Les intégrines V interviennent dans plusieurs évènements du développement. Ainsi V6 et V8 participent à l'activation du TGF, mais de façon très différentes selon les métalloprotéases de la matrice (MMPs) utilisées. JD Mott et al.; p.558-564) s'intéressent également à ces enzymes qui peuvent révéler des motifs cryptiques dans la matrice extracellulaire et assurer, ainsi, des fonctions supplémentaires.

Les interactions entre intégrines et la matrice sont également pilotées de l'intérieur de la cellule, notamment des kinases (ILKs Integrin Linked Kinases) liées aux intégrines d'un côté et liées au cytosquelette de l'autre. En effet, le court domaine cytoplasmique des sous-unités  et ß des intégrines n'ont aucune activité enzymatique propre mais se couplent à des protéines qui permettent la coalescence de complexes de protéines cytosoliques et catalytiques. Les ILKs permettent de coupler les signaux mécaniques et chimiques dans les adhésions focales.

C Grashoff  et al.; p.565-571 ont plutôt tendance à mettre en doute le rôle des ILKs car des ILKs rendues enzymatiquement inactives peuvent être fonctionnelles et donc ont peut-être une fonction ne nécessitant pas la fonction kinase. 

PD Yurchenco  et al.;  p.572-579 discutent des deux familles de protéines de la matrice des membranes basales des épithéliums, laminines et netrines. Ces deux types de protéines ne partagent que leur domaine N-terminal, mais ont conservé leurs fonctions au cours de l'évolution. Les laminines sont des protéines hétérotrimériques indispensables à la survie de Drosophila et C.elegans du fait de leur rôle dans l'assemblage de la membrane basale des épithéliums. La laminine-1 (111) et la laminine-10 (511) des Vertébrés ainsi que les deux laminines de C.elegans interviennent dans ce processus. 

Les netrines sont des éléments du balisage lors des migrations cellulaires dans le système nerveux et le mésoderme, ainsi que dans la morphogenèse des épithéliums.

Les ephrines sont des ligands membranaires des récepteurs à protéine kinase Eph (ce sont les tyrosines kinases les plus nombreuses connues, et jouent un très grand rôle dans le développement du système nerveux, mais également dans l'angiogenèse.R Klein; p.580-589). Eph/ephrines semblent essentiellement intervenir par modification du cytosquelette en jouant sur les petites GTPases avec les différents récepteurs Eph s'associant à différentes GTPases.. On a internalisation du complexe ligand récepteur. 

JC Adams; p.590-596 s'intéresse aux mécanismes de la protrusion assurée par la liaison d'une petite protéine très conservée au cours de l'évolution, la fascine, à l'actine cytosolique.  Elle assure un lien fonctionnel entre la thrombospondine et la fibronectine de la matrice et le cytosquelette. Là encore, un certain nombre de pathogène ont vu quel bénéfice ils pourraient en tirer pour envahir les cellules. C'est le cas de Listeria monocytogenes (qui l'utilise pour assurer sa propulsion dans la cellule en polymérisant l'actine), ainsi que de Rickettsia conorii.
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64. La peau est en fait une mosaïque de territoires comprenant un follicule pileux entouré de son épiderme stratifié environnant (même chez les chauves). L'épiderme assure son homéostasie grâce à une couche de cellules mitotiquement active (une sorte de méristème) qui entretient, malgré la desquamation des kératinocytes, les régions interfolliculaires. En cas de blessure, il fait assurer le renouvellement de cette couche. 

Le poil et son canal pileux se différencient de l'épiderme environnant à partir d'un renflement basal qui contient des cellules déjà déterminée, mais indifférenciées et proliférantes (cellules de la matrice), qui enveloppent des massifs de cellules mésenchymateuses donnant la papille dermique. 

Quand la matrice dégénère par apoptose, cela marque la fin d'un cycle et la partie inférieure du follicule dégénère. Après un temps de repos, la papille dermique envoie un signal et un nouveau poil se met à croître.

C Blanpain et al.; Cell 118 (03SEP04) 635–648 montrent que deux sous-populations dans la niche que constitue le renflement du follicule pileux (voir le Bulletin d'Avril-Mai §65) peuvent régénérer le poil et l'épiderme, leur détermination en follicule pileux étant réversible.

Les kératinocytes semblent pouvoir répondre à au moins deux types de signaux et donner ainsi lieu à une double migration cellulaire. L'une, vers le haut, répond aux blessures et ces cellules souches se répandent dans l'épiderme. L'autre signal entraîne une migration vers le bas et va permettre le développement du follicule pileux à chaque nouveau cycle de production du poil. Dans ce dernier cas, le signal provient de la papille dermique qui incite un  petit nombre de cellules souches à donner la lignée du follicule pileux. On a donc un échange entre cellules épithéliales et mésenchymateuses, mais la nature du signal est encore inconnue.

C Blanpain et al. ont étudié la formation du pelage chez la souris, et constaté que deux sous-populations distinctes des cellules souches vont répondre à ces signaux opposés. L'une va maintenir le contact avec la lame basale et précède la seconde qui est suprabasale dans le renflement, et n'apparaît qu'après le premier cycle de formation des poils quelque temps après la naissance. Cette apparition nécessite le contact entre la papille dermique et le renflement. Cette distinction spatiale entraîne le déclenchement de deux programmes développementaux différents. Curieusement, ces deux populations voient leur croissance limitée dans leur site naturel, alors qu'elles se différencient in vitro ou après transplantation. C'est donc la niche épidermique, elle-même, qui impose ces restrictions qui en font des cellules souches. Voir également le commentaire d'AM Christiano; p.530-532.
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65. Il existe par ailleurs un rôle des cellules folliculaires dans la vascularisation de la peau. Les cellules souches évoquées plus haut contiennent des marqueurs de cellules souches neurales (ce n'est pas étonnant car le système nerveux dérive de l'ectoderme dorsal) comme la nestine. 

Comme les autres, elles sont localisées dans le renflement du follicule. La transplantation  de telles cellules provenant des vibrisses (moustaches) de la souris chez des souris nude entraîne une vascularisation guidée par l'implant et le follicule qui se développe. Cette vascularisation est marquée par l'apparition de marqueurs endothéliaux comme CD31 et le facteur de von Willebrand. L'effet est renforcé en cas de blessure, ce qui confirme les résultats évoqués plus haut. Je n'ai pas bien compris si cela constitue une troisième sous-population de cellules souches venant se surajouter aux deux évoquées plus haut, où l'une d'entre elles, très probablement celle qui induit la prolifération.
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66. On s'est fait très tôt une idée du rôle fonctionnel des glycosylations avec les interactions entre lectines de plantes et la surface des hématies qui ont permis de définir les groupes sanguins A,B et O. On trouvera dans RS Haltiwanger et al.; Annual Review of Biochemistry 73 (JUL04) 491-537, une revue sur le rôle des glycosylations au cours du développement. La complexité et la spécificité des patrons de glycosylations souligne leur importance probable, mais aussi complique leur interprétation. La revue se concentre sur quelques uns des glycoconjugués (O-fucose, O-mannose, N-glycanes, O-glycanes de type mucines, protéoglycanes, glycosphingolipides et cela fait déjà pas mal), d'une part, et les données génomiques chez la souris et l'homme, la Drosophile et Caenorhabditis, pour lesquels on possède une séquence génomique complète.

La revue analyse le rôle des O-fucosylations chez D.melanogaster, puis chez la souris, avec l'analyse in vitro, des fonctions liées à cette modification. Les résultats sont repris dans le cas du O-mannose chez D.melanogaster d'une part, chez la souris et l'homme de l'autre. Les mutations ciblées chez la souris et les maladies congénitales chez l'homme, ont permis de caractériser certaines des fonctions des O-glycanes de type mucine, qui ont été complétées par les études génétiques chez C.elegans et D.melanogaster.

Le rôle des sphingolipides a été analysé génétiquement chez C.elegans et D.melanogaster.

Chez la souris, l'utilisation d'anticorps monoclonaux a permis de définir les patrons successifs de glycosylation d'antigènes spécifiques de l'embryon et identifier des épitopes particuliers pouvant servir de marqueurs. On ainsi pu montrer, chez un oursin, que le patron se modifie au cours de la gastrulation. D'autres études ont fait appel à des inhibiteurs de glycosylation qui ont montré que si la glycosylation n'est pas indispensable au sein d'une phase du développement, elles interviennent au moment des changements importants comme la gastrulation pour la formation du mésenchyme, par exemple, et préfigurent la nécessité d'une N-glycosylation  adéquate au moment de l'implantation embryonnaire chez la souris. 

Au-delà de ces aspects descriptifs, la perturbation de la structure des glycanes par mutation ou interférence ARN de loci intervenant sur cette glycosylation chez la souris a permis de vérifier un peu plus précisément ces idées relativement anciennes. 
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68. On sait que, chez les Vertébrés, un oscillateur appelé horloge de segmentation, fonctionnant dans le mésoderme présomitique, et qui gouverne la formation, ordonnée dans le temps, des somites de l'embryon. En effet, un somite est engendré toutes les 30 minutes chez le poisson zèbre, 90 minutes chez le poulet et 120 minutes chez la souris. 

Une revue sur ce mécanisme est parue dans F Giudicelli et al.; Current Opinion in Genetics & Development 14 (AUG04) 407-414. 

La plupart des gènes intervenant dans cet oscillateur appartiennent à la voie Notch, à l'exception du gène de l'axine 2 qui intervient dans celle de Wnt. Il existe plusieurs boucles de régulation en retour. Chacune suscite une théorie différente sur le fonctionnement. La plus simple (pas forcément la plus vraisemblable) stipule une autoinhibition directe de certains gènes membres de la famille hairy/E(spl) qui sont des cibles de Notch, comme Hes7 chez la souris, et her1 et her7 chez le poisson zèbre et on postule alors que l'oscillation est simplement liée à des délais différents dans les opérations de transcription et traduction.
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69. DM Mutch et al.; Physiological Genomics 19 (SEP04) 22-31, de chez Nestlé, étudient l'influence de la microflore intestinale sur le fonctionnement du tube digestif. 
C'est surtout dans le jéjunum que l'expression génique est modifiée, avec un effet notable sur le gène de la kallikréine, par exemple, et dans le rectum où elle l'est le moins. Ce sont surtout les gènes impliqués dans les réactions immunologiques et dans le transit de l'eau dont l'expression est modifiée tout le long du tube digestif. 

Les bactéries entériques sont connues pour fournir certains substrats aux entérocytes comme les acides gras à courtes chaînes. On sait, aussi, que cette flore intervient dans la réponse immune. 

Tout cela est normalement vrai pour la flore résidente, mais également pour les passagers qui bénéficient de ce contexte. 

Les auteurs font référence à deux publications (K Fukushima et al.; Scandinavian Journal of Gastroenterology 38 (JUN03) 626–634, et LV Hooper et al.; Science 291 (02FEB01) 881–884 dont ils complètent les analyses.
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70. Un exercice musculaire accusé entraîne des modifications des fibres musculaires et une prolifération des mitochondries. On n'a encore jamais pu caractériser un facteur de transcription associé à ce phénomène. Des chercheurs ont sélectionné des souris "olympiques" dopées génétiquement, capables de courir sur des distances doubles de celles d'une souris normale. Ces performances ont été obtenues en surexprimant dans leurs muscles squelettiques le facteur PPARperoxisome proliferator-activated receptor ) sous sa forme activée (à quand des contrôles inopinés sur les coqs de combat ou les lévriers de course). Cette expression induit une formation préférentielle de fibres de type I. Ce sont des muscles lents, à métabolisme oxydatif (par opposition aux fibres de type II qui sont rapides, mais à métabolisme glycolytique. On obtient le même résultat avec des agonistes de PPAR(imaginez les possibilités, d'autant plus que ce traitement est anti-obésité, même en l'absence d'exercice). YX Wang et al.; Public Library of Science Biology 2 (24AUG04) e294.
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71. Deux facteurs de transcription interviennent dans la détermination des fibres musculaires squelettiques à partir de cellules souches chez les Vertébrés, Myf5 et Myod. En l'absence de ces deux facteurs, les cellules restent pluripotentes et peuvent donner lieu à des différenciations différentes. Il existe une hiérarchie au sein des MRFs (Myogenic Regulatory Factors). On admettait que Mrf4 et myogénine sont des gènes fonctionnant au delà et constituent des gènes de différenciation. Mais on vient de montrer que Mrf4 force la différenciation en cellules musculaires des cellules souches musculaires de doubles mutants Myf5:Myod, ce qui indique que c'est bien un gène déterminant la nature musculaire des cellules. La hiérarchie est donc, plus probablement, celle où Myf5 et Mrf4 fonctionnent en amont de Myod. L Kassar-Duchossoy et al.; Nature 431 (23SEP04) 466-471.
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La Physiologie

72. L'endocytose des récepteurs hormonaux est favorisée par leurs agonistes, et ceci est assuré grâce à des protéines reconnaissant leur domaine intra-cellulaire. L'endocytose de ces récepteurs est plus ou moins rapide, et si le récepteur 2-adrénergique l'est très rapidement, celui de l'angiotensine AT1 l'est beaucoup moins. D'autre part, certains de ces récepteurs sont destinés à un recyclage, tandis que d'autres sont proprement éliminés dans les lysosomes, comme le récepteur de l'EGF. Il y a donc un tri dans ces récepteurs. Z Gaborik et al.; Trends in Endocrinology & Metabolism 15 (AUG04) 286-293 discutent des mécanismes intervenant. 
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73. Le groupe de M Fussenegger vient de construire un pacemaker circadien artificiel basé sur l'horloge circadienne humaine. D Chilov et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (20JUL04) 234-242. Le système rassemble le coeur du système conservé dans tous les systèmes connus, avec leurs éléments activateurs et répresseurs.
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74. La revue de H Daniel; Annual Review of Physiology 66 (MAR04) 361-384 s'intéresse aux aspects moléculaires de l'absorption de peptides dans l'intestin. Elle se concentre plus particulièrement sur le transporteur apical PEPT1 des entérocytes. Ce dernier est un symport (transport dans le même sens) à protons (gradient fournissant l'énergie). Il a une sélectivité de taille étroite (entre deux et quatre acides aminés). Ce serait donc un transporteur intéressant pour des di- ou tripeptides pharmacologiques.

Les régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles de PEPT1 sont fonctions de l'état nutritionnel. 
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Le système immunitaire

75. Les lymphocytes B réarrangent leurs gènes d'immunoglobulines à partir des gènes embryonnaires, ce qui assure une partie de la diversité des anticorps. Chaque lymphocyte B clonal possède de multiples allèles pour les différentes chaînes d'anticorps, il ne produit qu'une  unique immunoglobuline, et c'est le produit de ce qu'on dénomme l'exclusion allélique. Ce mécanisme encore bien énigmatique fait l'objet d'une revue de R Mostoslavsky et al.; Cell 118 (03SEP04) 539-544.

C'est surtout la recombinaison V(D)J qui engendre ces remaniements. Dans le cas des lymphocytes T ce sont les récepteurs, de deux types distincts (TCR ou TCR) qui subissent ces remaniements. 

Dans les deux types de lymphocytes B et T, la recombinaison est initiée par l'endonucléase double brin RAG dont ce bulletin est parfois envahi. Elle découpe donc les deux brins entre les régions variables et de courtes séquences de ciblages de l'enzyme des deux gènes des chaînes lourdes et légères des immunoglobulines (et récepteurs) qui les flanquent. Ensuite on a réparation par des enzymes ubiquistes. 

