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Concepts et Techniques 

1. On admet de fréquentes polyploïdisations au cours de l'évolution. Les évènements conséquents et le sort des doublons ainsi créés sont l'objet de publications et revues assez nombreuses depuis l'article fondateur d'Ohno en 1970 surtout ces dernières années du fait de l'apparition d'outils puissants, et j'ai rendu compte de certaines d'entre elles. Le cas du coton est évoqué dans une analyse de SP Otto; Trends in Ecology and Evolution 18 (SEP03) 431-433. Elle évoque l'article de KL Adams et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (15APR03) 4649–4654 qui a analysé le cas d'un allotétraploide récent (environ 1,5 million d'années) comportant deux exemplaires des deux génomes classiques A et D qui, eux, ont divergé il y a environ 7,5 millions d'années. Les niveaux de transcription des gènes des deux génomes A et D diffèrent considérablement entre les tissus de la plante. Ceci montre que les différences d'expression ont un rôle, et que la divergence est rapide au niveau de l'expression. Ceci explique pourquoi des gènes dupliqués persistent sous une forme fonctionnelle durant des millions d'années. La qualité de l'article est d'avoir envisagé de nombreux gènes et de nombreux tissus, ce qui renforce leurs conclusions. Les résultats sont reproductibles d'un individu à l'autre et peuvent être extrêmes. Ainsi le gène adhA, est uniquement transcrit du génome D dans les pétales et étamines et uniquement du génome A dans les carpelles.
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2. Un autre article, de GC Conant et al.; Genome Research 13 (AUG03) 2052-2058 traite de leur évolution. On observe une évolution à une cadence inégale de 20%–30% des paires de gènes dupliqués. Cette évolution asymétrique est apparemment due à une relaxation des contraintes de sélection. Immédiatement après la duplication, cette évolution et neutre dans la mesure où l'autre copie assure le travail. Mais cette période de neutralité n'a qu'une durée limitée fixée par l'apparition de modification des fonctions, qui entraînent une sélection sur les deux copies.

On se rend de plus en plus compte que les deux gènes jouent un rôle asymétrique dans la divergence. Ceci a été montré chez Saccharomyces cerevisiae.
L'évolution des lactate déshydrogénases mammaliennes a montré que la déshydrogénase C a évolué plus vite que la lactate déshydrogénase A (voir YJ Li et al.; Journal of Molecular Evolution 54 (MAY02) 614-624). ET Dermitzakis et al.; Molecular Biology & Evolution 18 (APR01) 557-562, ont montré que 6 des 12 gènes de facteurs de transcription de mammifères étudiés ont eu une évolution asymétrique. Si cette divergence est entraînée par la sélection naturelle, on devrait observer des patrons de substitutions différents. C'est effectivement le cas après la divergence souris/homme. Mais ce genre de constatations est encore mal assuré. 
La présence de substitution silencieuse (en principe neutres) peut masquer l'asymétrie. C'est pourquoi la comparaison directe des séquences nucléiques n'est pas très utile. Celle des acides aminés présente également des problèmes avec les témoins de calibrage, car un des gènes ayant évolué asymétriquement peut diverger plus que ne le fait le témoin hors groupe. Il y a donc aussi une sous-estimation. C'est pourquoi GC Conant et al. ont utilisé les codons eux-mêmes, car cela permet de distinguer les catégories de substitutions, synonymes ou pas, et l'ont appliqué aux deux levures complètement séquencées, S. cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe, ainsi qu'au nématode modèle Caenorhabditis elegans et à Drosophila. melanogaster.
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3. L'essentiel de la destruction des protéines (hors lysosomes) est assuré par le protéasome 26S dans les cellules mammaliennes. Celui-ci est constitué par le protéasome proprement dit 20S associé à des sous-unités régulatrices qui en font la structure 26S. Celui-ci est constitué par un empilement symétrique de deux anneaux de sous unités  centrales qui encagent le site actif, de deux anneaux de sous unités qui leur sont extérieures et qui possèdent, vers le haut et le bas, une restriction qui doit être ouverte pour laisser passer les substrats et produits, et sont coiffées, aux deux extrémités du canal du protéasome par une lèvre constituée de PA26 (ou sous-unité régulatrice 11S).

 La cavité entourée par les sous-unités  comprend deux sites chymotrypsin-like (coupant après un acide aminé hydrophobe), deux sites trypsin-like (coupant après un acide aminé basique) et deux sites caspase-like (coupant plutôt après un acide aminé acide). 

Des chercheurs de Merck, Bachem BioSciences et de Harvard ont analysé la coopération entre ces sites (avec l'idée de construire des inhibiteurs adéquats). AF Kisselev et al.; The Journal of Biological Chemistry 278 (19SEP03) 35869–35877. Ils ont utilisé ces inhibiteurs sur la levure pour montrer que des inhibiteurs des sites caspase-like stimulent les activités trypsin-like. Les substrats de ces sites inhibent allostériquement les activités chymotrypsin-like, alors que leurs inhibiteurs n'ont pas d'effet sur l'activité chymotrypsin-like. L'occupation des sites caspase-like stimule l'activité trypsin-like alors que les substrats des sites caspase-like inhibent l'activité chymotrypsin-like en se fixant hors du site catalytique.
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4. L'élimination par protéolyse, conséquence d'une ubiquitinylation, du répresseur de transcription Mat2 est requise pour deux mécanisme liés mais indépendants, l'élimination du complexe régulateur impliqué dans le type sexuel existant, et la prévention de toute fixation d'un complexe inapproprié. JD Laney et al.; Genes & Development 17 (15SEP03) 2259-2270. On savait que Mat2 a une vie très courte grâce à une démonstration génétique. Voir également le commentaire de WP Voth et al.; p.2201-2204.
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5. Une excellente revue sur l'évolution des promoteurs dans leur définition élargie (séquences régulatrices en cis, c'est à dire liée à la séquence codante) est parue avec GA Wray et al.; Molecular Biology & Evolution 20 (SEP03) 1377-1419. Cette évolution est cruciale, car les régulations sont au moins aussi importantes que celles des séquences codantes, par exemple, pour l'évolution des formes (voir ce qui se passe dans le passage des gastéropodes aux céphalopodes, §). Une séquence codante noyée dans un ADN aléatoire est inerte. L'élaboration progressive de ces séquences régulatrices a été peu étudiée. C'est pourquoi cette revue est intéressante.
Les données existantes indiquent qu'il existe une grande variabilité dans ces séquences au sein d'une population. Une fraction substantielle de ces variations a une importance fonctionnelle, et elle est donc soumise à sélection. 

La façon dont la régulation de la transcription a pu évoluer n'est pas facile à étudier et des défis conceptuels beaucoup plus grands que dans le cas des séquences codantes se posent. La sélection joue sur l'ensemble de la séquence codante et de son niveau d'expression. L'organisation des promoteurs est beaucoup plus fluctuante, et les séquences régulatrices d'un gène donné sont également présentes ailleurs. C'est le contexte qui est important. On ne peut prévoir la fonction promotrice d'une séquence et surtout son efficacité, et on doit l'essayer pour obtenir ces données. 