Il existe deux hypothèses sur ce mécanisme, l'une est celle d'un mécanisme régulé et une autre est  stochastique. On discute de ces deux modèles depuis un quart de siècle sans bien arriver à trancher.

Le modèle régulé stipule que la chaîne V (Variable) de l'IgL (légère) doit avoir lieu sur un seul chromosome à la fois. La chaîne légère issue du réarrangement s'associe à la chaîne H (lourde) préexistante et bloque, alors, tout réarrangement qui réduirait son affinité pour cette chaîne lourde. En gros les observations semblent indiquer qu'un tiers des réarrangements sont efficaces, et tout modèle doit pouvoir conduire à ce résultat. Mais il a fallu modifier ce modèle avec la découverte de l'édition des récepteurs, dans le cas des cellules T, qui permet une poursuite des réarrangements et conduire à l'auto-immunité. On a donc essayé d'introduire également l'existence de deux réarrangements séparés pour les IgH et TCR Dans ce cas, le réarrangement D en JH a lieu en premier, et sur les deux allèles (donc sans exclusion allélique). Le regroupement de V et DJ est l'étape régulée. 

Les modèles stochastiques supposent que des réarrangements V(D)J inefficaces assurent l'exclusion allélique. 

L'un des premiers modèles proposait que les réarrangements V(D)J avaient lieu simultanément chez les allèles des deux chaînes lourdes et légères. Mais les deux seraient rarement exprimés, faute de réarrangement efficace. Mais le modèle ne colle pas avec les observations ultérieures.
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76. La régulation des réponses immunitaires par les protéines dites SOCS (Suppressors of Cytokine Signaling) est l'objet d'une revue de WS Alexander  et al.; Annual Review of Immunology 22 (APR04) 503-529.

Les cellules ont, en effet, des systèmes évitant une réponse excessive aux cytokines et les protéines SOCS complètent une boucle de rétroaction freinant la cascade en aval de l'action des cytokines intervenant via la voie des JAK/STAT (JAnus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription). Les protéines SOCS inhibent les composants de la cascade amorcée par les cytokines. Elles semblent orienter certains des composants vers une destruction protéosomale.

Il existe huit protéines SOCS: les sept SOCS proprement dites et CIS (Cytokine Inducible SH2 domain-containing protein). Toutes possèdent un domaine SH2 central, plus un motif C-terminal appelé SOCS box. Ces protéines sont affligées de très nombreuses dénominations différentes ce qui complique la bibliographie. 

Les protéines SOCS inhibent donc les cascades induites par les cytokines, mais elles sont, elles-mêmes, induites dans de nombreux types cellulaires sous l'action de cytokines différentes. Cette induction dans diverses lignées cellulaires entraîne des activités très diverses, ce qui ne facilite pas l'analyse de leur rôle in vivo, et ce sont les souris transgéniques qui ont été les plus utiles dans ce domaine. 

SOCS-1 est, entre autres, le principal régulateur de la cascade induite par l'interféron et dans l'homéostase des cellules T. 

Les rôles de SOCS-3 sont plus difficiles à établir car son absence est létale, mais il semble bien que cette protéine intervienne dans la régulation de la réponse à l'interleukine IL-6. Une stimulation de sa production inhibe la réponse à l'interféron . Sa production dépend de STAT-3, d'IL-10 et des lipopolysaccharides (LPS). Il existe une recouvrement entre les voies induites par l'interféron  et IL-6, SOCS-3 modulant finement la réponse à IL-6 en agissant probablement via un freinage de l'activation de STAT-1.-

Comme SOCS-1, SOCS-3 est exprimé dans les cellules T naïves, mais SOCS1 est la seule des deux associée à la  différenciation des cellules T helpers 1 (Th1), tandis que SOCS-3 l'est à celle des Th2. On devrait avoir, prochainement, des données plus précises avec la construction récente de souris dépourvues de SOCS-3.

Ce sera particulièrement utile pour les autres SOCS. La complexité des contributions des protéines SOCS aux régulations des cellules T est manifeste dans le cas de SOCS-5 dans la cascade induite par IL-4 et dans la différentiation des cellules Th2. Or SOCS-5 est exprimé dans les cellules Th1 et co-précipite avec le récepteur d'IL-4 dans ces cellules. Il empêcherait l'association de JAK-1 avec le récepteur d'IL-4.

Les protéines SOCS ont également un rôle dans l'immunité innée, notamment dans l'action de l'IL-12 et des interférons dans les phagocytes et sur l'effet des LPS.
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77. IL-22, décrite pour la première fois en 2000, produite par les cellules Th1 est perçue par les récepteurs de la peau et des systèmes respiratoire et digestif, et y stimule l'immunité innée périphérique. Ainsi les récepteurs des kératinocytes de la peau activent en sa présence STAT-3 et y stimulent la production des -défensines 2 et 3, notamment sous l'action de l'interféron . K Wolk et al.; Immunity 21 (AUG04) 241-254.

IL-22 ne joue pas de rôle évident de communication entre cellules immunitaires, mais est un médiateur des cellules T stimulant les défenses non spécifiques de l'immunité innée. 
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78. La réponse immunitaire adaptative est amorcée par une interaction entre cellules T et cellules présentatrices d'antigènes. On discute toujours de ces interactions sans arriver à un consensus, notamment sur la durée de ces interactions, synapses stables ou rencontres éphémères mais répétées. Les deux probablement. Un article récent émet l'hypothèse (à vérifier encore in vivo) selon laquelle il y a un ajustement constant de la durée de la synapse et permet ainsi d'aller d'une pleine activation à une tolérance. ML Dustin; Immunity 21 (SEP04) 305-314.
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79. Chez  les cellules B de la souris et de l'homme, trois processus enzymatiques engendrent l'énorme diversité des immunoglobulines (anticorps et récepteurs des cellules immunitaires adaptatives): ce sont la recombinaison V(D)J, l'hypermutation somatique et la commutation isotypique. La commutation isotypique des immunoglobulines modifie leur fonction de façon régulée. En effet, c'est une recombinaison qui n'affecte pas la spécificité des anticorps mais, portant sur la partie constante, affecte leur fonction effectrice. 

Y Nambu et al.; Science 302 (19DEC03) 2137–2140 avaient montré que l'acétylation des histones a lieu au niveau des régions génomiques où a lieu la recombinaison (régions S). Mais l'acétylation n'a d'effet que s'il y a transcription de la région S (pour Switch, riche en G). Cet effet est lié au recrutement de la cytidine déaminase induite lors de l'activation (AID) spécifique des lymphocytes B. L'AID peut s'associer à l'ARN polymérase II. Ceci indique que les transcrits permettent la formation d'un ADN simple brin qui est le substrat de l'AID et que cette dernière est recrutée au niveau des régions S par la machine de transcription. Voir le § 80). 

L'activation des lymphocytes B, par l'antigène correspondant et les signaux co-stimulateurs divers, entraînent la commutation isotypique. Chez la souris, le gène codant la partie constante de la classe initiale IgM, peut être remplacé par n'importe quel gène C en aval, entraînant l'expression des IgG3, IgG1, IgG2b, IgG2a, IgE ou IgA. 

La commutation isotypique résulte d'une recombinaison entre séquences répétitives riches en Gs situés en amont de tous les gènes des chaînes constantes, à l'exception de Cd. Du fait de l'homologie de l'AID avec la cytidine déaminase d'édition des messagers; on a d'abord pensé que l'AID de la  commutation isotypique agit indirectement en éditant une protéine qu'elle convertit en une nouvelle endonucléase. Mais cela est peu probable et l'enzyme agit bien directement sur les régions S, et c'est le ciblage de l'enzyme vers ces régions qu'ont élucidé Y Nambu et al.
L'enzyme entre en action quand la transcription ouvre l'accès aux régions S. La transcription est induite sur la configuration germinale des séquences (avant tout remaniement) par des activateurs comme les lipopolysaccharides (LPS) avec les cytokines. Mais le démasquage de ces régions n'est pas seulement dû à l'ouverture de la chromatine mais exige également l'épissage des messagers transcrits. 
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80. La découverte qu'une seule enzyme, l'AID (Activation-Induced Deaminase) est nécessaire pour l'hypermutation somatique et la commutation isotypique (voir le §79) est une percée notable, car elle rapproche ces deux mécanismes. Il y a plus, comme le montrent maintenant J Chaudhuri,et al.; Nature 430 (26AUG04) 992–998: il existe une protéine, RPA (Replication Protein A) aidant l'AID à assurer la diversification des anticorps, lors de l'hypermutation somatique dans la partie variable de l'IgM. La commutation isotypique permet alors la transmission du produit dans d'autres classes d'immunoglobulines. 

Les auteurs confirment que l'hypothèse d'une transcription est indispensable pour créer de l'ADN simple-brin, condition indispensable à une intervention de l'AID, celà est vrai pour l'hypermutation somatique comme pour la commutation isotypique (voir plus haut). 

Mais l'hypermutation somatique a lieu dans les deux brins de l'ADN et au niveau de motifs RGYW (où R est une adénine ou guanine, G est guanine, Y est cytosine ou thymine, et W est  adénine ou thymine). Le mécanisme de ce ciblage restait à caractériser. C'est le rôle de RPA. Il n'est pas interdit de penser que d'autres facteurs mutationnels viendront s'ajouter via RPA. Ce pourrait être le cas de l'uracyle-N-glycosylase et des protéines de réparation des mésappariements, dont on sait qu'elles peuvent s'associer à RPA. 

Seule la version phosphorylée d'AID qui est spécifique des cellules B interagit avec RPA est responsable de l'hypermutation. Il reste à déterminer ce qui régule la phosphorylation de l'AID. Voir le commentaire d'AR Ramiro et al.; p.980-981.
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Les Vaccins

81. Il est évidemment bien utile de vacciner le bétail contre la brucellose, mais il ne faut pas que le vaccin soit dangereux pour les humains. Plusieurs vaccins anciens sont infectieux pour l'homme et causent une brucellose typique. Il ne l'était d'ailleurs pas seulement pour l'homme, car on a constaté des brucelloses à la suite de vaccination (voir la souche S19). Le vaccin atténué actuel, basé sur la souche RB51 de Brucella abortus, autorisé depuis 1996 aux Etats-Unis, a donné lieu à 26 infections accidentelles avec ce vaccin. Elles sont analysées par DA Ashford et al.; Vaccine 22 (SEP04) 3435-3439.
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82. Le seul vaccin contre la tuberculose actuellement disponible est la souche du Bacille Calmette-Guérin (BCG) dont l'efficacité est parfois contestée (immunisation dans 0 à 80% des cas), ce qui peut être associée à une évolution divergente depuis sa généralisation dans les années 20s. La souche aurait perdu un certain nombre de gènes importants pour ses propriétés antigéniques. Par ailleurs les populations des régions tropicales sont exposées à de multiples mycobactéries pouvant interférer avec les mécanismes de défense, comme cela a été démontré chez la souris, et rien ne prouve que cela ne pourrait pas être, un jour, le cas chez nous. 

 On vient de montrer que l'infection des monocytes par le BCG induit leur différenciation en cellules dendritiques qui ne sont pas complètement compétentes avec, notamment, absence d'expression de CD1 (qui restreint les réponses des cellules T à certains antigènes, et intervient probablement dans le développement des cellules T). La stimulation des MHC-II, de CD80 (qui est un co-régulateur de l'activation des cellules T avec CD86) et de CD40 (qui est un récepteur de 45–50 kDa voisin du récepteur du TNF (Tumor Necrosis Factor) est, par ailleurs,  incomplète. Ces cellules deviennent également incapables de répondre aux antigènes lipopolysaccharidiques. L'absence de CD80 empêche une stimulation correcte des cellules T naïves qui ne produisent pas d'interféron . MC Galiardi et al.; Vaccine 22 (SEP04) 3848-3857. Tout ceci expliquerait, par ailleurs une partie de l'inefficacité du BCG à protéger de la tuberculose et qu'un premier épisode de la maladie ne protège pas obligatoirement contre une seconde attaque.
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83. Lors d'une tuberculose les lymphocytes Th1 (T helper cells type 1) activent les macrophages, stimulent la production de TNF(tumor necrosis factor ) et d'interféron et stimulent la production de cellules T cytotoxiques. 

Un vaccin contre la tuberculose est d'actualité compte tenu du regain de cette maladie dans le monde. Toutes les tentatives actuelles sont basées sur l'idée qu'il faut stimuler les cellules Th1. GAW Rook et al.; Trends in Immunology 25 (SEP04) 483-488 soutiennent que le développement progressif de la maladie n'est pas dû à un déficit des Th1 mais plutôt à un effet sournois des cellules Th2 chez certains individus. Celles-ci produisent, normalement, interleukine-4 (IL-4), IL-5 et IL-13. La production simultanée d'IL-4 et IL-4d2, conduit à une effet toxique du TNFavec développement d'une fibrose pulmonaire. Il faudrait donc plutôt juguler cet effet des Th2. 
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84. Des vaccins ADN plasmidiques ne peuvent reproduire les épitopes discontinus qui constituent la majorité du répertoire antigénique de la plupart des pathogènes. Par ailleurs, des capsides vides sont difficiles à produire.

L'idée de rassembler dans un vaccin plusieurs épitopes n'est pas nouvelle, mais a donné lieu à bien des déboires liés à une moindre immunogénicité des épitopes isolés. J Villena et al.; Vaccine 22 (SEP04) 3523-3529 décrivent, cependant, un vaccin peptidique synthétique multisite contre le virus de la fièvre aphteuse. Pour le sérotype C on a trois sites antigéniques structuralement distincts, avec deux sites voisins, A et C,situés à la surface de VP1, et le site D discontinu et comportant des résidus des protéines VP1, VP2 et VP3 (la nomenclature variant d'une période à une autre). On a déjà construit des vaccins peptidiques synthétiques et ils étaient surtout basés sur le site immunodominant A.

Ici des répliques synthétiques des sites peptidiques antigéniques A et D du virus ont été essayés comme une première étape. Les auteurs ont immunisé des cobayes avec un peptide A tétramérique seul ou en association avec le site D8. Le site D agit de façon synergique avec le site A. 
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85. Les vaccins ADN sont séduisant par certains côtés du fait de leur facilité de montage et de production, ainsi que de leur sécurité supposée. On a donc envisagé de les utiliser dans le cas du bacille du charbon. Des chercheurs de la firme Vical qui s'intéresse depuis des années à cette technique (notamment contre le paludisme, avec Aventis Pasteur) décrivent un montage plasmidique formulé dans des liposomes cationiques. Le plasmide code une version non toxique de l'antigène protecteur (PA) ou le facteur létal ou les deux simultanément. La neutralisation de spores  bactériennes sous forme d'aérosols a été vérifiée. 

L'évaluation préclinique est achevée et le vaccin serait maintenant autorisé. G Hermanson et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 101 (14SEP04) 13601-13606.
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Les Pathogènes 

86. L'une des questions qu'on peut se poser à propos des maladies émergentes mais aussi de maladies bien connues comme la grippe est de caractériser ce qui distingue une épisode transitoire d'infections qui restent anecdotiques d'une vraie maladie émergente? La question est posée à propos du virus de la grippe H5N1 de 1997 par AS Lipatov et al.; Journal of Virology 78,n°17 (SEP04) 8951-8959 qui fait le tour des épisodes de passage des souches aviaires de ce type à d'autres hôtes.
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87. Les souches aviaires du virus grippal A présentent une hémagglutinine de type H5 ou H7. La pathogénicité de la souche aviaire H5N1 dépend, comme celles des autres, du clivage de l'hémagglutinine et de sa glycosylation. Pourtant, certaines souches ont bien toutes les caractéristiques voulues (avec notamment de multiples acides aminés basiques au voisinage du site de clivage, une glycosylation voisine de celle des H5 hautement pathogènes) et pourtant ne sont pas pathogènes pour le poulet. DJ Hulse et al.; Journal of Virology 78,n°18 (SEP04) 9954-9964, viennent de montrer que les acides aminés 97, 108, 126, 138, 212 et 217 de la HA affectent, en sus du site de clivage, la pathogénicité. Ils ont également caractérisé un nouveau site de glycosylation dans la tête globulaire de la neuraminidase qui intervient dans la pathogénicité de la souche H5N1.
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88. Des chercheurs de Maisons-Alfort font le point sur la situation du virus West Nile dans le monde. G Dauphin et al.; Comparative Immunology, Microbiology & Infectious Diseases 27 (SEP04) 343-355.

C'est une zoonose qui gagne, actuellement, du terrain et qui est causée par un flavivirus transmis par moustique, et dont l'hôte principal est, en principe, un oiseau mais se transmet à l'homme et à certains autres Mammifères comme le cheval, aux amphibiens et reptiles. Il a commencé à être considéré comme gênant quand il a commencé à envahir les Etats-Unis à partir de New York en 1999. Sa progression accélérée n'est toujours pas expliquée.
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89. Les virus sans enveloppe (avec une simple capside protéique) doivent, à un moment ou un autre, franchir la membrane plasmique. On n'a jamais pu complètement élucider ce mécanisme. Dans le cas des rotavirus, la protéine VP4 des spicules périphériques est le principal outil de pénétration. Le clivage de cette protéine par la trypsine amorce l'entrée du virion en rigidifiant les spicules. PR Dormitzer et al.; Nature 430 (26AUG04) 1053-1058 ont analysé cette modification de conformation. VP4 est un trimère qui voit ses monomères se replier sur eux mêmes après traitement par la trypsine. Les auteurs décrivent les divers éléments de ces spicules.
( (( (( (( (( (
91. La preuve de la nature purement protéique de l'agent de certaines encéphalites spongiformes est toujours l'objet de débats serrés, mais cette cause semble avancer. Une mise au point est parue avec HK Edskes et al.; Nature 430 (26AUG04) 977-979.
Si des accumulations de formes amyloïdes de PrP sont détectées dans les cerveaux atteints des encéphalites spongiformes, on n'a jamais pu en prouver l'infectivité. On a réussi une conversion très partielle de la protéine normale par un excès de la forme pathologique PrPSc in vitro, mais en si petite quantité que l'on ne peut utiliser ces produits pour en démontrer une infectivité éventuelle. Heureusement que la levure et plusieurs champignons filamenteux sont plus coopératifs, à défaut d'avoir un cerveau à détruire. [URE3] et [PSI+], sont les prions des protéines normales d'Ure2 et Sup35. On a pu les caractériser par des analyses génétiques impraticables chez les mammifères. 

La mise au point commente les résultats récents de G Legname et al.; Science 305 (30JUL04) 673–676, Ces auteurs utilisent la protéine PrPC murine synthétisée chez Escherichia coli sous diverses formes synthétique. Des fibrilles correspondant à PrP (89-230) et polymérisées in vitro et injectées intra-cérébralement dans des souris exprimant la forme tronquée PrP(89-231), car plus susceptible d'être convertie ont entraîné les symptômes caractéristiques. C'est quand même la preuve de leur rôle qu'on ne pouvait pas obtenir par purification de matériel infecté, ce qui était la source de doutes sur le rôle purement protéique.  .  

Le rôle des fibrilles d'[Het-s] chez le champignon filamenteux modèle Podospora anserina. qui sont transmissibles et dont on a démontré l'infectivité confirme la nature protéique de ce prion. On vient de confirmer cette caractéristique pour le prion [PSI+] de la levure.

On trouvera, par ailleurs, une revue sur la structure de ces protéines avec P Chien et al.; Annual Review of Biochemistry 73 (JUL04) 617-656. Les parallèles mécanistiques entre mammifères et champignons sont analysés pour souligner les caractéristiques universelles de la conversion des protéines normales en fibrilles où les feuillets  sont alignés en amyloïde. La multiplicité des configurations moléculaires pourrait expliquer les différentes "souches".
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92. On a émis l'hypothèse que les formes oligomériques non encore assemblés en fibrilles sont la forme toxique du prion. SR Collins et al.; Public Library of Science Biology 2 (OCT04) e360 montrent que la polymérisation de la protéine amyloïdogène Sup35 de Saccharomyces cerevisiae se fait par addition progressive de monomères puis fragmentation des fibrilles. 

La croissance amyloïdogène a lieu selon un processus indépendant et concurrent de celui de la formation d'intermédiaires oligomériques toxiques. 
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93. La norépinéphrine qui est une hormone de stress produite par le système nerveux entérique, augmente les symptômes de l'entérite causée par les Escherichia coli entérohémorrhagiques O157:H7. Elle facilite, notamment, l'adhérence de la bactérie aux entérocytes.
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94. Francisella tularensis, agent de la tularémie, est une bactérie intra-cellulaire qui est considérée comme une arme potentielle de guerre biologique. La diversité génétique sur le plan mondial a été explorée par des chercheurs suédois et américains (on a, en effet, signalé plusieurs centaines de cas naturels dans le centre de la Suède), toujours dans le but avoué de pouvoir identifier l'origine des souches. Les auteurs ont utilisé 25 loci VNTR (Variable-Number Tandem Repeat) dans 192 isolats différents appartenant aux quatre sous-espèces de la bactérie. Ils ont, ainsi, pu identifier 120 génotypes. Tous sont manifestement clonaux. F.tularensis subsp. tularensis (type A) présente une très grande diversité, tandis que F.tularensis subsp. holarctica (type B) sont plus homogènes, malgré leur plus large distribution géographique. A Johansson et al.; Journal of Bacteriology 186, n°17 (AUG04) 5808-5818.
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95. Helicobacter pylori s'attache spécifiquement aux cellules épithéliales gastriques. On vient de montrer que cette bactérie cible les jonctions adhérentes. Ce type de jonction est associé aux jonctions serrées côté antral, ce qui permet d’assurer la cohérence architecturale de l’épithélium, la liaison des cellules entre-elles, ainsi que l’attachement à la lame basale. De plus, elles empêchent toute diffusion intercellulaire de la cavité gastrique vers le milieu interne. H.pylori en profite pour diffuser plus facilement dans l'épithélium gastrique ce qui augmente le risque de gastrite et donc de cancer. VS Conlin et al.; Infection & Immunity 72 (SEP04) 5181-5192.
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94. Le génome de Rickettsia typhi, cause du typhus murin, qui comporte deux phases intracellulaires chez un Vertébré et un Invertebré (le poux pour l'agent du typhus), vient d'être complètement séquencés et ce génome a été comparé avec ceux, déjà connus, de R.prowazekii (agent du typhus exanthématique, transmis par les poux) et R.conorii (agent de la fièvre pourprée). MP MacLeod et al.; Journal of Bacteriology 186, n°17 (AUG04) 5842-5855. Une des curiosités est la présence sous une forme de pseudogènes (non fonctionnels) de l'ensemble des gènes de cytochrome c oxydase. Il existe manifestement un point chaud de recombinaison au voisinage de l'origine de réplication (avec des inversions) car des remaniements sont présents non seulement chez les trois génomes précités mais également chez R.sibirica et R.rickettsii.

Une insertion de 12 pb a eu lieu dans le génome de R.prowazekii R. typhi et R.conorii, après que les groupes du typhus (R. prowazekii et R. typhi) et de la fièvre boutonneuse méditerranéenne (R.conorii) aient divergé.
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95. Mycobacterium avium présente un polymorphisme génomique considérable. M Semret et al.; Journal of Bacteriology 186, n°18 (SEP04) 6332-6334. Les auteurs montrent qu'on y décèle 14 séquences polymorphes sur 700 kb qui distinguent M.avium subsp.avium de M.avium subsp.paratuberculosis. Les gènes intervenant dans le métabolisme sont surreprésentés dans ces séquences. On y décèle également un polymorphisme dans l'opéron codant la mycobactine qui expliquerait la dépendance in vitro de M.avium subsp.paratuberculosis de sa présence. 

La génomique de ce complexe bactérien avait indiqué que la réduction du génome par perte de séquences polymorphes participe à la diversité des espèces de ce groupe, alors que les deus sous-espèces présentent une identité de 98% au niveau des séquences codantes.
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Les animaux transgéniques

96. On trouvera dans AJ Thomson et al.; Molecular Biotechnology 27 (JUL04) 231-244 une revue sur l'utilisation pratique des transgenèses animales. 

On sait créer des transgenèses additives par injection pronucléaire de l'œuf et insertion ciblée dans les cellules souches embryonnaires de la souris depuis une vingtaine d'années. Tout ceci a permis de faire considérablement progresser nos connaissances sur la biologie des animaux. On a également réalisé certaines de ces opérations chez les animaux d'élevage mais les réussites commerciales tardent à émerger. Dans le cas de la biopharmacie c'est l'inefficacité des techniques qui est en cause, et en agriculture, l'absence d'objectifs valables et de moyens de les atteindre. 
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97. GL Baruah et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (05AUG04) 274-285 décrivent un procédé améliorant la récupération par microfiltration d'anticorps monoclonaux à partir de lait de chèvres transgéniques.
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Les Productions Microbiennes 

98. Z Zhang et al.; Trends in Genetics 20 (SEP04) 403-409, ont analysé l'évolution de l'expression génique de la levure après la duplication initiale du génome en portant leur attention sur les séquences régulatrices. Ils ont examiné 202 paires de gènes de ce point de vue. Les gènes dupliqués ont tendance à être co-exprimés mais cela ne semble avoir que de faibles corrélations avec les motifs des régions régulatrices. Il n'y a que 2-3% des cas de variations d'expression qui soient liés à une modification de ces séquences régulatrices. Il faut chercher ailleurs les causes des modifications observées, probablement dans la multitude des facteurs agissant en trans.
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99. CtrA est un régulateur de réponse de la famille OmpR chez la bactérie dimorphique Caulobacter crescentus. Il assure la coordination entre le cycle cellulaire et la division asymétrique qui correspond à la réponse de la bactérie à une carence nutritionnelle. La cellule mère donne deux cellules génétiquement identiques, mais dont l'une, flagellée, ne se répliquera pas sur le champ mais va explorer l'environnement à la recherche d'un casse-croûte et une cellule "tige" qui peut se répliquer. Une fois la petite cellule flagellée repue, elle se reconvertit en une cellule "tige".  On ne retrouve CtrA que chez les -protéobactéries. Celles-ci ont des modes de vie très différents. On le retrouve chez Mesorhizobium loti et Sinorhizobium meliloti, Agrobacterium tumefaciens, ainsi que chez le pathogène de mammifères Brucella et Rickettsia prowazekii. L'analyse des réseaux de régulation de CtrA par phosphorylation activant la protéine, et la protéolyse pour la réprimer, suggère que l'essentiel des régulations est conservé et il est probable que les -protéobactéries se divisent asymétriquement, même si on ne le voit pas. Chacune assurerait des fonctions spécifiques et différentes. R Hallez et al.; Trends in Microbiology 12 (AUG04) 361-365. 
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100. Les communications entre cellules chez les bactéries (leur linguistique et leur comportement social) sont l'objet d'une revue de E Ben Jacob et al.; Trends in Microbiology 12 (AUG04) 366-372. Les auteurs essayent d'analyser les modifications intracellulaires qui découlent de ces communications diverses et qui entraînent un comportement collectif des colonies bactériennes qui tournent entre 109 et 1013 individus. Ces colonies peuvent glaner des informations du milieu qui les entourent et se les communiquer (le quorum sensing n'étant qu'un des éléments utilisés), les interpréter et remettre des messages destinés à leurs consœurs mais également à d'autres bactéries. Comme dans tous langage, les signaux sont interprétés en fonction de leur contexte. 
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101. Les bactéries analysent leur environnement, et le compare à celui reconnu antérieurement (adaptation). Elles en tirent les conclusions sur la direction de leurs déplacements (chimiotaxie). On croît assez bien connaître la nature des mécanismes mis en jeu. Les signaux chimiotactiques extra-cellulaires sont transmis au moteur flagellaire par un récepteur membranaire à deux composants classique CheA-CheY (CheA étant l'histidine kinase) associés à la protéine d'ancrage membranaire CheW. D'autres protéines modulent l'activité de la voie comme la méthyltransférase CheR et la méthylestérase CheB.

On a tiré plusieurs modèles de la manière dont les cellules traitent les informations provenant de groupes de récepteurs transmembranaires appelés MCPs (Methyl-accepting Chemotaxis Proteins) interagissant sans cesse entre eux et traduisent le produit de ces interactions à d'autres constituants dans le cytoplasme. La revue de DJ Webre et al.; Trends in Cell Biology 14 (SEP04) 478-482 est consacrée à ces mécanismes.

Les récepteurs CheY sont méthylés et déméthylés au niveau de quatre glutamates dans leur domaine conservé cytoplasmique. Ces derniers forment un complexe avec une histidine kinase, CheA. CheA et une phosphoprotéine phosphatase (CheZ) pilotent la phosphorylation de la petite protéine CheY. CheY phosphorylée est libérée du complexe recepteur–kinase et se lie au basculeur du moteur flagellaire, FliM, inversant le sens de rotation du flagelle et assurant de ce fait la motilité dans un sens donné ou une agitation sur place.

Les ligands entraîne ce choix en se liant au domaine extra-cellulaire et en stimulant ou en inhibant l'activité kinase de CheA. Quand la concentration des attractants ou repellents est constante, le système s'ajuste (grâce à une rétrorégulation) pour méthyler juste ce qu'il faut  les MCPs pour qu'ils puissent rapidement répondre dans un sens ou l'autre. Cette méthylation adaptative des MCPs permet une adaptation "intelligente" de la bactérie. 

Une E.coli possède plusieurs milliers de capteurs (récepteurs plus transmetteurs) rassemblés à un pole de la cellule. C'est son cerveau moteur (sans jeu de mot). L'auto-association de ces protéines, grâce à leurs domaines cytoplasmiques en dimères, puis en trimères de dimères (parfois en ensembles plus importants à l'échelle du m) est un des éléments fonctionnels importants de la réception. 

Ce rassemblement facilite d'ailleurs les choses. Vibrio cholerae possède 45 MCPs, alors qu'E.coli n'en possède que cinq (Tsr, Tar, Trg, Tap et Aer). On connaît des protéines additionnelles, comme CheV chez d'autres bactéries. De plus, on sait que, chez Bacillus subtilis, c'est la déméthylation qui est importante dans la régulation, et pas la méthylation. Malgré ces différences la formation et la localisation sont très conservées.