Il faut également inclure dans l'analyse les protéines reconnaissant non seulement les séquences régulatrices, mais plusieurs sites différents dans ces séquences (reconnus par les facteurs et co-facteurs de transcription) au sein d'un complexe où les interactions protéiques sont décisives. C'est le produit de toutes ce interactions qui est sélectionné.

La revue souligne trois points importants: les changements évolutifs font intervenir des composants qualitatifs et quantitatifs dans le génome, on ne peut analyser cette évolution sans avoir une vue claire des acteurs, et enfin que tout ceci n'est pas si facile à analyser.
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6. Le fait que la cellule est une purée organisée de macromolécules où les problèmes d'encombrement stérique sont nombreux est un fait évoqué depuis longtemps, y compris dans ce Bulletin (voir celui de Janvier 2002 §1, par exemple, avec la revue de RJ Ellis; Trends in Biochemical Sciences 26 (OCT01) 597-604). L'auteur récidive en tirant parti d'une réunion sur le sujet (EMBO Workshop: Biological Implications of Macromolecular Crowding, 14–18 Juin 2003), avec RJ Ellis et al.; Nature 425 (04SEP03) 27-28.

Il y a environ 400 g/L. de macromolécules, ce qui signifie qu'entre 5 et 40% du volume cellulaire est physiquement occupé. 

Une proportion encore plus grande est évidemment inaccessible à des molécules de la même taille, car les espaces libres sont trop petits pour elles. Ainsi lorsque 30% du volume est occupé par des billes identiques, moins de 1% du volume restant est libre pour des billes identiques sans déplacer les autres. On est donc loin des conditions d'un tube à essai de chimiste. 

Une des conséquences est que toute réaction dégageant du volume est thermodynamiquement favorisée. Il faut cependant rappeler que ceci dépend de la forme et de la taille des macromolécules. Par ailleurs, cet encombrement réduit la diffusion moléculaire. L'ensemble de ces considérations a des conséquences sur le fonctionnement cellulaire. La revue résume les contributions des divers participants à ce colloque.
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7. stabilité des gros plasmides est envisagé dans F Hayes; Science 301 (12SEP03) 496-1499. Le contaminant alimentaire Bacillus cereus, l'agent du charbon B.anthracis, et le biopesticide B. thuringiensis sont très proches les uns des autres bien que, vus par l'homme, ils soient considérés de façon très différente. Le problème de la virulence de ces souches est de même nature que la résistance aux antibiotiques, dont on sait qu'elle est facilement transmise sous des pressions de sélection adéquates. 

Comme de bien entendu, c'est la cellule porteuse du plasmide qui est sélectionnée, et les cellules ayant perdu, pour une raison ou une autre, le plasmide se trouvent défavorisées. Mais ceci n'est pas confiné aux mécanismes à base plasmidique, car des complexes chromosomiques de même nature peuvent intervenir. 

Un regain d'intérêt pour les mécanismes en jeu comme les complexes toxine-antitoxine tient au fait que l'on envisage maintenant de les utiliser. C'est un pendant des bactériocines et antibiotiques, mais qui agissent ici d'abord à l'intérieur de la cellule cible, alors que les bactériocines agissent de l'extérieur sur "les autres". 

, Si le composant antitoxine n'est pas présent (le concept inclue la restriction-modification où des nucléases spéciales attaquent les ADN qui ne sont pas protégés par une enzyme modifiant chimiquement l'ADN pour le protéger) le composant toxine estropie la cellule. D'où l'idée de dissocier la toxine de son élément protecteur. 

Les cassettes de ces systèmes portent toujours le composant antitoxine avant celui de la toxine, avec un recouvrement entre les deux séquences et une régulation commune, assurant l'expression simultanée. 

Il y a, cependant, quelques exceptions intéressantes où l'antitoxine assure à elle seule la régulation, ou un troisième composant s'en charge. 

La toxine est toujours une protéine stable, tandis que l'antitoxine est labile (type II), ou bien un ARN antisens non traduit (type I) ce qui signifie que le système doit être fonctionnel en permanence pour éviter une autodestruction de la cellule. 

La neutralisation de la toxine se fait donc par séquestration dans le type II, et par un blocage de la traduction de son messager, puis sa destruction dans le type I. La perte du plasmide laisse passer dans la cellule dépourvue de plasmide la toxine stable provenant de la cellule mère, mais pas l'antitoxine à courte vie.

Le système de type I le mieux caractérisé correspond au locus hok-sok du plasmide R1 d'Escherichia coli. Le gène "toxique" hok code un transcrit non traductible à cause d'une structure secondaire complexe. Mais, laissé en l'état, il se tronque progressivement dans sa partie aval ce qui permet alors, en principe, une traduction, mais celle-ci est bloquée par le transcrit de sok complémentaire de la partie amont (5') du messager de hok. Le duplex ainsi formé est alors dégradé par une RNase III. La neutralisation est donc irréversible. Le gène hok code une protéine de 52 acides aminés qui crée des pores dans la membrane plasmique.

La majorité des systèmes toxine-antitoxine sont, cependant, de type II avec une protéine toxique séquestrée par l'antitoxine. Les antitoxines sont instables car dégradables par les protéases cellulaires Clp et Lon, entre autres. 

On connaît très peu de cibles intracellulaires des toxines de type II (protéiques) de ces systèmes, ce qui est probablement lié à la difficulté à travailler avec des toxines pour la cellule. La cible de la toxine CcdB du fameux plasmide conjugatif F est la mieux connue. Elle interfère avec le fonctionnement de la sous-unité catalytique GyrA d'une topoisomérase II DNA gyrase. Son fonctionnement mime l'action des quinolones, même si le site sur la sous-unité de la gyrase n'est pas le même.

La toxine ParE du complexe ParDE du plasmide RK2 bien qu'évolutivement très différent de CcdB, attaque également une gyrase, ce qui est un peu étonnant, sauf à admettre que les gyrases sont des proies faciles (et indispensables à la cellule). 

Le plasmide R1 d'E. coli exprime le complexe protéique (de type II donc), Kis-Kid, en sus du système de type I hok-sok. La toxine Kid inhibe la réplication de l'ADN dépendant de DnaB. Kid et CcdB présentent des structures tridimensionnelles très voisines malgré une faible similitude de séquence. Elles attaquent, cependant leurs cibles respectives, DnaB et DNA gyrase sur des surfaces opposées des cibles. Mais on ne connaît guère d'autres cibles.

La revue examine la situation dans les bactéries pathogènes où ces mécanismes sont très répandus et où les plasmides jouent un grand rôle dans la virulence et la pathogénicité. 

Shigella flexneri contient un grand plasmide qui permet l'invasion des cellules intestinales. Ce plasmide porte un module de type II, mvpAT, que l'on retrouve dans beaucoup d'autres bactéries pathogènes. 

Les modules des bactéries Gram+ sont différents. Le plasmide pSM19035 de Streptococcus pyogenes code une cassette de type II avec une énorme toxine  formant un complexe hétérotétramérique 22 avec son antitoxine. La toxine  est probablement une phosphotransférase avec un motif liant l'ATP. Ce motif est masqué, dans l'hétérotétramère, par une hélice de l'antitoxine . L'activité ATPase de la toxine  est donc probablement importante pour sa toxicité. Son démasquage par absence de l'antitoxine  restaure alors sa toxicité. Mais on n'en connaît pas la cible. 