Chez Vibrio parahaemolyticus et Proteus mirabilis, les récepteurs sont bien regroupés en plages, mais ils ne sont pas polaires.
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102. La production de L-phénylalanine (L-Phe) fait industriellement appel au glucose, mais avec un rendement faible (et un substrat relativement coûteux). On peut améliorer le rendement en supprimant le système de transport PTS (phosphotransférase) chez Escherichia coli [elle peut survivre car elle utilise alors le système de transport assuré par galactose perméase (GalP) et la glucokinase (Glk)]. JL Baez-Viveros et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (20AUG04) 516-524. Les auteurs ont également surexprimé des versions dépourvues de rétroinhibition de la chorismate mutase-préphénate déhydratase (CM-PDT), DAHP synthase et transcétolase.
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103. Se débarrasser des plumes de volailles en en faisant un aliment utilisable pour les animaux suppose des kératinases actives. Des chercheurs de BioResource International ont construit des souches stables de Bacillus licheniformis porteuses de copies chromosomiques multiples du gène kerA pour une sécrétion de l'enzyme. L'idéal, pour une bonne production, est 4-5 copies. Au-delà maturation et sécrétion sont handicapées. Le promoteur le plus efficace est le promoteur permanent P43, comme les auteurs l'avaient déjà montré début 2003. Une autre construction avec le même promoteur était plasmidique. JJ Wang et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (20AUG04) 459-464. 
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104. Paracoccus zeaxanthinifaciens subsp. payria est une nouvelle bactérie isolée en Polynésie française d'une matte cyanobactérienne appelée localement "kopara". G Raguénès et al.; Current Microbiology 49 (SEP04) 145-151. Cette bactérie est aérobie, mésophile (30-35°, c'est normal sous ces latitudes), mais surtout produit un exopolymère dual avec un polymère de cinq sucres différents, riche en soufre, et aquasoluble, plus une glycoprotéine. Ceci pourrait avoir une utilisation en cosmétique (mais voir plus loin). 

Il se développe, en effet, sur les atolls, un biotope marin dans les mares à kopara parsemant les terres coralliennes basses dont l'eau saumâtre est seulement renouvelée aux tempêtes. La mare à kopara est le biotope dans lequel se réfugie le poisson-lait, Chanos chanos, qui est capable de survivre dans ce milieu très pauvre en oxygène pendant des mois, en broutant les microorganismes se développant au fond de ces lagunes. Ce milieu est, en général riche, car il sert de plus en plus de dépotoir.
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105. Une revue sur les bioséparations est parue avec EN Lightfoot et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (05AUG04) 259-273.
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Les Protéines et les Enzymes

106. Le numéro d'Août de Current Opinion in Biotechnology est traditionnellement consacré aux enzymes. Celui de cette année est consacré aux technologies industrielles utilisant les enzymes.

 S Panke et al.; Current Opinion in Biotechnology 15 (AUG04) 272-279 décrivent une collection d'utilisations industrielles actuelles. 

Les séquences génomiques s'accumulent mais l'organisation des bases de données et la fiabilité des annotations mériteraient d'être améliorées. LP Wackett; p.280-284 se penche sur ce problème. Il illustre son propos avec le cas des déhalogénases qui peuvent servir à la fois à la dépollution et à des synthèses industrielles, en convertissant des dérivés halogénés en alcools correspondants. Dans le cas des synthèses la régiosélectivité et l'énantiosélectivité sont importantes. 

Dow Chemical cherche à récupérer les 1,2,3 trichloropropane, sous-produit, en les convertissant en épichlorhydrine. La partie biotechnologique est une partie relativement limitée d'un processus chimique plus général. Elle consiste à utiliser une déhalogénase pour convertir le 1,2,3-trichloropropane en 2,3-dichloro-1-propanol. On peut ensuite traiter cet alcool par une catalyse classique en épichlorohydrine et, si elle est énantiosélective, en un chloroalcool chiral qui pourra facilement être transformé chimiquement en épichlorhydrine chirale ce qui confère une valeur ajoutée intéressante. 

Il fallait trouver une enzyme naturelle assurant la déchloration en 2,3-dichloro-1-propanol. Diversa s'est attaqué à ce problème à partir d'échantillon de l'environnement, ce que la société a l'habitude de faire. Ses chercheurs ont identifié plusieurs enzymes répondant de façon sub-optimale au cahier des charges. Il a donc fallu procéder à une évolution dirigée. La structure aux rayons X d'enzymes apparentées a guidé la mutagenèse à saturation. 

L'auteur souligne un point important sur les délais de réponses aux demandes des industriels. Supposons qu'une firme pharmaceutique veuille développer une molécule active. Il va lui en falloir des kilogrammes en quelques mois pour les essais cliniques. Le développement de techniques enzymatiques pour cette production devra obligatoirement avoir le même calendrier, ce qui n'est pas évident. Il faut d'abord l'enzyme qu'il faudra se procurer en quelques jours ou semaines, puis l'améliorer. C'est souvent là que la catalyse chimique classique gagne la course et la bataille.

Une bonne banque de données va permettre de gagner du temps, pour trouver une enzyme approchant les caractéristiques souhaitées et celles qui pourraient venir l'améliorer par des échanges de domaines, par exemple. Ceci impose une structure particulière pour les banques de données. L'auteur décrit, dans un tableau, une série de telles banques classées par type d'informations. 

Lorsqu'une cascade de réactions enzymatiques est nécessaire, des informations sur les voies métaboliques doivent être recherchées. Il en existe au moins trois banques citées. Il existe parallèlement un site fournissant un système de prédiction de voies métaboliques basé sur les données de l'University of Minnesota Biocatalysis/Biodegradation Database (UM-BBD). Ce système détermine les groupes fonctionnels dans un composé et décrit plusieurs transformations possibles de ce composé, basé sur les lois métaboliques usuelles. Tel qu'il est actuellement conçu il peut prédire le sort de produits chimiques dans l'environnement, mais rien n'empêche de l'utiliser pour des transformations industrielles.  

Ce qui manque souvent, ce sont les données pour une synthèse chirale qui est souvent essentiel dans ce domaine et justifierait, à elle seule, l'utilisation des enzymes. Ces données existent , mais sont l'apanage de spécialistes de ces enzymes. On va donc au plus court et on choisit la voie chimique de synthèse, même si elle est plus longue, pus coûteuse et finalement plus approximative. Mais, une fois l'usine construite, on en a pour plusieurs années. 

Créer des variants d'une enzyme donnée est maintenant une pratique courante des techniques biologiques moléculaires. Il serait bien utile de disposer de banques de données rassemblant les données mesurées sur des variants naturels des enzymes, et les résultats des innombrables essais de modifications. Ces données existent mais sont, en grande partie, le trésor caché des firmes industrielles, même si elles sont découvertes et analysées par des chercheurs du public. 

M Pohl et al.; p.335-342 montrent que les ligases et lyases, qui dépendent de la thiamine diphosphate, ouvrent un nouveau champ dans les biosynthèses de composés enantiosélectionnés.

 WR Streit et al.; p.285-290 discutent de l'approche métagénomique permettant un clonage direct à partir de l'environnement qui a déjà été citée plusieurs fois dans ce bulletin, avec notamment les efforts de Diversa. Ils partent de la constatation banale qu'on ne sait pas cultiver 98% des microorganismes pour s'appuyer sur des méthodes moléculaires en nécessitant pas de cultures qui sont maintenant classiques. Ils citent plusieurs exemples de succès dans ce domaine. 

L'amélioration des enzymes récoltées est traitée par  S Lutz et al.; p.291-297 qui soulignent les avantages d'une bonne combinaison de méthodes logicielles (in silico) et in vitro dans ce domaine. KE Jaeger et al.; p.305-315 discutent de l'utilisation de l'évolution dirigée dans l'optimisation d'une catalyse énantiosélective. En principe, trois approches différentes sont utilisées pour cette optimisation. Ce peut être une amélioration du microorganisme lui-même, ou celle d'enzymes à enantiosélectivité connue. Ce peut être, enfin, une reconstruction d'enzymes actives, mais sans enantiosélectivité. 

Les techniques génomiques combinatoires avec transferts et réarrangements de domaines sont discutées par le groupe de C.Schmidt-Dannert (R Petri et al.; p.298-304). Même si les microorganismes démontrent une très grande adaptabilité face à leur environnement, les réseaux de voies métaboliques sous-jacents sont relativement rigides, car soumis à des régulations rigoureuses. Ceci complique un peu la tâche dans le cas d'une ingénierie métabolique rationnelle. On peut par contre bousculer les spécificités en utilisant les échanges systématiques et récurrents de gènes au sein des génomes. Plus que les enzymes proprement dits, les auteurs s'intéressent aux organismes producteurs. Les auteurs montrent qu'on peut créer de nouvelles voies métaboliques avec des régulations taillées sur mesure, des flux réorientés et, de ce fait, avec de meilleurs rendements voire de nouveaux produits.

JP Goddard et al.; p.314-322 se penchent, eux sur les techniques de criblage à haut débit des activités enzymatiques, car c'est souvent le point faible. L'idée d'utiliser un marqueur du produit qui soit facilement révélable est à la base de la plupart des techniques de ce type pour éviter à avoir à pratiquer des révélations indirectes. Les auteurs discutent de plusieurs nouvelles techniques adaptables à des hydrolases, des enzymes permettant la formation de liaisons carbone/carbone, des glycosyles transférases, voire des kinases. 

S Becker et al.; p.323-329 décrivent une technique de criblage à haut débit basée sur la fluorescence de cellules bactériennes (ou éventuellement de microbilles) exhibant une enzyme et triées par cytométrie de flux. On peut cribler simultanément 109 cellules à raison de 30 000 cellules par seconde. 

Les hydrogénases sont analysées par R Mertens et al.; p.343-348. Elles sont utilisées dans la synthèse fermentaire d'hydrogène moléculaire ou dans la photosynthèse. Mais les auteurs les envisagent en électrocatalyse et pour la recharge de co-facteurs difficiles à produire comme le NADPH. 

CF Sio et al.; p.349-355 s'intéressent aux -lactame acylases qui sont classiquement utilisées dans le traitement hydrolytique de la pénicilline G et de la céphalosporine C. On peut maintenant utiliser des variants artificiels de ces enzymes par évolution dirigée dans d'autres réactions. La connaissance de leur structure ainsi que des artifices d'utilisation ont permis d'améliorer leur rendement. On a , par exemple, réussi à résoudre des mélanges racémiques en utilisant des cycles d'acylation/hydrolyse grâce à ces acylases.

TR Barends et al.; p.356-363 complètent cette étude en décrivant la structure des enzymes de conversion des -lactames, dont les pénicilline- et céphalosporine acylases, acyltransférase et -amino ester hydrolase qui permettent de greffer ou d'exciser de nouvelles chaînes aux -lactames, ainsi que plusieurs enzymes impliquées dans la formation des cycles. 
Ces deux articles montrent qu'on pourrait bientôt substituer des méthodes enzymatiques à certaines étapes des synthèses chimiques.
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107. Des chercheurs de Kyoto ont construit une ribozyme ligase d'ARN. Y Ikawa et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 101 (21SEP04) 13750-13755.
Ils ont procédé à un synthèse systématique consistant à assembler des modules dérivés de structures naturelles connues donnant lieu à une reconnaissance ARN/ARN auxquels ils ont ajouté une unité catalytique issue d'analyses de constructions combinatoires. Ils ont obtenu une ligase 3'–5'pour n'importe quel combinaison de deux nucléotides au site de réaction. L'intérêt de la méthode est qu'elle permet de préétablir une structure de l'ARN à traiter, ce qui est difficile et ne peut être réalisé avec les ribozymes actuels.

( (( (( (( (( (
108. La cellobiohydrolase Cel48C de Paenibacillus sp. BP-23, est très peu active sur les substrats cellulosiques. Il était donc tentant de voir si son action ne peut être complétée par d'autres endo- or exocellulases bactériennes.C'est le cas pour l'endoglucanase Cel9B autochtone ou les cellulases Cel6A et Cel6B de Thermobifida fusca. La synergie maximale est celle entre les deux enzymes autochtones de Paenibacillus cellulases, Cel9B et Cel48C, complétées par l'exocellulase Cel6B de T.fusca. MM Sanchez et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (20JUL04) 161-169.
( (( (( (( (( (
109. La reuterine de Lactobacillus reuteri permet de polymériser l'hémoglobine dans le cadre d'essais de substituts de sang. YC Chen et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (05JUL04) 34-42.

La polymérisation de l'hémoglobine pour en faire un substitut de sang sans hématies peut être réalisée chimiquement, mais il faut arriver à maîtriser la taille des polymères. Mais le glutaraldéhyde, non seulement est considéré comme toxique (c'est un excellent fixateur cytologique) mais la polymérisation est beaucoup trop rapide pour donner un produit homogène et soluble. Le -hydroxypropionaldéhyde (-HPA), fonctionne de façon plus maîtrisable. Or c'est la reuterine de  Lactobacillus reuteri.

( (( (( (( (( (
110. L'évolution dirigée des ribozymes fait l'objet d'une revue de GF Joyce; Annual Review of Biochemistry 73 (JUL04) 791-836.

L'auteur part d'une bibliothèque de séquences aléatoires d'acides nucléiques et essaye de créer et d'améliorer des ribozyme assurant le clivage des ARNs. 

( (( (( (( (( (
111. On devrait pouvoir utiliser une oxydase de Bacillus halodurans C-125 de la firme Hercules comme laccase dans le blanchiment de la pâte à papier. HJ Ruijssenaars et al.; Applied Microbiology & Biotechnology 65 (AUG04) 177-82.

Cette bactérie a été isolée en 1975 par les chercheurs du JAMSTEC au Japon, et elle est également productrice de -galactosidase et de xylanases.
( (( (( (( (( (
112. Une D-xylose déshydrogénase de l'archée halophile Haloarcula marismortui vient d'être caractérisée. U Johnsen et al.; Journal of Bacteriology 186, n°18 (SEP04) 6198-6207. Elle est induite en présence du pentose et utilise NADP+ et NAD+ comme vecteurs d'électrons avec une préférence pour le NADP+. Elle ressemble à d'autres oxydoréductases. Comme les gènes de  xylose isomérase et xylulose kinase qui initie l'utilisation du glucose ne sont pas présents chez cette archée, la xylose déshydrogénase est probablement impliqué dans cette phase initiale.

( (( (( (( (( (
L'Agroalimentaire 

113. Lactococcus lactis biovar diacetylactis a été l'objet de nombreuses études sur le métabolisme du citrate (avec sa conversion en acétone et diacétyle) qui permet la formation du diacétyle dans les produits laitiers, et donc l'arôme caractéristique du beurre frais. 

Paradoxalement on ne connaît que très peu de chose de la citrate lyase. Elle assure le clivage du citrate en acétate et oxaloacétate. Des chercheurs argentins ont cloné la région chromosomique de 11,4 kb portant les gènes de ses sous-unités.  Cette région contient huit gènes de l'opéron citM-citCDEFXG(opéron cit) qui sont réglementairement co-transcrits. citM code une enzyme malique (oxaloacétate décarboxylase) et les trois sous-unités  et de la citrate lyase sont codées par citD, citE et citF. Plusieurs protéines nécessaires au complexe enzymatique sont codées par citC, citX et citG. Il est induit par l'acidification naturelle du milieu due au métabolisme lactique de la bactérie. Il existe, entre citM et citCDEFX
,G une séquence transcrite de façon divergente qui semble améliorer l'activité de l'enzyme, citI. 

( (( (( (( (( (
Les Pré et Probiotiques et Autres 

114. Lactobacillus plantarum est un colonisateur assez éclectique que l'on retrouve aussi bien dans certains aliments, depuis la choucroute et le pain de campagne jusque sur des viandes fraîches qu'il protège, que dans l'intestin humain. Il est capable de franchir l'obstacle gastrique dans le tube digestif. Il est donc un probiotique potentiel et on s'en est servi pour lutter contre des diarrhées à Clostridium difficile. Le groupe de Michiel Kleerebezem vient, en liaison avec l'Institut Pasteur de Lille, de caractériser les gènes spécialement induits dans l'intestin de la souris, dans le cas de L.plantarum WCFS1. Neuf des gènes induits concernent des fonctions du métabolisme de sucres, comme les transporteurs de ribose, cellobiose, sucrose et sorbitol. Neuf autres gènes concernent le métabolisme des acides aminés, nucléotides, co-facteurs et certaines vitamines qui doivent être limitantes dans l'intestin. Quatre gènes sont impliqués dans les réponses aux stress, enfin, quatre codent des protéines extra-cellulaires, peut-être associées à l'interface entre bactérie et entérocyte. Comme beaucoup des autres gènes induits sont communs avec des pathogènes, cette réponse est probablement une réponse de survie. Il reste à trouver ce qui pourrait les honorer du titre de probiotique.
( (( (( (( (( (
La sécurité alimentaire

115. On trouvera dans RA Dixon; Annual Review of Plant Biology 55 (JUN04) 225-261 une revue sur les phyto-œstrogènes. Certains de ces produits sont nécessaires à l'homme, mais d'autres peuvent avoir des effets à long terme sur la santé humaine. 
La plupart des publications récentes concernent évidemment les effets bénéfiques chez les mammifères (cela se vend bien). Deux des plus importants œstrogènes de ce point de vue, l'équol et l'entérolactone, ne sont pas des produits directs des plantes, mais proviennent de la dégradation microbienne, dans l'intestin, de la daidzéine, isoflavone du soja pour le premier et des lignanes du lin pour le second : secoisolaricirésinol  et matairésinol (deux glucuronides). La prise d'antibiotiques oraux a donc un effet sur cette conversion.

Des phyto-œstrogènes sont produits par plus de 300 plantes parmi la sous-famille des Papillonidées des Légumineuses, mais dont très peu sont comestibles par les animaux comme par l'homme. Ils se limitent provisoirement aux isoflavones génistéine et daidzéine du soja (dont les graines accumulent des milligrammes), l'isoflavone biochanine A du pois chiche, l'isoflavone du trèfle (et des germes de la Luzerne) formononétine, le coumestrol dérivant de l'isoflavonoide coumestane  des mêmes germes de Luzerne, et les lignanes du lin.

Certaines plantes contiennent des œstrogènes stéroïdaux, analogues donc des œstrogènes animaux, et ne sont donc pas considérés comme phyto-œstrogènes. Les plus communs de ces phytostérols sont le -sitostérol, le campestérol, et le stigmastérol qui ne sont pas reconnus par les récepteurs humains des œstrogènes (ER) et n'ont pas d'effets œstrogènes sur la ratte. Ils ne sont pas abordés dans cette revue. 

A peu près tous ces composés sont liés comme aglycones à des glucides chez les plantes. Mais on étudie souvent l'effet de l'aglycone seul sur la physiologie des mammifères, ce qui peut révéler des surprises.

L'œstrogène 17-estradiol favorise la fixation du récepteur des œstrogènes sur la séquence cible des gènes activés par ces hormones. La daidzéine (comme la génistéine) favorise la fixation de l'ER sur ses  cibles. Le coumestrol et l'équol favorisent la fixation des isotypes ER et ER sur ces séquences régulatrices. Les mammifères capables de convertir la daidzéine en équol, voient donc la spécificité d'action de la daidzéine s'étendre du seul récepteur aux deux isotypes de récepteurs. (Voir en particulier D Kostelac et al.; Journal of Agricultural and Food Chemistry 51 (17DEC03) 7632-7635). Les premiers effets curieux de ces phyto-œstrogènes sur le bétail ont été décelés après  consommation de trèfles. Il a fallu sélectionner des trèfles sans formonétine. Les isoflavones ont des effets sur la fertilité de la volaille. On a même prétendu (peut être avec raison) que les cailles californiennes les utiliseraient comme contraceptifs en période de pénurie (!!!).

L'O-méthylation des isoflavones décroît leur œstrogénicité. Inversement, l'isoprénylation des isoflavones méthylées accroît leur activité œstrogénique. Mais ces dérivés sont rares dans l'alimentation humaine. 

La biochanine A et la formononétine sont rapidement déméthylées après ingestion donnant respectivement génistéine et daidzéine. En sus de ce métabolisme par la flore intestinale, la déméthylation peut être facilitée par plusieurs cytochrome P450 du foie, dont certains s'attaquent à la biochanine A, mais pas à la formononétine, et vice versa. Une fois déméthylés, ces composés peuvent être également hydroxylés dans le foie.

Le coumestrol se lie plus facilement aux ERs que la génistéine, et exerce une forte activité œstrogénique, voisine de celle du 17-estradiol, sur l'utérus de ratte. Ce coumestrol peut supprimer les cycles œstriens de la ratte, et déprimer le comportement sexuel des descendants mâles, sans compter des effets mutagènes potentiels. Le placenta n'est, en effet, pas une barrière pour les phyto-œstrogènes, ce qui indique que le niveau de ces molécules dans les aliments infantiles n'est pas sans intérêt. Encore que l'on ait montré que, chez le rat mâle, une exposition à la génistéine in utero et durant la lactation n'a aucun effet sur la spermatogenèse, idem chez l'homme. Le coumestrol a, par ailleurs, des effets métaboliques indépendants de son œstrogénicité, notamment en stimulant la synthèse des lipides dans le foie. 

Mais comme nous ne mangeons que rarement du trèfle ou de la luzerne, ces effets ont surtout un intérêt vétérinaire. 

Un gramme de graines de soja contient environ 800 g de daidzéine et plus de 500 g de génistéine. Un gramme de protéine de soja contient encore 150 g de daidzéine et 250 g de génistéine. Parmi les dérivés du soja, le miso et la sauce de soja n'en contiennent pratiquement plus tandis que le tofou en retient une grande partie. Si on se limite à un régime riche en soja, le niveau des isoflavones ingérées devient très élevé, à en juger par les quantités excrétées. 

On trouve, dans le commerce, des suppléments nutritionnels contenant ces phyto-œstrogènes (voir Internet sur le sujet). Parmi les raisons invoquées on peut mentionner leurs effets supposés contre le cancer (notamment les cancers hormono-dépendants), les troubles de la ménopause (en particulier la décalcification osseuse) et les "poitrines insuffisantes". Ils contiennent usuellement les phyto-œstrogènes du soja et la puérarine de Pueraria lobata (la liane kudzu), ainsi que la formonétine de trèfles et de Trigonella foenum-graecum (Fenugrec utilisée comme contraceptif depuis les Assyriens, et vanté pour la suppression de toutes sortes de maux par Hippocrate). .

La revue traite ensuite de la synthèse de ces molécules, de leur biodisponibilité et de leur métabolisme. Les effets positifs de régime riches en produits à base de soja sont ensuite discutés (avec des contradictions dans les données collectées) avec une insistance sur les doses qui sont ingérées, particulièrement dans le cas de la génistéine. 

Les flavonoïdes sont ubiquistes chez les plantes mais ont été moins étudiés que les isoflavonoïdes dans leurs aspects phyto-œstrogènes. Il en existe ayant une faible activité œstrogène comme ceux d'Artemisia vulgaris qui était utilisée pour réguler les cycles menstruels. C'est surtout leur rôle antioxydant qui a été étudié. Certains, comme les flavones, inhibent les aromatases à cytochrome P450 convertissant les androgènes en œstrogènes, et pourrait, de ce fait modifier le niveau de ces derniers chez les femelles. De fait des anthocyanes comme celles du chou rouge, engendrent, au moins dans des systèmes modèles, une réponse des récepteurs d'œstrogènes (avec, cependant, une faible affinité qui limite cette réponse). Mais comme ce sont, usuellement, des substances ingérées en fortes quantités, il serait bon de mieux connaître leurs effets. 

La 8-prénylnaringénine du houblon Humulus lupulus se retrouve en faible quantité dans certaines bières (de l'ordre de 20 g/L.), mais  c'est un puissant œstrogène. D'autres flavonoïdes  prénylés comme la 6-prénylnaringénine, 6,8-diprénylnaringénine et la 8-géranylnaringénine ont également une activité œstrogéne. La 8-prénylnaringénine a manifestement des effets bénéfiques notamment sur la décalcification osseuse et sur les activateurs pro-carcinogènes comme le cytochrome P450 CYP1A2 et la prolifération de certaines lignées cellulaires tumorales. 

Son activité œstrogéne est supérieure à celle des génistéine, daidzéine ou coumestrol, et elle est reconnue par les récepteurs des œstrogènes ER et ER. Mais il faut des concentrations supérieures de 500 fois à celles observées dans la bière. De la même façon la 8-prénylnaringénine présente dans les produits destinés à amplifier les seins sont insuffisants pour avoir des effets secondaires sur l'utérus. Par contre des prises excessives finiraient par entraîner des troubles menstruels comme ceux observés chez certaines ouvrières du houblon. 

La prénylation utilise le diméthylallylpyrophosphate (DMAPP) comme donneur de prényle. Elle peut se faire directement chez les plantes, et il est fort possible que la conversion d'une chalcone prénylée en prénylnaringénine, ait lieu durant le stockage de la bière.

Du fait de la solubilité différentielle des lupulones (amertume voulue de la bière) et des prénylnaringénine, les résidus de houblon sont une riche source de ces phyto-œstrogènes qui est exploitée dans les suppléments alimentaires vendus dans les échoppes spécialisées. 

Le resvératrol (trans-3,5,40-trihydroxystilbène) s'observe dans les baies de raisins et donc dans le vin. Ce n'est pas vraiment un flavonoïde mais il leur est apparenté. La stilbène synthase est une polycétide synthase apparentée à la chalcone synthase. Le même polycétide intermédiaire résulte d'une condensation d'un 4-coumaroyle CoA et de trois  malonyl-CoA, mais, dans le cas de la stilbène synthase, la cyclisation terminale est accompagnée d'une décarboxylation. De nombreux gènes de stilbène synthase ont été clonés et leurs produits ont été analysés et comparés à la chalcone synthase. `

Les lignanes sont des phénylpropanoïdes dimériques (C6-C3) glycosylés, couplés par des liaisons diverses et stockés dans les vacuoles.. Ils ont un rôle de défense chez de très nombreuses plantes. La principale source végétale réside dans les couches périphériques des grains de céréales et de nombreuses graines comme celles du Lin. Ils sont convertis en entérolactone par la flore du colon proximal. Leurs effets sur les cancers de la prostate et du sein semblent nuls malgré les annonces. 

Tout ceci laisse une impression mitigée sur les effets bénéfiques, et il faudrait probablement reprendre bien des données.
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116. Escherichia coli doit pouvoir traverser l'estomac pour atteindre l'intestin où elle se développe. Il lui faut donc résister à l'acidité stomacale. Il existe plusieurs systèmes différents de protection fonctionnant jusqu'à pH 2. Le système dit "AR2" utilise du glutamate extra-cellulaire tandis que le système AR3 requiert de l'arginine. On pense qu'AR2 et AR3 consomment des protons intracellulaires pour la décarboxylation. Un transporteur de type antiport échange alors les produits de décarboxylation comme intermédiaires dans la synthèse de nouveaux acides aminés.  Ceci élève le pH intracellulaire et inverse le potentiel de membrane.  Ce dernier mécanisme est certainement le plus important. H Richard et al.; Journal of Bacteriology 186, n°18 (SEP04) 6032-6041.
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118. SXT, de 100 kb, un élément conjugatif (transmissible par conjugaison) et intégratif (c'est à dire stabilisé par cette intégration) de Vibrio cholerae code de multiples résistances aux antibiotiques. Ce transfert est réprimé par SetR, un répresseur apparenté à de cI de 434. les séquences régulatrices de ce transfert viennent d'être établies. JW Beaber et al.; Journal of Bacteriology 186, n°17 (AUG04) 5945-5949. Cet élément fait partie d'une famille (élément du groupe d'incompatibilité J) très largement répandus en Asie et en Afrique qui partagent tous le même site d'insertion y compris chez Escherichia coli et qui peuvent s'y établir à de nombreuses reprises, donnant des insertions hétéroclites de divers éléments en tandem. L'élément SXT est présent dans les épidémies postérieures à celle de la souche O139 de 1992 qui a momentanément supplanté la souche O1 El Tor. (Voir les explications sur ces oscillations dans SM Faruque et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (04FEB03) 1304-1309).
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119. L'effet de l'état nutritionnel des individus sur la virulence des virus et leur émergence est traité dans MA Beck et al.; Trends in Microbiology 12 (SEP04) 417-423.

Dans le cas de deux virus très différents, le coxsackievirus (un entérovirus) et celui de l'influenza, une déficience de l'hôte soit en sélénium, soit en vitamine E, soit un excès de fer conduit à une sélection de variants de ces virus vers une plus grande pathogénicité, virus qui deviendraient alors virulents pour des hôtes sans déficit nutritionnel. .  
En 1935 une épidémie sévère de cardiopathies des enfants et des mères a été observée à Keshang, dans la province de Heilongjiang, en Chine (d'où le nom de "maladie de Keshang"). Mais ce n'est qu'en 1979 qu'on a pu déterminer que cette maladie de Keshan à coxsackievirus était liée à une carence en sélénium. Il a suffi de supplémenter l'aliment en sélénite de sodium dans la région pour voir régresser considérablement la maladie dans les zones endémiques. Cette maladie sévit d'ailleurs dans d'autres endroits de la planète (Nouvelle Zélande ou un réseau de surveillance pour les élevages de moutons existe, et Finlande). Mais ce n'est pas une maladie nutritionnelle comme on le pensait: la carence en sélénium favoriseraient des variants dans les populations de coxsackievirus B. Chez le coxsackievirus B3 (CBV3) la myocardite est associée à dix substitutions dans le génome. En absence de sélénium six ou sept d'entre elles sont sélectionnées. 

L'une des fonctions du Se est celle d'antioxydant par intégration dans la glutathione peroxydase sous la forme de sélénocystéine (voir le §6). L'activité de cette dernière baisse en carence de sélénium. Cette sélénocystéine est également incorporée dans une vingtaine d'autres protéines, dont certaines sont également impliquées dans ce type de protection.

C'est bien cette déficience anti-oxydante qui est en cause dans la sélection car on obtient une sélection des mêmes mutations en carence de vitamine E.

( (( (( (( (( (
L'Environnement

120. RE Parales et al.; Current Opinion in Biotechnology 15 (AUG04) 374-379 discutent des différentes applications de cellules bactériennes entières ou d'enzymes pour la biominéralisation des polluants environnementaux ainsi que pour l'immobilisation des métaux lourds dans les aquifères. 
On commence à disposer des séquences génomiques de plusieurs bactéries intéressantes de ce point de vue. On a, ainsi, pu caractériser les gènes de plusieurs oxygénases ou autres enzymes capables de dégradations diverses des polluants et qui peuvent, par ailleurs, être utilisées pour la production de molécules industriellement intéressantes. Il faut, cependant, souligner que les concentrations de ces substances, une fois lâchées dans la nature, restent faibles et ne peuvent être des cibles intéressantes que pour leur dégradation, quand elles sont toxiques. On ne peut espérer des productions industrielles dérivées que si on prend la pollution à la source, dans les industries qui les émettent où les molécules sont plus concentrées. 