Le plasmide pAD1 d'Enterococcus faecalis est un plasmide de virulence conjugatif. Le locus par possède un module de type I codant une toxine de 33-amino-acides et une antitoxine ARN. C'est, d'ailleurs, le seul système de type I chez les Gram+. 

On a pu caractériser, par analyse informatique, une cassette de type II, axe-txe, dans le plasmide pRUM porteur de nombreuses résistances aux antibiotiques, dont la vancomycine, chez des isolats cliniques d'Enterococcus faecium. Son caractère fonctionnel a été ultérieurement démontré. 

Cette cassette se retrouve chez un plasmide cryptique de Francisella tularensis, un agent de zoonoses qui fait partie des agents officiels de bioterrorisme.

Mais les chromosomes bactériens contiennent également de tels modules, mais avec des fonctions différentes. Il existe, chez les bactéries, l'équivalent de la mort cellulaire programmée avec lyse d'un certain nombre de cellules en carences prononcées, comme si les cellules se suicidaient pour fournir de la nourriture aux survivantes. On a retrouvé dans le génome d'Escherichia coli plusieurs modules assurant ce suicide et d'autres se limitant à provoquer une interruption du cycle cellulaire (et induisant, de ce fait, une dormance). 

Plusieurs éléments de type hok-sok ont été détectés dans le génome d'E.coli K12 (la souche de laboratoire la plus connue), mais ils sont maintenant inactifs. Ils doivent probablement exister sous une forme fonctionnelle chez les E.coli sauvages. 

Le génome de la souche K12 contient également des éléments de type II, comme chpBIK, mazEF, relBE, et yefM-yoe. Le locus ecnAB en fait certainement partie. Mais la toxine correspondante est synthétisée activement, au lieu de persister plus longtemps que l'antitoxine. Elle est synthétisée en stress osmotique durant la phase stationnaire, la justification biologique ne m'étant pas évidente. 

Le locus mazEF ressemble au système Kis-Kid du plasmide R1. Il intervient lors de carences. Son expression est, ainsi, bloquée en présence du signal de carence en acides aminés ppGpp (3',5'guanosine bispyrophosphate), la toxine MazF est alors libérée de son complexe avec MazE, mais la cible exacte est encore inconnue. On connaît, cependant, celle du système relBE qui est activée en réponse à une carence en acides aminés , et donc à un signal ppGpp. RelE est un inhibiteur de la traduction, mais n'intervient qu'au cours de la traduction et pas sur les messagers libres. L'effet bactériostatique est parfaitement réversible, ce qui est souhaitable, par intervention de RelB qui est ensuite produite. RelBE et MazEF sont manifestement des modulateurs des réponses aux déficiences nutritionnelles.
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Les Productions Végétales

Les gènes et les génomes 

8. Un énorme consortium américain (auquel a participé un chercheur de l'INRA de Montpellier) a analysé la structure génomique du blé hexaploïde Triticum aestivum, de la variété classique Chinese Spring. AD Akhunov et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 10836-10841.

Il a utilisé 3 977 ESTs (Expressed Sequence Tags) pour repérer la position des gènes correspondants. (wheat.pw.usda.gov/NSF/progress_mapping.html)

On sait que le génome des blés hexaploïdes actuels (ABD) est issu de Triticum urartu (A), Aegilops speltoides ou un proche parent (B), et Aegilops tauschii (D). On savait, qu'à part quelques grosses translocations plus quelques inversions (notamment dans le chromosome 4A) bien analysées, l'architecture des trois garnitures est relativement bien conservée. On constate la même concordance chez d'autres membres des Triticacées, dont l'alliance Triticum–Aegilops fait partie, notamment les génomes E (Lophopyrum elongatum) et des graminées plus éloignées comme l'orge (génome H).

C'est la structure fine qui est analysée dans cet article. Les chromosomes grossièrement réarrangés, comme le chromosome 4A, le bras court du chromosome 7B et le bras long du chromosome 5A, ont été éliminés de cette étude. 

Le génome des blés est marqué par une abondance de duplications, et un quart des gènes ont donné lieu à des duplications engendrant des gènes paralogues.

Globalement il y a deux fois plus de loci uniques dans le génome B que dans les génomes A et D, et les synténies sont moins bonnes entre ce lot de chromosomes et les génomes A et D. Les niveaux de synténie (ordre des gènes) au sein des chromosomes du blé décroissent au fur et à mesure qu'on s'éloigne du centromère (voir plus bas). Une délétion ou une insertion réduisent d'autant la longueur du chromosome où la synténie est observée. Le niveau de synténie décroît également en fonction du taux de recombinaisons. Les duplications sont préférentiellement localisées dans les zones à fortes fréquences de recombinaison. Cette fréquence augmente comme le carré de la distance au centromère. On avait déjà établi une telle corrélation en comparant le chromosome 1 du riz et le chromosome 3B du blé qui sont homéologues, mais la distance est quand même grande entre ces deux graminées, c'est pourquoi l'étude comparative a été réalisée entre les chromosomes homéologues du blé. 

Ces différences peuvent être attribuées au système reproductif des ancêtres diploïdes du blé.
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9. Les chromosomes B sont des anomalies génétiques énigmatiques connues depuis longtemps, mais sans justification connue. Ce sont des chromosomes surnuméraires et facultatifs présents chez certains organismes et à hérédité non mendélienne. Ils ne portent aucun gène, sauf exceptions. Ils ne donnent pas lieu à des recombinaisons avec les chromosomes normaux (chromosomes A) et vivent leur vie propre sans se soucier du reste de la garniture chromosomique. C'est, admet-t-on, une forme de ces ADN "égoïstes" qui ne sont probablement pas si "égoïstes" que cela, compte tenu de ce que l'on découvre en ce moment pour d'autres formes de ces ADNs. 

On en retrouve un peu partout chez les plantes et les animaux (y compris les Mammifères). Une revue sur les chromosomes B des plantes, et plus particulièrement chez le maïs, où ils sont finalement les mieux connus, est parue dans N Jones et al.; Trends in Plant Science 8 (SEP03) 417-423.
On les a d'ailleurs utilisés pour des études particulières et pour, par exemple, identifier la structure des centromères. Chez d'autres espèces ils ont été utilisés pour diploïdiser des allopolyploïdes grâce à leurs capacités d'appariements et leur influence sur les fréquences des recombinaisons en modulant la fréquence de formation des chiasmas et leur distribution dans les chromosomes A comme chez le seigle, par exemple.

On admet qu'à quelques exceptions près (et encore), ce sont, chez les plantes, des parasites génétiques qui maintiennent leur polymorphisme par un mécanisme lié à une asymétrie du fuseau qui tire ces chromosomes vers l'un des pôles à la méiose, ou dans la division du tube pollinique. Les descendants ont, en effet, plus de chromosomes B que les parents. 

Il est vraisemblable que ces chromosomes ont des origines multiples, et c'est leur non-élimination qui est mystérieuse. Ils peuvent constituer une réponse à un changement brutal dans les conditions génétiques, comme lors d'une hybridation interspécifique, ce qui n'est pas trop rare chez les plantes. Les réarrangements inévitables, chez les animaux qui survivent, créeraient les conditions d'apparition de ces chromosomes B. On admet que ce sont des mosaïques de séquences issus des chromosomes A (normaux). 