Pour la dépollution de substances diffuses il faudrait pouvoir favoriser la chimiotaxie vers les poches enrichies en substrat.
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121. La dégradation du phénol (100-2800 mg/L) par un Pseudomonas putida dans un réacteur à fibres creuses de polypropylène en présence du dispersant pyrophosphate tetrasodium est analysée par des chercheurs de Taiwan. TP Chung et al.; Biotechnology & Bioengineering 87 (20JUL04) 219-227. Environ 10% du phénol s'adsorbe sur les fibres au début du processus La souche bactérienne dégrade 2000 mg/L de phénol en 73 h. Aux faibles concentrations (< 400 mg/L), quand l'inhibition par le substrat est faible il vaut mieux travailler en suspension, qu'avec des cellules immobilisées. Au dessus de 1000 mg/L, c'est plutôt l'inverse. Il faut cependant , quand la concentration est devenue plus faible, revenir à des cellules en suspension, ce qui complique quand même le procédé. 
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122. La consommation des hydrocarbures par une microflore éventuelle dans leurs réservoirs naturels est un mécanisme dont on n'arrive pas à mesurer l'impact économique. On sait que les microorganismes qui en sont capables existent et leur activité dans les réservoirs de stockage après extraction a été constatée (notamment dans les réservoirs de fuel de chalutiers méditerranéens où ces organismes finissent par tout colmater, vu la température clémente et l'humidité ambiante).  Ces dégradations sont aérobies et n'ont guère de chance de sévir dans les réservoirs naturels profonds qui sont anaérobies. Mais on a récemment découvert une flore capable de dégrader le pétrole de façon anaérobie que des chercheurs russes avaient analysée avant même la flore aérobie. Voir à ce sujet les revues de F Widdel et al.;  Current Opinion in Biotechnology 12 (JUN01) 259-276 et M Boll et al.; Current Opinion in Chemical Biology 6 (OCT02) 604-611. Mais il ne s'agissait pas d'une flore pouvant s'attaquer aux réserves profondes que l'on exploite maintenant. La question qui se pose est de mesurer l'ampleur des dégâts. CM Aitken et al.; Nature 431 (16SEP04) 291-294 ont analysé les pétroles de nombreux réservoirs aquatiques plus ou moins profonds, ainsi que les sables bitumineux et démontré les séquelles chimiques d'une dégradation anaérobie, donc possible, dans des réservoirs profonds.
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123. L'utilisation des effluents comme sources de bioénergie ou de produits chimiques va au delà de la simple dépollution. Il existe des effluents tellement riches qu'ils débordent les capacités des stations d'épuration des eaux urbaines et qu'on impose aux industries d'effectuer un prétraitement. C'est le cas des effluents de l'industrie alimentaire (il faut aller jusqu'aux restaurants, particulièrement pour les lipides) et des élevages denses (purin et surtout lisier). 

Ces effluents sont suffisamment riches pour que leur biotransformation soit rentable, même si on doit les réchauffer. 

Parmi les formes d'énergies récupérables, on peut citer le méthane, l'hydrogène et l'électricité. Une revue de LT Angenent et al.; Trends in Biotechnology 22 (SEP04) 477-485 prend en compte les différentes techniques utilisables et essaie de déterminer dans quelle mesure elles sont avantageuses par rapport aux traitements simplement dépolluants.
Une percée intéressante a eu lieu il y a une trentaine d'année quand on a lancé les réacteurs UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket ou anaérobie à lit de boues granuleuses à flux ascensionnel, que cela est disgracieux!!!). L'intérêt de cette technique est de retenir le consortium microbien sans avoir à l'immobiliser sur un biofilm, par exemple, en provoquant une auto-agrégation qui permet une décantation en fin de processus. Le temps de résidence des microbes est donc nettement plus long que celui des liquides.

On peut même augmenter l'efficacité en faisant migrer horizontalement un rideau des granules. Une des limitations des réacteurs UASB réside, en effet, dans l'interférence des solides en suspension des eaux usées entrantes avec les granules microbiens.

On a, également, proposé des réacteurs ASBR (Anaerobic Sequencing Batch Reactors). Ceux-ci utilisent une seule cuve avec des opérations séquentielles qui permettent de mieux gérer le problème des particules en suspension dans les eaux usées en agitant ces dernières avec  la biomasse par brassage, puis en sédimentant la biomasse granulaire et en vidangeant les effluents traités. On peut ainsi traiter de nombreux déchets agricoles et mêmes les effluents dilués de porcherie.

C'est essentiellement une production de méthane que l'on recherche dans tous ces procédés. L'utilisation la plus fréquente est sous forme d'énergie thermique ou électrique locale. On a récemment proposé une conversion en méthanol qui peut être mieux valorisé.

La production d'hydrogène qui partage beaucoup de caractéristiques avec la digestion méthanogène anaérobie, peut être intéressante car on peut facilement séparer les deux gaz du liquide de fermentation. Mais l'hydrogène pose un problème de diffusion incontrôlable à travers les enveloppes des réacteurs et dans les conduits. Mais les deux productions comportent une différence essentielle: la production biologique d'hydrogène suppose une élimination des micro-organismes consommant cet hydrogène, les homoacétogènes et les méthanogènes en particulier. La technique est simple: on inactive thermiquement tous les organismes pour ne laisser subsister que les spores des Clostridiacées, Streptococcacées, Sporolactobacillacées, Lachnospiracées et Thermoanaérobactériacées. 

Mais produire de l'hydrogène suppose des quantités d'améliorations ponctuelles (un tableau résume les améliorations possibles). Ce sont, de nouveau, l'élimination d'organismes consommant l'hydrogène comme les bactéries propioniques, les bactéries produisant de l'éthanol et celles qui agitent un peu trop leurs hydrogénases . 

Mais on ne récolte pour l'instant qu'une petite partie de l'hydrogène potentiel des eaux usées. Ainsi la production à partir des hexoses ne fournit, théoriquement, que quatre moles d'hydrogène par mole d'hexose, à cause de la formation de deux acétates, alors qu'on s'attend à récolter  12 moles d'hydrogène par mole d'hexose. En fait, c'est encore moins, et on annonce en réalité entre 0,37 à 3,3 moles H2/mole de glucose si on balaye la littérature. Quand c'est de l'acide butyrique qui est produit, on ne récolte, en effet, que 2 moles d'hydrogène et c'est encore moins quand les produits sont plus réduits, comme les acides lactique, propionique ou de l'éthanol. 

On cherche à tourner ces limitations en utilisant une fermentation en deux étapes, avec une production d'hydrogène suivie par une méthanogenèse pour récupérer le maximum d'énergie. La conversion catalytique de méthane en hydrogène est un procédé bien au point. De ce fait la production directe d'hydrogène n'est, en réalité, qu'un processus d'appoint et représente un prétraitement.

La production microbienne d'électricité dans des piles à combustible a déjà été évoquée dans ce bulletin (voir le Bulletin d'Avril-Mai §99). Des bactéries réductrices dissimilatrice de métaux comme Geobacter sont capables de décharger directement leur électrons sur un métal (généralement du fer). Les Shewanella font de même, mais peuvent également utiliser des quinones solubles comme vecteurs d'électrons vers une anode.

On connaît plusieurs familles de bactéries utilisant une anode de pile dans un mécanisme de ce type: Géobactéracées, Désulfuromonacées, Alteromonadacées, Enterobacteriacées, Pasteurellacées, Clostridiacées, Aéromonadacées et Comamonadacées.
Mais ces cellules à combustible ont une densité de courant très faible (de l'ordre de 1 volt au maximum mais, en réalité, de l'ordre de 0,7 volts), mais on peut les enchaîner en série. D'une façon générale, le facteur limitant est la capacité de transfert des électrons. Un tableau résume les améliorations possibles. 

Mais toutes ces productions d'énergie n'ont de sens (et encore) que si l'énergie est utilisée sur place et/ou subventionnée, c'est toujours cela de pris pour diminuer le coût de la dépollution, indispensable par ailleurs. 

La production de substances à plus haute valeur ajoutée est probablement préférable, mais c'est un métier différent de celui du pollueur. Mais les principaux pollueurs peuvent effectivement assurer certaine production, notamment dans les industries de l'amidon ou de la fromagerie (lactosérum). Les produits vont d'enzymes au glycérol ou au xylitol en passant par les polyhydroxyalcanoates ou le pigment rouge de Monascus. Mais le faible rendement de ces productions est un obstacle économique à lever. 

On peut d'ailleurs combiner plusieurs productions, comme celle où on associe une conversion anaérobie en hydrogène et aérobie en polyhydroxyalcanoates des acides gras par Ralstonia eutropha. Mais dans tous les cas de production de molécules à valeur ajoutée à partir d'effluents polluants des industries alimentaires, le verrou réside dans la séparation et la purification des produits à partir des effluents liquides traités, et le succès ne viendra réellement que quand ces procédés aval seront améliorés.
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124. Une lettre amusante à Nature (TA Alston; Nature 430 (26AUG04) 965) propose une technique de lutte contre le méthane, à effet de serre, produit par les ruminants (100 millions de tonnes par an) tout en conservant ces ressources alimentaires en protéines. Il rappelle la solution chimique proposée involontairement par T Bauchop; Journal of Bacteriology 94 (JUL67) 171-175, celle d'ajouter du Fréon (chlorofluorocarbone bien connu, et prohibé depuis qu'on a découvert, en 1970, son effet de serre) dans l'alimentation des ruminants. T Bauchop voulait simplement éviter la mousse qui se formait quand il analysait le fonctionnement d'échantillon de flore de la panse. La mousse disparaissait effectivement, mais la méthanogenèse également. Le fréon se fixe sur l'ion cobalt de la vitamine B12 indispensable aux enzymes de la méthanogenèse.
( (( (( (( (( (
La sécurité environnementale

125. On admet depuis 1964 que des gènes dits "égoïstes" peuvent contribuer à l'évolution par des effets de coopération dans le cadre d'une sélection de parentèle (kin selection, voir le Bulletin de Septembre §50). Un gène peut, ainsi, se répandre en aidant les individus qui le portent, un individu favorisant ses proches parents. Hamilton, qui est à l'origine de cette notion, pensait que si cette parentèle se disperse peu, il y aura une homogénéisation de la population qui pourra avoir un effet non seulement sur la parentèle, mais sur de simples voisins. Mais on a fait remarquer, depuis, que la compétition finit par avoir un impact. DC Queller; Nature 430 (26AUG04) 975-976. Ce commentaire porte sur une confirmation expérimentale de ce mécanisme par  AS Griffin et al.; Nature 430  (26AUG04) 1024–1027. 

Comme cette sélection ne dépend pas de la nature de l'organisme, ces derniers auteurs ont utilisé des microorganismes. On la retrouve dans des organismes où une différenciation commandée assure la dispersion des génomes, comme Dictyostelium ou les Myxobactéries. Dans le cas de bactéries comme Escherichia coli c'est une élimination par des bactériocines des "autres" bactéries. Enfin le mécanisme le plus courant est celui qui est associé à la sécrétion d'enzymes qui facilitent la digestion de polymères du milieu par toute bactérie environnante ayant les mêmes besoins, donc probablement apparentées.

Griffin et al. ont utilisé Pseudomonas aeruginosa et ses mutants. Il en existe qui sont des fainéants tricheurs qui ne produisent pas le sidérophore indispensable, la pyoverdine, pour disposer de fer assimilable. Ils survivent si leurs voisins en produisent qu'ils détournent à leur profit.

L'expérience a consisté à observer des populations démarrant avec un nombre égal de bactéries sérieuses et de tricheuses pendant sept générations. . 

Certaines populations dérivaient d'une seule bactérie sérieuse ou tricheuse, d'autres d'un couple de l'une et l'autre. Ensuite on a mélangé les populations et tiré au sort des individus, etc… Dans ces conditions, les groupes les plus productifs sont ceux qui seront le plus souvent prélevés. 

L'expérience a confirmé les deux aspects de la théorie avec l'enrichissement en sécréteurs, mais aussi celle en tricheurs en cas de compétition confinée, de sorte que la sélection de parentèle est complètement compensée en cas de compétition.
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126. L'évolution de l'auto-fécondation chez les hermaphrodites est contrecarrée par le coût génétique rendant les descendants moins compétitifs. Et pourtant l'autofécondation est très répandue chez les plantes dont 20% sont fortement autogames, et 33% hésitantes entre autogamie et fécondation croisée. Darwin avait avancé que l'autofécondation est une assurance contre l'absence momentanée de partenaires, mais on n'a jamais prouvé cette hypothèse logique
On vient d'analyser la situation chez Collinsia verna, une scrofulariacée ornementale, qui en l'absence de visite par des insectes pollinisateurs, subit une autofécondation. S Kalisz et al.; Nature 430 (19AUG04) 884-887. Les allèles permettant cette auto-fécondation sont favorisés, car ils permettent les deux options. Même s'il y a un coût génétique, une autofécondation tardive (après que toutes possibilités de fécondation croisée semblent épuisées) confère un avantage sélectif à cette autofécondation facultative (il me semble qu'il a été démontré chez les escargots), même chez les quelques plantes où le pollen étranger est favorisé (competing selfing).

Les auteurs ont placé cette plante en différentes conditions et mesurer la fréquence de l'autogamie par analyse de marqueurs moléculaires, notamment face à un caractère saisonnier erratique de la fréquence de pollens étrangers permettant une fécondation croisée. Ils confirment cette hypothèse. Il fallait surtout quantifier les conséquences négatives de l'autogamie, de l'"inbreeding", ce qu'on fait les auteurs.
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127. PJ Hastings et al.; Trends in Microbiology 12 (SEP04) 401-404 analysent, dans une revue, les transferts latéraux des résistances aux antibiotiques et commentent l'article de JW Beaber et al.; Nature 427 (01JAN04) 72-74. 
Comme le font de nombreux phages dits "tempérés" (lysogènes), les éléments conjugatifs intégratifs (ICEs) utilisent le système de réparation SOS de l'ADN pour se promener d'une cellule à l'autre. Souvent porteurs de gènes de résistance, ils les emmènent dans leur bagage. Or plusieurs antibiotiques largement utilisés induisent cette réponse comme viennent récemment de le montrer JW Beaber et al. Il conviendrait d'en tenir compte dans leur évaluation. 

 JW Beaber et al. se sont intéressés à l'élément SXT de 100 kb de Vibrio cholerae porteur des résistances à chloramphénicol, sulphaméthoxazole, triméthoprime et streptomycine. On ne détectait pas d'éléments de ce type chez V.cholerae avant 1993. Toutes les souches cliniques en sont maintenant porteuses en Asie. SXT est un élément conjugatif (transmissible par conjugaison) et intégratif (c'est à dire stabilisé par cette intégration) de Vibrio cholerae. Cet élément fait partie d'une famille (élément du groupe d'incompatibilité J) très largement répandus en Asie et en Afrique qui partagent tous le même site d'insertion y compris chez Escherichia coli et qui peuvent s'y établir à de nombreuses reprises, donnant des insertions hétéroclites de divers éléments en tandem. 

Ces auteurs montraient que le répresseur SetR, codé par SXT, réprime l'expression des activateurs de transfert de SXT. Cette répression est levée, grâce à la protéine RecA activée, par la réponse SOS, et augmente, donc, la probabilité d'un transfert. Mais il faut souligner qu'un antibiotique aussi répandu actuellement, que la ciprofloxacine, induit la réponse SOS. Les auteurs montrent que cet antibiotique augmente effectivement la fréquence de transfert de SXT. Les séquences régulatrices de ce transfert viennent d'être établies dans un nouvel article. JW Beaber et al.; Journal of Bacteriology 186, n°17 (AUG04) 5945-5949.

Ceci souligne le fait qu'une utilisation non létale (donc pas assez massive) d'antibiotiques peut favoriser le transfert via la réponse SOS. C'est aussi la démonstration d'un mécanisme activé par le stress et augmentant les modifications génétiques. Ceci n'est pas particulier à V.cholerae, car on le retrouve chez Escherichia coli.
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128. On s'intéresse beaucoup, actuellement, aux invasions biologiques pour différentes raisons. On retrouve une analyse de ce problème des plantes envahissantes dans IM Parker; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 101 (21SEP04) 13695-13696. Que ces invasions puissent exister ne peut être nié. Ce commentaire s'appuie sur l'article de HG Davis et al.; p.13804-13807 qui étudient le comportement invasif dans le nord-ouest des Etats-Unis de Spartina alterniflora, pourtant banale sur la côte Est des Etats-Unis sur les mêmes types de sites, les vasières côtières. 

Le propos de l'auteur est que, si on veut lutter contre une plante de ce type, il faut le faire très précocement (mais on ne sait pas, alors, si c'est réellement une menace). La mesure de la croissance des populations, dans ces conditions, ne donne pas d'idée sur la menace car les courbes sont bien exponentielles (parfois dès le début), mais ceci ne se manifeste clairement que trop tard. La phase initiale "latente" peut être causée par une absence de partenaires sexuels adéquats. Dans les deux cas ces plantes créent un nouvel écosystème, avec des étendues plates retenues par les racines et des canaux profonds, et c'est le système qui est envahissant avec toutes conséquences pour l'ensemble de l'écosystème (invertébrés, oiseaux, etc…, un peu comme dans le cas du remplacement des prairies à zostères par l'algue Caulerpa taxifolia sur les fonds marins de la Méditerranée. L'apparition dans l'état de Washington date de 1890 dans la Willapa Bay, ce n'est donc pas d'hier. En 1982,  elle ne couvre encore que moins de 200 hectares, mais elle menace, maintenant, toutes les exploitations ostréicoles de la baie. On a recherché les causes et accusé El Niño, etc…

Toutes sortes d'approches mathématiques, que je ne puis suffisamment analyser, ont été utilisées. L'effet Allee est invoqué pour expliquer la faible croissance initiale d'une population dispersée (cas des ours en Europe). Cet effet Allee stipule, d'une façon générale, une relation positive entre les composants de la vigueur d'une espèce et la taille de la population. En pratique, les individus peuvent bénéficier de la présence de congénères, chez les animaux par l'exemple qu'ils donnent, pour exprimer de façon satisfaisante les composants de leur propre vigueur : surveillance et agression des prédateurs, modifications de l'environnement, facilitation de la reproduction, etc… Il parait vraisemblable qu'il puisse jouer un rôle dans les phases initiales d'une invasion. Ceci est, si j'ai bien compris, lié à des difficultés de reproduction dans ces conditions et expliquerait la phase initiale de latence. Dans le cas des plantes, ce serait la pollinisation qui serait directement impliquée. Spartina est une plante à pollinisation anémophile (par le vent). Or on admet, généralement, que la disponibilité du pollen ne pose pas de problème dans ce système de pollinisation, mais sans aucun vérification permettant de confirmer ou infirmer cette proposition. 

HG Davis et al. ont mesuré la densité des grains de pollen sur les stigmates de la plante au centre et aux marges de la zone envahie. Les auteurs montrent que les marges constituent une barrière à la dispersion du pollen car la courbe de distribution de la densité des grains est très pointues autour de la plante émettrice, et que ce n'est que quand les prairies coalescent grâce à la reproduction végétative, que la phase d'expansion rapide démarre. Ce différé peut prendre des décades. La vasière de Palix River dans Willapa Bay a été colonisée aux alentours de 1985 et la coalescence a eu lieu en 2000.
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129. Le lien entre l'invasion de plantes "exotiques" et la disparition des plantes indigènes est abordé par J Gurevitch  et al.; Trends in Ecology & Evolution 19 (SEP04) 470-474.

Mais le support scientifique d'un tel lien laisse encore à désirer, alors que tout  le monde le considère comme acquis. Corrélation ne signifie pas lien de cause à effet. Les auteurs suggèrent de réexaminer rationnellement ces conclusions. à la lumière de données scientifiques les moins contestables possibles. Malheureusement le sujet ne se prête pas facilement à une telle analyse tant les facteurs potentiels intervenant sont nombreux. Il existe de nombreux cas où il y a une cause commune aux deux phénomènes comme la déforestation. La réponse à ce type de question conditionne les stratégies de défense des plantes en déclin. Eradiquer l'envahisseur n'a aucun sens dans l'exemple précédent. Les prédateurs ou pathogènes exotiques (éventuellement amenés en même temps que la plante envahissante, ou indépendamment) peuvent avoir un effet bien plus grand que la plante et celle-ci n'est qu'un "marqueur" plus adapté à la nouvelle situation.

Il existe bien des coïncidences, comme entre la perturbation des forêts humides de Madagascar et la présence de Psidium cattleianum (une Myrtacée de la famille des Guavas sud-américains, dans ce cas au fruit ayant un goût ressemblant à l'ananas) mais ce sont, apparemment des forêts qui ont été fortement perturbées il y a 150 ans. Il n'y a, cependant, pas eu de pertes d'espèces. Les auteurs soutiennent qu'il faut se préoccuper de toutes les plantes envahissantes, et pas des seules exotiques. 

Pour les animaux certaines situations sont plus claires, car la carnivorie a un effet immédiat sans autres facteurs additifs nécessaires. Le serpent Boiga irregularis introduit à Guam au début des années 50s a, ainsi, exterminé directement ou indirectement plusieurs vertébrés locaux.
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130. H Müller-Schärer et al.; Trends in Ecology & Evolution 19 (AUG04) 417-422, s'intéressent dans leur revue à l'évolution chez les plantes introduites et secondairement envahissantes. Les transferts de plantes dites "exotiques" est actuellement massif (que ce soit spontanés ou organisés) mais peu d'entre elles ont un succès biologique tel que l'on puisse parler d'"envahisseurs" 

Ils soulignent que cette évolution concernent également les interactions plante/pathogènes et a donc un impact sur tout plan de lutte biologique. La sélection n'est certainement pas la même que dans le pays d'origine et les défenses (résistance et tolérance, voir le §) vont probablement évoluer différemment dans la nouvelle localité. On est donc confronté à deux hypothèses probablement complémentaires : la plante est soit prédisposée à rencontrer un succès par sa configuration génique, soit elle évolue suffisamment rapidement pour qu'un de ses variants soit fortement sélectionné dans un environnement donné. Ceci suppose un caractère particulier, celui d'entretenir une variabilité génétique importante, ce qui facilite la sélection.
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131. On considère les abeilles comme des insectes utiles du fait de leur rôle dans la pollinisation et accessoirement la production de miel et onguents pour les dames dans le cas d'Apis mellifera.

On a donc introduit ces hyménoptères sociaux, mais aussi des solitaires comme Megachile rotundata, dans de nombreuses régions où ils faisaient défaut. 

On ne s'est pas beaucoup posé la question de savoir s'il n'y avait pas de précautions à prendre. Cet apport peut entraîner une disparition des espèces locales en compétition. On ne connaît pratiquement rien des autres abeilles plus ou moins exotiques. Tout au plus s'est-on préoccupé de la compétition pour les fleurs entre les deux types d'abeilles. On peut, par ailleurs, constater que les abeilles et bourdons introduits peuvent favoriser des plantes indésirées et favoriser leur extension. C'est le cas en Nouvelle Zélande et en Australie pour les plantes originaires d'Europe. Darwin notait déjà en 1872 qu'Apis mellifera était en train d'éliminer la petite abeille inerme locale Trigona carbonaria, découpeuse de feuilles (rassurez vous, il s'est, dans ce cas, trompé car cette abeille a survécu). 

La revue de D Goulson; Annual Review of Ecology, Evolution & Systematics 34 (NOV03) 1-26 examine les effets indésirables potentiels soulevés par ces introductions, essentiellement d'A.mellifera, Bombus terrestris et Megachile rotundata dont la distribution géographique a été énormément étendue, volontairement ou non. 

Il s'agit de la compétition pour la visite de mêmes fleurs avec les résidents locaux, celle pour les sites de nidification, la transmission de parasites ou pathogènes, la modification de la mise à graine de certaines plantes et donc leur expansion, et la pollinisation de plantes nouvelles importées. Comme de nombreux autres insectes (et les oiseaux-mouches) visitent les fleurs, la compétition porte sur un grand nombre d'espèces et les résultats sont difficilement prévisibles.

Du fait de son association avec les humains depuis 4000 ans environ, l'origine de l'abeille européenne est si ancienne que les pistes sont brouillées. Les souches européennes se sont manifestement adaptées aux climats méditerranéen ou tempérés en général. Mais des populations férales existent actuellement en Asie, Amérique du Nord (où elle a été introduite vers 1620), et la partie méridionale de l'Amérique du sud, en Australie (1826) et en Nouvelle Zélande (1839). 

L'abeille africaine, A.mellifera scutellata est associée aux savanes et forêts tropicales, et a été introduite au Brésil en 1957 où elle donné lieu, avec des abeilles locales, à des croisements catastrophiques (les abeilles africanisées dites "tueuses").
Warwick Kerr a, en effet, introduit cette abeille beaucoup plus éclectique que notre Apis mellifera européenne, pour revigorer les abeilles locales. Des produits de ces croisements ont essaimé par accident. C'est l'origine de cette marche vers le nord de cette abeille extraordinairement agressive, car facilement excitable.

La Nouvelle Zélande a introduit, en 1885 et 1896, quatre espèces de bourdons de Grande Bretagne (pensant sûrement que c'est le seul endroit sain sur terre) pour faciliter la pollinisation de Trifolium repens. C'était  B.hortorum, B.terrestris, B.subterraneus et B.ruderatus. B hortorum et B.subterraneus n'ont eu qu'un succès d'estime, restant confinés en certains sites. B.terrestris et B.ruderatus se sont, par contre, répandus partout dans les deux îles.

B. terrestris s'est retrouvé en Israël dans les années 60s peut être avec des kiwis. Il s'est répandu au Japon à partir de serres. Il vient d'apparaître en Tasmanie (1992) et a colonisé une grande partie de l'île. B.ruderatus a été introduit au Chili en 1982-83 dans le même but qu'en Nouvelle Zélande, et dès 1994 gagnait l'ennemi héréditaire, l'Argentine. 

Le seul autre groupe d'abeilles ayant également acquis une distribution globale est constitué par les Megachilidées (ce sont des abeilles qui tapissent leur nid de feuilles et pétales découpés, d'où le nom de leaf cutter). Les abeilles européennes ne pollinisant pas bien les luzernes dans certaines parties des Etats-Unis (Oregon, Washington, Idaho, Montana, Nevada), on s'y est donc tourné vers ces pollinisateurs exotiques, même en Californie où elles permettent d'étendre la période de pollinisation par rapport à l'abeille européenne. Megachile rotundata, originaire de l'Eurasie, est la plus répandue. C'est une abeille solitaire, mais qui niche en collectivité. Elle est apparue dans les années 30s et elle est utilisée massivement pour la pollinisation de la luzerne. Osmia cornuta a été introduite d'Espagne aux Etats-Unis pour la pollinisation de l'amandier, Osmia cornifrons du Japon pour les arbres fruitiers, Osmia coerulescens d'Europe pour le trèfle rouge et Megachile apicalis d'Europe pour la luzerne. On trouve actuellement, en Californie, M.apicalis, M.rotundata et M.concinna. Et ces introductions continuent. Ainsi M.sculpturalis de Chine est maintenant observée en Caroline du Nord. 

Très souvent, le sort des immigrants délibérés n'a même pas été suivi. Chalicodoma nigripes d'Egypte et Pithitis smaragulda d'Inde, appartenant à la même famille, ont été introduites aux Etats-Unis pour la luzerne dans les 70s, mais on ne sait pas ce qu'elles sont devenues.

Inversement  Nomia melanderi (l'abeille des sols salés de la famille des Andrénidées) a été introduite en Nouvelle Zélande en 1971 pour la luzerne. 

La densité des ruches d'abeilles des abeilles introduites peut largement dépasser celle du pays d'origine. Ainsi la densité des ruches naturelles est comprise entre 0,5 à 70/km2 dans ses zones d'origine, alors que cette densité est de 50 à 150 ruches par km2 en Australie où elle a été introduite. On n'a, par contre aucune idée de la densité des nids de bourdons, même dans leur zone d'origine. On n'arrive souvent pas, en plus, à distinguer les populations férales et entretenues par l'homme. 

Apis mellifera et Bombus terrestris se sont largement répandus du fait de leur éclectisme dans la nature des pollens et nectars dont ils se nourrissent (voir les étals des vendeurs de miel des marchés de campagne pour l'abeille). Ceci en fait d'ailleurs de bons pollinisateurs de plantes qu'ils ne connaissaient pas dans leur aire d'origine, mais ils ne sont pas universels et, dans certains cas, l'exclusion des pollinisateurs naturels peut conduire à une dépression dans la production des graines comme c'est le cas pour Melastoma affine en Australie (les Melastomacées sont souvent dépourvues de nectar, à ma connaissance, mais je ne sais ce qu'il en est pour cette espèce).

Par ailleurs, leur saison d'activité est prolongée dans les climats pas trop extrêmes et ce sont de gros individus par rapport à leurs compétiteurs les plus fréquents. On en sait beaucoup moins des Megachilidées.  En Californie, au moins, Megachile rotundata visitent surtout les Fabacées, alors qu'en Nouvelle Zélande, elle semble plus libérale dans ses visites. 

La consommation des produits floraux, pollen et nectar est considérable; Une ruche d'abeille collecte environ 10–60 kg de pollen par an et exige  20–150 kg par an de miel. Si on multiplie par la densité des ruches (voir plus haut) , ce sont entre  5 et 9 tonnes de pollen par km2 et par an de pollen et 10–22 tonnes de miel par km2 et par an qui sont prélevés. En Nouvelle Zélande où l'abeille a été introduite on récolte 8 000 tonnes de miel par an à partir des 227 000 ruches connues sans compter la consommation interne des ruches, ni le miel collecté par les abeilles férales.

A Panama, les abeilles africanisées "tueuses" évincent les Mélipones (abeilles locales bien braves, car inermes) de leurs fleurs préférées. Mais les conclusions des études, quoique une expérience en  vraie grandeur, manquent cruellement de témoins. 

Les abeilles sont, par ailleurs, capables de déloger les colibris de leurs fleurs usuelles. Les années où les abeilles sont rares on constate que les compétiteurs ont l'occasion de visiter une plus grande diversité de fleurs. 

La plupart des abeilles introduites sont plus grosses que les compétiteurs et cela leur confère une inertie thermique plus élevée. Les bourdons y ajoutent une fourrure abondante. Ces hyménoptères peuvent donc commencer à travailler plus tôt et finir plus tard, ou par temps froid. Mais ceci n'est pas universellement valable car l'abeille australienne Exoneura qui cohabite depuis 150 ans avec A.mellifera, ne s'en porte pas plus mal par temps froid et elle est, même, légèrement avantagée.  D'autre part leur labium est plus long que la plupart de leur concurrent ce qui leur permet de fouiller plus facilement les fleurs, et enfin ils volent nettement plus loin que les abeilles solitaires locales (une bonne dizaine de kilomètres pour A.mellifera, et seulement quelques centaines de mètres pour les abeille solitaires). La grande taille, comme les distances parcourues, sont, cependant, synonymes de coûts énergétiques élevés. 