L'amplification spontanée de séquences répétées est une cause supplémentaire d'apparition. C'est peut-être le cas des séquences codant les ARNs ribosomaux. Chez le plantain Plantago lagopus, l'apparition des chromosomes B semble associée à une amplification massive des séquences codant l'ARN 5S, après fragmentation d'un chromosome A aneuploïde.

Les chromosomes micro-B de Brachycome dichromosomatica (une composée de Nouvelle Guinée) sont probablement liés à une amplification rapide d'autres séquences répétées en tandem. Brachycome possède des parties télomériques (hétérochromatiques) qui sont également facultatives dans ses chromosomes, et qui pourraient constituer une base de départ pour la formation de ses chromosomes B.
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10. Un article curieux de H Won et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 10824-10829, indiquerait qu'un transfert de gènes mitochondriaux auraient eu lieu, il y a entre 2 et 5 millions d'années, de plantes à fleurs très récentes évolutivement, les Astéracées, vers une Gymnosperme primitive, Gnetum. 

Un clade asiatique de cette plante possède deux copies de l'intron 2, dont un ressemble beaucoup à celui d'Angiospermes et plus particulièrement des Euastéracées. On retrouve, en effet, les exons b et c et l'intron 2 interposé du gène mitochondrial nad. La structure de cette séquence dupliquée indiquerait une origine euastérienne. On la retrouve chez un proche parent des Gnetum, Welwitschia des déserts namibiens (utilisant la rosée comme source d'eau) et plus qu'un signal faible par hybridation chez Ephedra. Il y aurait donc eu des pertes répétées de cette structure.
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11. Une carte de recombinaison à haute densité du sorgho a été établie. JE Bowers et al.; Genetics 165 (SEP03) 367-386. Elle comporte 2512 loci espacés, en moyenne, de 0,4 cM (
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12. T Zhu; Current Opinion in Plant Biology 6 (OCT03) 822–829 discute de l'utilisation des techniques de réseaux. Elles permettent non seulement une analyse parallèle à grande échelle de l'expression génique, mais aussi à valider des annotations. Elles permettent, en particulier, de distinguer les rôles des différents gènes d'une famille ou des familles très proches. Ce qui est peut-être plus intéressant encore, est que l'on peut analyser la variabilité intraspécifique de ces gènes, ce qui devrait jouer un grand rôle dans la sélection des variétés de plantes cultivées.
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Le développement

13. Un mutant monogénique et récessif de riz présentant des racines latérales atrophiées, mais très abondantes est décrit par B Rani Debi et al.; Plant Science 165 (OCT03) 895-903.Il est également affecté dans le nombre et la taille des poils absorbants qui sont réduits.

Ce mutant dénommé alf1 (altered lateral root formation) a été isolé dans des plants issus de cultures de tissus. Les observations suggèrent que l'élongation racinaire et des poils absorbants est conditionnée par l'auxine et que le phénotype des mutants est causé par un défaut dans le transport ou la perception de l'auxine.
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14. Deux revues sur le rôle des cytokinines sont parues avec SH Howell et al.; Trends in Plant Science 8 (SEP03) 453-459 sur leur rôle dans la différenciation de la tige, et A Heyl et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (OCT03) 480-488, plus générale mais aussi plus claire, sont parues. 

Ce n'est pas un problème nouveau, mais les données se modernisent progressivement. Les étapes dans la progression du signal sont connues il s'agît, maintenant, de déterminer comment ces étapes se placent dans la différenciation de la tige. Deux points sont importants : le déclenchement de cette différenciation en un site et le blocage de la formation quand ce n'est pas prévu, notamment dans le cas de la dominance apicale. 
Il persiste des questions sur l'identité des processus au cours de la régénération en cultures cellulaires et in planta. 

On peut essayer de répondre à ces questions en utilisant des mutants et en manipulant le niveau des cytokinines par transgenèse. On a surtout utilisé l'expression de gènes d'isopentenyle transférase ipt bactériens. Leur surexpression élève les niveaux de zéatine. Les effets sont pleïotropes et ne portent pas que sur la formation de la tige.

Les gènes ipt de plantes ont été récemment découverts, et neuf sont présents dans le génome d'Arabidopsis. Ce sont manifestement des gènes de synthèse de cytokinines, deux sont plutôt des gènes ipt impliqués dans la synthèse des tARNs.

Le gène Shooting (Sho) est l'un de ces gènes chez le Pétunia. Sa surexpression entraîne une formation de tiges en cultures, et une croissance buissonnante in planta. En réalité la surexpression de divers gènes ipt de plantes aboutit à des spectres différents de cytokinines que ceux de bactéries ce qui sème parfois le doute sur les extrapolations. 

Le mutant amp1 (altered meristem program 1) d'Arabidopsis montre des effets pleïotropes de type "cytokinines". Il code, curieusement, une glutamate carboxypeptidase, c'est à dire un métallo-protéase. Il est donc probable que le gène AMP1 intervient ailleurs que dans la synthèse des cytokinines.

L'utilisation de cytokinines oxydases permet, en principe de diminuer le niveau de cytokinines, car ce sont de enzymes du catabolisme de cette hormone. Un gène de cette enzyme a été cloné chez le maïs. On a exprimé un gène d'Arabidopsis dans des tabacs transgéniques. Les plantes sont naines, possèdent des méristèmes restreints, peu de feuilles et un niveau bas de cytokinines comme attendu. Comme déduit, il y a longtemps, d'expériences en cultures de tissus, les effets des cytokinines sur- ou sous-exprimées sont opposé sur les méristèmes caulinaires et racinaires. C'est d'ailleurs à ce propos que des doutes sur l'extrapolation de cultures à la plante sont apparus. Les manipulations en cultures ont été surtout étudiés pour un effet donné, la différenciation des tiges, mais pas pour correspondre aux niveaux physiologiques. 

Le signal est transmis par une cascade de phospho-relais His à Asp, avec un phosphotransmetteur et des protéines régulatrices réceptrices, caractéristiques des systèmes à deux composants. 

La dissection génétique de la voie a été amorcée par la découverte du gène CKI1 (CYTOKININ INDEPENDENT 1), un gène permettant la formation directe sans cytokinine de tiges sur des cals. Il code une histidine kinase de récepteurs à deux composants. Il ne s'agit cependant pas du récepteur des cytokinines, et son rôle reste énigmatique. CKI1 est surtout indispensable à la formation des gamètes femelles.

Il semble que ce soit plutôt CRE1 (CYTOKININ RESPONSE 1 alias AHK4), découvert en 2001, qui soit le vrai récepteur. Il répond aux cytokinines de type isopentenyle et zéatine et aux herbicides à fonction cytokinine, notamment les dérivés de diphenylurées, comme le thidiazuron, à des concentrations de 5.10-8 M. Il existe trois de ces récepteurs, avec CRE1/AHK4 surtout exprimé dans la racine, tandis qu'AHK2 et AHK3 sont ubiquistes. CRE1/AHK4 est, d'ailleurs, le seul élément de la cascade qui ait été placé dans un contexte fonctionnel.

Il est exprimé dans les quatre cellules intérieures de l'embryon au stade globulaire qui vont donner le système vasculaire et cette expression reste liée à la vasculature de la racine durant toute l'embryogenèse. un des allèles de ce gène, wooden leg, est ainsi dénommé car le récepteur muté entraîne l'absence du phloème et une production compensatrice de xylème. Par ailleurs, 

Ce récepteur transmet son signal d'activation via des HPts (Histidine Phosphotransfer proteins, AHPs chez Arabidopsis). Arabidopsis en code cinq ou six d'environ 12 kDa. AHP1 s'accumule dans le noyau de façon transitoire après stimulation par de la zéatine, comme AHP2. La surexpression d'AHP2 n'a pas d'effet frappant, sauf que la croissance de la racine est plus facilement inhibée par les cytokinines. 

AHP1, AHP2 et AHP3 interagissent avec le facteur de transcription potentiel TCP10 (un facteur voisin du fameux facteur TB1 (Teosinte Branched 1) qui a permis le développement du maïs à partir de Teosinte.

Les cibles nucléaires de cette voie sont de deux types (A et B) appelées régulateurs de réponse (RRs). Le type B porte un domaine activateur de transcription, tandis que le type A n'en possède pas et peut fonctionner aussi bien comme activateur (notamment lors d'une surexpression stable) que comme répresseur de transcription (peut être par compétition). Les cibles des types B ont été identifiées avec des séquences plus (Cis-Acting Regulatory Elements) dans les promoteurs avec des motifs 5'(G/A)GAT(T/C)-3'. 

Le génome d'Arabidopsis code 10 à 11 RRs type A et 11 à 12 RRs type B, mais il reste à prouver la fonctionnalité de la plupart d'entre eux. Ceci indique que les réponses (aux cytokines entre autres, parmi toutes les voies activées par ces récepteurs) sont probablement très diverses.

Ainsi ARR2 intervient, par exemple, sur des gènes qui codent plusieurs composants du complexe 1 de la chaîne respiratoire mitochondriale, ce qui a des conséquences sur le développement du pollen. ARR4 s'accumule en réponse à la lumière et stabilise sous sa forme active le phytochrome B en interagissant avec son extrémité N-terminale. Enfin les dialogues entre voies hormonales sont illustrés par les interactions avec AtDBP1 et AtDBP2 (DNA Binding Proteins d'Arabidopsis thaliana) identifiées, par ailleurs, comme répondant à l'auxine.

ARR1, ARR2 et ARR10 (type B) activent la transcription de plusieurs ARRs, directement et sans intervention de cytokinines, bien que ces dernières puissent renforcer l'effet. Par ailleurs, il existe une redondance manifeste entre les ARRs.

Les ARRs de type A possède une séquence acide de ciblage vers le noyau pour six d'entre eux (ARR3, ARR4, ARR7, ARR8, ARR9, ARR15) et l'expression de ARR4, ARR5, ARR6, et ARR7 est fortement activée en 10 minutes par une cytokinine. ARR5 est surtout exprimé dans les méristèmes caulinaires et racinaires où le rôle régulateur de ces hormones est manifeste. 

En ce qui concerne le développement de la tige, on a pu l'analyser par réseaux d'oligonucléotides (P Che et al., Plant Cell 14 (2002) 2771–2785). Il apparaît qu'une série de vagues d'expressions ont lieu quand on passe du milieu induisant les cals à celui induisant la formation des tiges (avec les réserves sur la signification de ces transformations forcées) avec chaque gène souvent exprimé lors de l'une seule de ces vagues. 

La moitié des gènes de fonction connue surexprimés sont des facteurs de transcription, ce qui n'est pas étonnant. Les méristèmes caulinaires s'organisent quand a lieu la détermination de la tige, moment où le gène CUP SHAPED COTYLEDON 2 (CUC2) est fortement stimulé. Les deux gènes CUC1 et CUC2 codent des facteurs de transcription particuliers et sont utiles, de façon redondante, à l'expression de SHOOTMERISTEMLESS (STM) et à la formation du méristème.

STM et WUSCHEL (WUS) sont stimulés à cette étape, mais ne peuvent à eux seuls entretenir un tel méristème dont ils induisent la formation. Les cytokinines et KNAT1 sont associées dans cette fonction mais les cibles de KNAT1 ne sont pas connues.
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La Reproduction des Plantes

15. La germination du pollen dépend d'une protéine liant la calmoduline. Plusieurs gènes codant des protéines de ce type,n NPG1, NPGR1 et NPGR2, viennent d'être caractérisées chez pour. M Golovkin et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (02SEP03) 10558-10563. La calmoduline est un capteur multifonctionnel de calcium. 
NPG1 (No Pollen Germination1) est seulement exprimé dans le grain de pollen sans qu'il y soit indispensable pour la gamétogenèse, mais l'est pour sa germination, tandis que NPGR1 et NPGR (pour NPG Related) sont exprimés dans le pollen mais aussi dans d'autres tissus..
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16. Chez Brassica rapa, l'auto-incompatibilité reproductrice est assurée par une interaction entre un déterminant du stigmate de l'ovaire et un du pollen le système. Celui-ci est régulé au niveau du sporophyte par de très nombreux haplotypes (allèles) du seul locus S. Trois gènes très polymorphes de ce locus interviennent: SP11/SCR, SRK (S-locus Receptor Kinase) et SLG (S-locus glycoprotein). SRK et SLG sont les facteurs femelles. SRK code un récepteur transmembranaire à kinase de sérine-thréonine caractérisant le stigmate. Il ne doit pas y avoir de concordance entre les haplotypes du pollen et du stigmate, ce qui empêche l'auto-fécondation. SLG est une glycoprotéine pariétale très abondante, ressemblant beaucoup au domaine extracellulaire de SRK et qui doit faciliter la reconnaissance du pollen par SRK. Ils sont exprimés dans les papilles des stigmates, juste avant l'ouverture de la corolle. Le déterminant mâle est encore énigmatique. 

SP11 code une petite protéine riche en cystéines, qui caractérise un pollen donné, et qui est issue du tapetum de l'anthère et s'incruste dans la paroi du pollen. La structure en solution de SP11 vient d'être établie. M Mishima et al.; Journal of Biological Chemistry 278 (19SEP03) 36389-36395.
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La Physiologie des Plantes 

17. Le numéro d'Octobre de Current Opinion in Plant Biology est consacré aux signaux du milieu (abiotiques), et leur conséquence sur l'expression génique chez les plantes. 

On a souvent conçu les cascades induites comme linéaires. L'analyse des génomes mais et du riz a montré que les choses sont certainement plus compliquées. On a décelé plus de 600 gènes de protéines kinases et 1800 gènes de facteurs de transcription. On trouve plus de 600 gènes de protéines à F-box qui sont des récepteurs qui ciblent leurs substrats vers l'ubiquitinylation, et donc la destruction.
Un grand nombre de ces gènes ont des fonctions redondantes qui donnent une flexibilité accrue pour contrebattre l'absence d'une réponse de fuite contre les agressions du milieu comme c'est le cas chez les animaux. 

K Shinozaki et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (OCT03)814–821 fait le point sur les techniques génomiques, qui permettent d'identifier les gènes et les réseaux de régulation mis en œuvre lors de stress abiotiques comme le froid et la sécheresse. Un premier groupe de gènes protège la plante contre le stress, et un deuxième code des régulateurs des réponses faisant intervenir ou non l'acide abscissique (ABA) et ces réponses sont partagées avec celles à d'autres stress. 