La compétition pour les nids est possible, mais nullement prouvée. L'importation de parasites et de pathogène est finalement dans le même cas, car on ne sait presque rien des pathogènes de l'abeille et notamment leur répartition géographique,  mis à part le parasite des trachées Locustacarus buchneri  ou le varroa.

Au fond le bilan est relativement équilibré et même quand on a des indices de supériorité d'une espèce introduite, on s'aperçoit de nombreuses années après, que ce beau monde se débrouille pas si mal dans ces compétitions.
( (( (( (( (( (
132. La revue de CC Daehler; Annual Review of Ecology, Evolution & Systematics 34 (NOV03) 183-211, traite de la compétition entre plantes autochtones et allochtones envahissant l'aire de répartition des précédentes.

Si ces plantes sont considérées comme invasives c'est; a priori ,qu'elles ont un avantage sur les autochtones. 

En se basant sur 79 cas indépendants l'auteur conclue que les envahisseurs ne sont pas statistiquement et intrinsèquement plus efficaces dans leur croissance ou leur prolifération. Il constate, au contraire que les autochtones sont supérieures dans certaines conditions de développement de la population. C'est notamment le cas quand les ressources (lumière, eau nutriments) sont réduites. Les plantes envahisseurs sont avantagées par leur plasticité phénotypique souvent plus grande ce qui leur est favorable quand les conditions sont rapidement changeantes. Les perturbations humaines de l'environnement leur permettent de profiter de cet avantage. On peut essayer de jouer sur ce point pour limiter leur avantage.
( (( (( (( (( (
133. La quantification des flux de gènes à partir des cultures transgéniques est abordée dans une revue de GM Poppy; Trends in Biotechnology 22 (SEP04) 436-438. Il souligne que l'on a surtout mesurer les flux de pollen,mais très rarement les flux de gènes proprement dits, ce qui donne lieu à des réactions opposées des deux bords des anti- et pro-OGMs.

Que les gènes soient mobiles dans le paysage génomique n'est pas une impossibilité, au contraire, on en constate de nombreux cas naturels. Le point essentiel est la possibilité d'une sélection positive dans certaines circonstances. La plupart des croisements hétéroclites finissent dans la poubelle de l'évolution. Seuls ceux conférant un avantage sélectif immédiat (ceux à plus long terme subissent une sélection supplémentaire celle de résister à l'érosion des gènes qui s'abâtardissent ou finissent en pseudogènes, faute d'une sélection fonctionnelle). 

Il faut donc étudier, en priorité les hybrides, qui vont subir la sélection. C'est ce qu'ont fait MJ Wilkinson et al.; Science 302 (17OCT03) 457-459 (dont j'ai analysé l'étude dans le Bulletin de Décembre 2003 §141). Elle est analysée, bien plus en détail, par GM Poppy.
( (( (( (( (( (
Les Sociétés

134. L'avenir des biotechnologie agricoles est toujours très discuté avec des interprétations opposées des données connues de tout le monde. 

La Biotechnology Industry Organization's (BIO) rejette les critiques de la FAO selon  la quelle cette industrie s'intéresse uniquement aux pays développés dont elle (BIO) estime que c'est le rôle des gouvernements et des fondations savantes, pour n'y voir que l'approbation des cultures transgéniques. ."

L'opposition au "biopharming" focalise son attention sur le caractère opaque de la réglementation aux Etats-Unis, alors que 16 nouvelles demandes d'autorisation ont été déposées. 

Ces difficultés rendent quand même hésitantes les firmes dominantes de biotechnologie qui se contentent d'assoir leur domination dans les secteurs maintenant bien développés. Monsanto vient de mettre en veilleuse ses blés transgéniques, soit disant pour attendre l'introduction de d'autres caractères utiles. Voir également le Bulletin de Septembre §142. GL Fox; Nature Biotechnology 22 (JUL04) 791
( (( (( (( (( (
135. Le CEO de DuPont a exposé à Tokyo sa vue des biotechnologies dans le monde. Vieille d'à peine huit ans sur le plan commercial, la technique a couvert durant cette période 81% des surfaces en soja, 73 % des cotons et 40 % des maïs. Ce n'est certainement pas, selon lui la publicité qui a permis ces résultats.

 La production de maïs a augmenté de 45% avec une croissance des surfaces de seulement 5%, ce qui correspond à la création de 70 millions d'hectares virtuels. Il admet que les biotechnologies ne sont qu'une partie des facteurs intervenant. DuPont Press Release (28SEP04)
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136. Novozymes Biologicals vient d'introduire un consortium bactérien, OdorCap™, destiné à éliminer les odeurs dues aux sulfures dans les effluents. Ce cocktail, oxydant les sulfures, va au delà en oxydant également les acides gras volatiles, et fonctionne aussi bien en conditions aérobies qu'anaérobies. Novozymes Press Release (10AUG04).
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137. Monsanto a annoncé l'acquisition des semences de canola d'Advanta Seeds et Interstate Seed. Cela fait partie du démantèlement de cette filiale acquise par Fox Paine Capital Fund II International (voir le §Syngenta). Monsanto Press Release (09SEP04). Ceci viendra renforcer DEKALB dans ce secteur. 

Monsanto annonce [Monsanto Press Release (18AUG04)] que l'U.S.Department of Justice a statué qu'il n'y avait pas de pratiques anticompétitives dans l'industrie des herbicides basés sur le glyphosate.
( (( (( (( (( (
La Politique

138. S Pincock; The Scientist 18 (30AUG04) 12-13 analyse le flot de chercheurs occidentaux travaillant en Chine. Les organisme de recherche européens dont l'Institut Pasteur (et dans une certaine mesure le CIRAD) ont déjà ouvert cette voie depuis un certain temps et la Helmholtz Gemeinschaft qui est la plus grosse organisation de recherche en Allemagne a ouvert un bureau à Beijing. L'explication donnée est l'enthousiasme et le dynamisme de la recherche chinoise, ce qui est incontestable. Les chinois, inversement, représentent le troisième groupe le plus nombreux au sein de la communauté allemande de recherche (où en sommes nous?). 

La Chine qui a essaimé ses scientifiques en masse en attendant de leur offrir une situation enviable a commencé à organiser ce retour de la diaspora (avec l'Annual Symposium of the Society of Chinese Bioscientists in America qui s'est tenu à Beijing fin Juillet ainsi qu'à Shanghai. Cela est particulièrement sensible dans le domaine des biotechnologies.
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139. D Cyranosky; Nature 431 (09SEP04) 116 souligne l'essor extraordinaire des sciences en Chine tout en soulignant que le pays joue encore trop le rôle de suiveur (mais c'est le sort de tout pays où la science commence à se développer). 

Tous les domaines sont concernés, mais la qualité est encore inégale dans certains, comme la physique, la chimie et les sciences de la terre. Mais, même dans ces domaines, des efforts sont notables. J'ai rencontré à Hainan un professeur de chimie de l'Université de Chicago qui avait fuit la Chine après la débâcle de Tchang Kai Tchek et qui s'est réinstallé, sur ses vieux jours, à Haikou pour y lancer des recherches en chimie. En ce qui concerne la diffusion des résultats, le nombre des publications a été multiplié par 20 entre 1981 et 2001 et la croissance devient exponentielle, atteignant 40 000 publications en 2003 (vous pouvez vous en rendre compte, par exemple, dans le nombre de publications de la Chine continentale que j'analyse). Un graphique de Science Watch, de Thomson ISI, illustre ce propos. Encore en retard par rapport au Japon (moitié moins de publications) , elle se détache nettement des autres pays avancés de la région comme Taiwan, la Corée du Sud et Singapore (il faut quand même comparer les populations respectives). 

Dans les sciences de la vie, la part de la Chine est encore faible (allant de 0,8% des publications en immunologie à 2% en biologie végétale selon Science Watch), mais il faut se méfier de ces chiffres car beaucoup d'articles sont signés par des visiteurs des laboratoires de recherche américains, où les recherches sont été réalisées.
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140. L'obligation faite aux chercheurs subventionnés par le National Institutes of Health (NIH) oblige les universités a revoir leur règles à partir du 1° Octobre, et elles craignent que ces nouvelles règles n'entraînent une certaine confusion. Le NIH soulignait déjà, depuis longtemps, la nécessité de cette diffusion des résultats, après publication bien entendu. Ce qui change c'est que les demandeurs de grants doivent expliciter comment ils comptent le faire. Il faudra partager les organismes, les réactifs utilisés et les protocoles expérimentaux. Les chercheurs auront droit à incorporer à leurs demandes les frais correspondants, notamment de dépôt. 

Eric Campbell de l'Institute for Health Policy au Massachusetts General Hospital de Boston avait conduit une enquête il y a deux ans sur ce sujet (EG Campbell et al.; Journal of  American. Medical . Associations 287 (23-30JAN02) 473–480) et constaté que parmi 1200 généticiens académiques, la moitié avait subi un refus de communication de matériels au cours des trois dernières années, de sorte qu'un des piliers de la science moderne, la vérification des données publiées, avait disparu dans 28% des cas .
Cela soulève des problèmes notamment dans le domaine de la propriété intellectuelle, et le texte n'est apparemment pas assez clair sur ce sujet, et certains souhaiteraient qu'on se limite à une déclaration d'intention sur ce sujet au lieu de demander des détails sur la procédure qui sera être suivie. 

Il est de fait qu'il y a toujours eu un conflit entre le NIH qui cherche à faire bénéficier le plus grand nombre des résultats des recherches qu'il finance et les universités qui ont droit aux revenus des brevets et aux profits des inventions de ses ressortissants. C'est, d'ailleurs, l'université qui négocie tout cela et pas l'individu. Les universités sont donc également concernées en tant que tels. C Jennings; Nature 430 (26AUG04) 953 et G Brumfiel; Nature 431 (09SEP04) 115.
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141. Ian Gibson, membre du Parlement britannique, membre du  House of Commons Science and Technology Committee, suggère de rendre obligatoire la publication des articles financés par les organismes de recherche sur le site Web de l'institution qui abrite l'équipe. Là encore les prix des abonnements des éditeurs spécialisés dans les sciences ont ému les bailleurs de fonds. Le NIH propose la même chose pour les articles couvrant des recherches qu'il finance à l'US National Library of Medicine au plus tard six mois après la publication (voir http://grants1.nih.gov/grants/guide/notice-files/NOT-OD-04-064.html 5.

Ceci s'insère dans une nouvelle politique du NIH (C Jennings; Nature 430 (26AUG04) 953 voir le §147).

Pour en revenir aux publications, Nature  (Nature 431 (09SEP04) 111) émet des doutes (la revue, aussi excellente soit-elle, est évidemment parti dans cette querelle). Que cela ait un impact sur les revues commerciales ne fait pas de doute, mais on doit bien avouer que les chercheurs et les gestionnaires des bibliothèques sont étranglés par les prix d'abonnement. 

Le forum http://www.nature.com/nature/focus/accessdebate tire la conclusion qu'organisations scientifiques et éditeurs doivent s'en sortir financièrement. Certainement, mais il n'y a aucun contre-pouvoir, et le système n'est plus, de ce fait, régulé et les prix explosent continuellement. Les prix imposés sont uniquement déterminés par les seuls éditeurs. La seule solution qui  pourrait s'offrir aux lecteurs est d'aller voir ailleurs, quand les prix des abonnements deviennent prohibitifs. L'article se formalise du fait que le NIH attire les publications rendues libres dans une de ses forteresses et propose à la place de les mettre à la disposition du public sur les sites des éditeurs. Je n'ai souvenir d'accès libre différé que pour plusieurs sociétés savantes (dont, par exemple, l'American Society for Microbiology dont les prix d'abonnements électroniques sont extrêmement abordables, même pour un particulier). Je cite, d'ailleurs, plus souvent ces publications, car il est facile d'y avoir accès.

Que les modèles de Public Library of Science et BioMed Central, ne soit pas encore à l'équilibre, n'est pas une surprise, mais la consultation de leurs articles probablement pas encore assez nombreuses est tellement facile qu'on a tendance à les citer plus que de raison.
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142..Une organisation australienne financée, en partie, par la Rockefeller Foundation: la Biological Innovation for Open Society (BIOS) initiative cherche à rendre le plus disponible possible les outils en amélioration des plantes. C Dennis; Nature 431 (30SEP04) 494.
L'organisation vise particulièrement les scientifiques des pays en développement qui ne peuvent payer les licences de brevets exigées par leurs détenteurs. 

La première opération consiste à rassembler une liste des outils librement disponibles et de construire une base de données des brevets existants qui soit simple à utiliser. L'association proposera de tourner le brevet de Monsanto sur l'utilisation d'Agrobacterium tumefaciens.

Mais tout ceci va se heurter à des habitudes bien établies dans les universités dans le monde entier. Beaucoup d'universités ont une politique de licences destinées à maximiser les revenus (voir également C Jennings; Nature 430 (26AUG04) 953).

Paradoxalement certaines compagnies comme DuPont sont ouvertes à une coopération.
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143. On vient d'assister à un épisode pénible qui menace de nombreux scientifiques un peu distraits. John Rosenberger, microbiologiste à l'University of Delaware, à Newark, a été condamné à payer  $250 000 dollars et 6 mois de consigne à domicile (en fait il a été mis à la retraite) pour avoir importé illégalement un échantillon de virus de grippe aviaire provenant d'Arabie saoudite, à des fins d'identification. Il était quand même aberrant d'importer sans précautions un virus dans un pays où les élevages de volailles sont très nombreux. Cinq dirigeants du Maine Biological Laboratories (MBL) ont également été condamnés. MBL a construit un vaccin pour 850 000 dollars et l'avait expédié  à la compagnie saoudienne sous le nom de vaccin contre la maladie de Newcastle. L'agent américain de la Saudi poultry company qui a envoyé le virus (avec quand même une fausse déclaration) est actuellement inculpé. Il a envoyé cet échantillon en 1998 pour savoir quelle était la souche de virus qui infectait son élevage. C'était une souche H9N2. Le tort de Rosenberger a été d'envoyer à l'U.S. Department of Agriculture à Ames, Iowa, l'échantillon comme provenant du Delaware (c'était vrai en dernier ressort mais la provenance initiale était celle qui importe).
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144. Les américains, habitués à un flot continu de jeunes chercheurs étrangers leur assurant une main d'œuvre à bon compte (même quand ils les paient) commencent à sentir les effets de la politique sécuritaire. Leur nombre a baissé de 30% dès cette année pour les chinois. En ce qui concerne les étudiants, ce nombre a baissé globalement de 19% en sciences de la vie. G Brumfiel; Nature 431 (16SEP04) 231.
Il n'y a pas de doute que sur le long terme, et si la tendance persiste l'influence de la science américaine en pâtira. Face à cet effet, les autorités cherchent à améliorer la coordination entre les nombreuses agences qui s'occupent de la sécurité face aux étudiants étrangers et qui prolongent énormément les délais de réponse, rendant caduques  les autorisations quand elles paraissent. La validité des autorisations pourra dépasser un an. Mais c'est quand même emplâtre sur jambe de bois. Il faut noter que, dans certains états comme la Californie, une réduction supplémentaire du nombre des étudiants étrangers dans les universités publiques est liée à des restrictions budgétaires.
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