Plus de la moitié des gènes induits par la sécheresse sont également induits par la salinité (qui revient au même sur le plan physique, par une soustraction d'eau disponible) ou par l'ABA, mais seulement 10% de ceux induits par le froid. Les interactions entre voies induites par les stress sont également dues à des motifs des promoteurs cibles partagés.

JK Zhu; p.845–849 s'intéresse aux canaux ioniques des plantes et à l'homéostasie des ions lors des stress salins. Lors d'un stress salin, les plantes maintiennent une concentration élevée de K+ et de faibles concentrations de Na+ en jouant sur leurs transporteurs respectifs et les gradients de protons. La cascade de transduction utilisée: SALT OVERLY SENSITIVE1 (SOS1), SOS2 et SOS3 sont analysées. Il est vraisemblable que SOS 1 est, à la fois, un capteur et un transporteur de Na+, et que SOS3 qui lie le calcium et qui est myristoylée, forme un complexe avec la sérine thréonine kinase SOS2 activée par le calcium en stress salin.. 

P Gyula et al.; p;850–856 s'intéressent aux signaux lumineux, à leurs capteurs et au cascades de signaux en aval. On a identifié quatre capteurs de lumière des différentes longueurs d'onde: phytochrome, phototropine, cryptochrome et un capteur d'UV-B non encore identifié. Ces photorécepteurs sont localisés dans le cytoplasme ou dans le noyau où ils régulent l'activité de facteurs de transcription après leur translocation sous l'effet du stimulus lumineux. 

PD Hare et al.; p.857–866 traite du rôle du système ubiquitine-protéasome dans les régulations. Il spécule sur le rôle des destructions de protéines dans l'intégration des voies de transduction des signaux. La protéine de type RING (pour "a REALLY INTERESTING NEW GENE"!!!), CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1) permettent la stabilisation d'HYPOCOTYL5 (HY5). COP1 et HY5 agissent en sens opposé. HY5 est un facteur de transcription se fixant directement sur les promoteurs des gènes dépendant de la lumière. COP1 interagit avec HY5 et freine son activité en l'envoyant vers le protéasome, après ubiquitinylation, où elle est dégradée. Dans le cas de l'acide abscissique (ABA) le facteur de transcription ABA-INSENSITIVE5 (ABI5) bloque la germination des graines en l'absence d'eau. ABI5 est normalement dégradé par la même voie au cours de la germination. La protéine AFP (ABI FIVE INTERACTING PROTEIN) réprime le signal ABA en provoquant la dégradation d'ABI5.

On a récemment révélé l'implication de plusieurs protéines interagissant avec des ARNs dans la transduction du signal ABA. Ceci indique d'autres mécanismes, post-transcriptionnels, dans la transduction de ce signal. JM Kuhn et al.; p.867–873 s'intéressent à ces aspects, notamment dans le cas du pilotage des cellules de garde des stomates.

Les fonctions de l'acide abscissique sont probablement beaucoup plus nombreuses qu'on ne le pensait. C'est ce qu'analysent A Himmelbach et al.; p.874– 883.
A Heyl et al.; p.884–892 s'intéressent, eux, à l'intervention des cytokinines (voir le §). 

Les gibberellines (GA) sont des diterpénoïdes tétracycliques, régulateurs de croissance. K Gomi et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (OCT03) 893–897 analysent la cascade de transduction de leur signal. Ce dernier subit des régulations complexes. Il existe aussi bien des régulations positives (par GAMYB et des protéines G hétérotrimériques) et négative (repressor of ga1–3 [rga], gibberellic-acid insensitive [gai], slender1 [sln1], slender rice1 [slr1] et Reduced height [Rht]). Rht, est le gène de nanisme utilisé dans les cultivars de blé où ils favorisent la production de grains aux dépens de celle de la paille. Les régulateurs négatifs sont nucléaires et empêchent le signal de parvenir au génome. Ils sont rapidement détruits en présence de GA. SPINDLY code un de ces régulateurs négatifs. GA-INSENSITIVE DWARF2 (GID2), possède une F-Box (voir plus haut) et intervient donc dans la destruction de protéines.

Enfin les brassinostéroïdes interviennent dans de multiples aspects de la physiologie des plantes. Plants. J Li; p.898–903 montre que la transmission du signal n'a pas lieu comme pour les stéroïdes animaux. Chez les plantes deux récepteurs à kinases et répététions riches en leucines (LRR) BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 (BRI1) et BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 (BAK1) forment un hétérodimère, et une kinase cytoplasmique et deux protéines nucléaires interviennent dans la translocation du signal (voir le Bulletin de Juillet §25).

Le rôle du calcium est également mentionné. SAMG Scrase-Field et al.; p.904– 910. La perception du Ca2+ extra-cellulaire fait intervenir un récepteur dans les cellules de garde des stomates. C Han et al.; Nature 425 (11SEP03) 196-200.
NO régule les canaux à K+ et Cl- via des voies faisant intervenir une cascade cGMP-dépendante. NO régule les canaux sensibles au Ca2+ en libérant du Ca2+ intracellulaire qui stimule ces canaux. Cette voie est une voie particulière parmi celles évoquées par l'acide abscissique. Ceci a été montré chez Vicia. C Garcia-Matta et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 11116-11121.
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18. A Diévart et al.; p.911–920 examinent les structures des familles de gènes de kinases Receptor Like (RLKs). On en a trouvé 610 dans le génome d'Arabidopsis. Ils examinent leurs rôles potentiels dans la perception des signaux, notamment dans le méristème caulinaire, avec les domaines impliqués. Les deux familles des RLKs et des récepteurs à histidine kinase à deux composants et la diversification de leur impact sont liées aux facteurs en aval dans beaucoup de cas. C'est pourquoi on analyse les interactions protéine/protéine pour caractériser les complexes en aval des récepteurs.
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19. Une même voie conduit à des photopériodes différentes chez le riz et Arabidopsis. Le rôle de CONSTANS (CO) d'Arabidopsis, est inversé, activant un gène en aval dans la voie chez Arabidopsis, mais réprimé chez le riz. (Voir les Bulletins d'Avril §24 et §25, de Juin §11). F Cremer et al.; Trends in Plant Science 8 (SEP03) 405-407 reviennent sur le sujet. 

 GIGANTEA (GI) est une grosse protéine nucléaire nécessaire à la transcription de CO. L'abondance de son messager est gouvernée par l'horloge circadienne. Les capteurs de lumière comme le phytochrome A (phyA) et le cryptochrome 2 (cry2), eux, font entrer la composante lumineuse dans la mesure de la longueur du jour en activent CO à un niveau post-transcriptionnel. CO est une protéine nucléaire à doigt à zinc qui active la transcription de FLOWERING LOCUS T (FT) chez Arabidopsis, Hd1 (Heading date) étant l'orthologue du riz et Hd3a l'équivalent de FT, mais avec un effet opposé, car il bloque l'activité de ce gène au lieu de la stimuler comme dans le cas de FT chez Arabidopsis. CRY2 et PHYA activent CO tandis que SE5 (PHOTOPERIODIC SENSITIVITY 5) active Hd1 et inhibe Hd3a. le rôle des phytochromes chez le riz reste à préciser.
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20. Les -zéines du maïs en constituent la principale réserve protéïque de l'albumen. Ce n'est, on le sait, pas une protéine équilibrée pour l'alimentation animale, et les aliments à base de maïs doivent être enrichies en lysine. En effet les zéines sont anormalement riches en acides aminés hydrophobes, au détriment des autres. La mutation opaque-2 (o2), en réduisant la quantité de cette protéine diminue le déséquilibre (ce qui nuit au rendement). La transcription des -zéines de 22 kDa est réduite de 90% et celle des -zéines 19 kDa de 45-70%. En effet tous les gènes de -zéines de 22 kDa ne sont pas gouvernés par O2. opaque-2 code un activateur de transcription qui reconnaît le motif GCN4/jun des promoteurs. La mutation o2 est malheureusement récessive, et réprime plusieurs autres fonctions dans l'albumen. Elle n'est donc pas idéale bien que, faute de mieux, elle soit largement utilisée dans certains cultivars de maïs. En effet l'albumen des mutants est friable, et les plantes sont vulnérables aux insectes. On a, depuis, éliminé progressivement certains de ces défauts.

On peut, comme le montrent G Segal et al.; Genetics 165 (SEP03) 387-397, obtenir des mutations dominantes ayant le même effet, sans bloquer la synthèse de O2. 

Les auteurs ont utilisé l'interférence ARN, avec une ARN dérivant du gène de la zéine 22kDa. La commande de cet ARN est élaborée, car elle ne fonctionne que dans un hybride avec introgression d'un activateur procaryote, présent dans l'un des parents, dans l'autre parent où le gène codant l'ARN interférant est sous la commande d'un promoteur minimal avec des séquences reconnues par l'activateur.
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Les Symbioses

21. La culture de la Luzerne est souvent pratiquée, dans les régions arides ou semi-arides dans des sols salins, ne serait-ce qu'à la suite d'une irrigation intensive. Des chercheurs de Antwerpen et du Friedrich Miescher Institut ont sélectionné une Luzerne nodulant correctement dans ces conditions après sélection en culture de cals pour une osmotolérance. D Djilianov et al.; Plant Science 165 (OCT03) 887-894. La partition des métabolites dans leurs nodules est analysée. L'un des chercheurs est maintenant implanté chez Innolife de l'autre côté du Rhin à Saint Louis.
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22. On trouvera dans MF Allen et al.; Annual Review of Phytopathology 41 (SEP03) 271-303, une revue sur l'écologie des mycorhizes. 

La mycorhization des plantes est une affaire très ancienne, et cette longue histoire évolutive a probablement sélectionné plusieurs mécanismes intégrés pour assurer leur optimisation. Ceci se traduit par de grandes variations physiologique entre systèmes. La revue essaye de les regrouper en catégories fonctionnelles. Cette complexité peut être décrite à partir d'une matrice simple des échanges de ressources. 

Une autre revue de MM Hart et al.; Trends in Ecology and Evolution 18 (AUG03) 418-423, traite de la coexistence des plantes assurée par les champignons mycorhiziens arbusculaires (AMF). Ceci est important lors de la colonisation d'une aire où les champignons sont encore peu abondants, situation qui a surtout été étudiée et qui semble bien comprise avec les échanges et bénéfices mutuels. Dans les populations denses où toutes les plantes sont en contact avec ces champignons les mécanismes en jeu sont, paradoxalement, car c'est une situation très fréquente, nettement moins connus. 

Le terme de coexistence est utilisé par les écologistes pour décrire un équilibre entre espèces. Cet équilibre n'est pas évident à comprendre, car la compétition par exclusion favoriserait, en principe, une population relativement homogène. On explique cette coexistence par l'élimination des interactions dans ces conditions. L'une des hypothèses invoquées fait intervenir les prédateurs qui interviennent plus efficacement contre les espèces les plus abondantes et moins sur les membres plus rares de la communauté. Mais on a également invoqué les mycorhizes qui mettent en commun certaines ressources. Les AMF sont considérés comme des généralistes à spécificité réduite. Mais ceci est une interprétation tirée de cultures isolées. Quand de multiples plantes sont présentes le champignon préfère nettement certaines espèces, ce qui en fait un symbiote spécifique. Ceci résulte des signaux échangés entre chaque espèce et le champignon. Mais ces conclusions sont indirectes, et, de plus, la systématique des Glomales est suffisamment vague pour que de nombreuses formes de ces champignons soient présentes dans ces conditions.
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Les Pathogènes des Plantes et les Mécanismes de Défense

23. Le génome (+, c'est à dire traductible) du tomato bushy stunt virus (TBSV) porte une extension de 351 nucléotides à la partie aval non traduite. Celle-ci présente une structure secondaire qui intervient dans la formation des particules interférentes tronquées du virus. MR Fabian et al.; Virology 313 (01SEP03) 567-580.
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24. Le viroïde PLMVd (Peach Latent Mosaic viroid) peut donner lieu à une chlorose extrême du pêcher. Cette virulence extrême est liée à la présence d'une insertion de 12-13 nucléotides dans ce viroïde. M Malfitano et al.; Virology 313 (01SEP03) 492-501. Je rappelle que les viroïdes sont de petits ARN ((246–401 nucléotides)) circulaires super-enroulés, sans aucune capacité de codage et qui se répliquent soit dans le noyau soit, comme ici, dans le chloroplaste.
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25. Une revue sur les éléments transposables des champignons filamenteux est parue avec MJ Daboussi et al.; Annual Review of Microbiology 57 (OCT03) 275-299. On y trouve des rétrotransposons ainsi que des éléments à ADN. Les plus abondants des éléments actifs sont les éléments à ADN pogo et Mutator-like comme Hop, dont certains sont actifs chez certaines espèces seulement. L'activation de certains d'entre eux est provoquée par des stress, comme le rétrotransposon MAGGY chez Magnaporthe grisea sous l'action du sulfate de cuivre. 

Les modifications des génomes induites par l'activité de ces éléments et les recombinaisons sont passées en revue. L'absence apparente de tels éléments actifs chez les modèles Aspergillus nidulans et Neurospora crassa, est probablement liée à une sélection involontaire des chercheurs pour une stabilité génomique. Les remaniements induits sont importants dans le cas des champignons sans phase sexuée. Les champignons se méfient, cependant, de ces éléments et on développé des mécanismes de "silencing" pour les juguler. 

La revue s'intéresse également à l'utilisation de ces éléments pour le marquage des gènes et l'analyse des populations.
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26. Les données récentes acquises sur la biologie de Magnaporthe grisea, ce pathogène très répandu du riz, est analysée dans la revue de NJ Talbot; Annual Review of Microbiology 57 (OCT03) 177-202. Ce champignon s'attaque également au blé et à l'orge d'où le jeu de mot de "Cereal Killer". .

Elle analyse surtout les aspects moléculaires connus des stades initiaux de l'infection avec la formation des appressoria et le rôle de l'AMP cyclique et de la MAP Kinase PMK1 dans cette différenciation. Elle s'intéresse ensuite au développement proprement dit et à la biochimie de la turgescence qui permet l'effraction des parois végétales. 

 La revue traite également des résistances à ce niveau. Enfin la structure du génome du pathogène et de ses populations est abordée.
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27. On sait que la pomme de terre sauvage Solanum bulbocastanum (une espèce mexicaine diploïde, parmi 225 pommes de terre sauvages) est une source de gènes de résistance au mildiou de la pomme de terre (late blight resistance). Des chercheurs de l'University of Wisconsin et du TIGR avaient localisé sur le chromosome 8 de S.bulbocastanum un locus appelé RB ("Resistance from S.bulbocastanum"). Il viennent de l'identifier plus finement en repartant des marqueurs RFLP de façon itérative et en identifiant des sondes PCR beaucoup plus proches qu'ils ont pu identifier. Ces marqueurs ont permis de cribler efficacement des plantules au stade cotylédons et limiter la séquence à analyser à 55 kb. JM Bradeen et al.; Molecular Genetics & Genomics 269 (AUG03) 603-611.
Le génotype de S.bulbocastanum utilisé est, cependant, hétérozygote pour RB (RB/rb), et il a fallu utiliser des marqueurs PCR (co-dominants) pour identifier les deux allèles. Des contigs BAC ont ainsi pu être construits pour les deux homologues résistant (RB) et sensible (rb).

 On a également utilisé au début du siècle dernier l'espèce hexaploïde Solanum demissum dans des croisements sexués, mais le pathogène s'est rapidement débarrassé de cette résistance spécifique. 

Il existait également une résistance provenant de S.pinnatisectum via le gène Rpi1 qui n'a jamais été utilisée industriellement et dont la durée de protection n'a donc pas été évaluée. Elle est probablement spécifique.

Les croisements entre la pomme de terre cultivée et S.bulbocastanum n'ont jamais pu être réalisés, et il a fallu passer par une hybridation somatique. Heureusement que les hybrides somatiques conservant la résistance sauvage se sont révélés fertiles et ont, donc pu donner lieu à des croisements en retour avec la pomme de terre cultivée pour éliminer les caractères gênants de l'espèce sauvage en faveur de ceux recherchés de la cultivée.
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28. OGG Knox et al.; FEMS Microbiology Letters 225 (12SEP03) 227-233, développent l'idée astucieuse d'utiliser les nématodes du sol pour faciliter la colonisation de la rhizosphère par des bactéries comprises dans les enrobages de semence. Caenorhabditis elegans, Acrobeloides thornei et un Cruznema sp.sont efficaces enl'absence d'eau percolant le sol. L'expérience a été réalisée dans un sol sableux. Il faudrait voir si cela marche aussi bien dans d'autres sols.
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Les Plantes recombinantes

29. Des chercheurs de Louisiane ont transformé la canne à sucre et exprimé de façon stable et à haut niveau un gène révélateur en utilisant le promoteur RUBQ2 d'ubiquitine de riz, dans des feuilles . D Liu et al.; Plant Science 165 (OCT03)743-750. Le promoteur 35S de Monsanto n'est pas efficace chez la canne, et d'autres promoteurs ont été essayés comme le promoteur d'actine de riz et les éléments Emu qui se sont révélés un peu plus efficaces, mais n'ont pas été utilisés. Des promoteurs d'ubiquitine de canne ont également été envisagés, ub4 et ub9, mais avec le gène de la -glucuronidase mais on n'a pu observer de production de GUS dans les tissus régénérés. Un promoteur d'ubiquitine de Maïs a donné, lui, lieu à une expression permanente d'un gène marqueur, mais est 3 fois moins efficace que le promoteur RUBQ2 du riz.
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30. On trouvera dans K Power; Nature Biotechnology 21 (SEP03) 965-967, une récapitulation des firmes engagées dans la production de protéines transgéniques dans des plantes. Il s'agît d'Altagen Bioscience de Morgan Hill (CA), Crop Tech (Blacksburg VA), Dow AgroSciences (Indianapolis IN), Epicyte (San Diego CA),Monsanto (Saint Louis MI), Prodigene( College Station TX), Ventria Biosciences (Sacramento CA), SemBioSys Genetics (Calgary Canada), Crop Design (Zwijnaarde Belgique), Medicago (Uppsala Suède), Meristem Therapeutics Clermont-Ferrand), MPB Cologne (Köln) 
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31. L'angiotensin I-converting enzyme (ACE) est une dipeptidyl carboxypeptidase qui égrène des dipeptides à partir de petits peptides pas plus longs que 15 aminoacides. 
Cette enzyme a un rôle important, chez les mammifères, sur les peptides vaso-actifs. Son rôle chez les insectes est très mal connu. On vient de montrer chez Lacanobia oleracea, la noctuelle potagère, que cette peptidase est importante lors de la métamorphose. L'essentiel de l'activité est localisée dans les glandes accessoires de l'appareil sexuel mâle et femelle, et on a donc des indications que cette activité doit être transférée du mâle à la femelle lors de la copulation où elle est associée à une aminopeptidase, une carboxypeptidase et une dipeptidase. 

On savait déjà qu'elle peut alimenter le cycle tricarboxylique. UV Ekbote et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (OCT03) 989-998.
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Les Insectes et leur Maîtrise

32. La transposition de l'élément Hermes nécessite, comme pour plusieurs autres éléments, l'assemblage de plusieurs molécules de l'enzyme. Le domaine de multimérisation vient d'être caractérisé dans la partie pour de la protéine. Les acides aminés 551-569 sont indispensables à la multimérisation et à la transposition. K Michel et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (OCT03) 959-970.
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33. Le grillon Gryllus firmus présente un polymorphisme alaire qui illustre un conflit métabolique facile à imaginer. Les formes aptères dirigent leurs réserves vers les organes reproducteurs durant la première semaine de leur vie adulte, alors que les formes ailées sont contrainte de sacrifier les organes reproducteurs en faveur de réserves énergétiques triglycéridiques destinées au vol.

Durant les cinq premiers jours de la vie adulte, et en l'absence de vol, l'oxydation des lipides est beaucoup plus faible chez les formes ailées et l'accumulation des triglycérides y est plus marquée. Cette différence est génétiquement stable. AJ Zera et al.; Journal of Insect Physiology 49 (OCT03) 933-943.
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34. Le gène de l'hormone prothoracticotrope de Manduca sexta vient d'être séquencé. M Shionoya et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (AUG03) 795-801. Il code une prépropeptide de 226-aminoacides qui la même structure général que les autres hormones de ce type connues (Bombyx mori, Samia cynthia ricini, Antheraea peryni et Hyalophora cecropia). Les auteurs ont localisé le messager dans deux paires de cellules neurosécrétrices du cerveau du lépidoptère.
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35. Les cDNAs de l'hormone prothoracicotrope (PTTH) et celle de diapause (DH) d'Heliothis virescens ont été caractérisées. WH Xu et al.; Insect Molecular Biology 12 (OCT03) 509-516. Bien qu'ayant les mêmes éléments structuraux PTTH diffère des autres hormones homologues par plus de 30% des acides aminés.

L'hormone de diapause (DH) dérive d'un propeptide DH-PBAN (Pheromone Biosynthesis-Activating Neuropeptide) codé à partir d'une séquence codant également trois neuropeptides additionnels à son extrémité pour aval. PTTH est surtout exprimée dans le cerveau et DH-PBAN dans le ganglion sous-œsophagien. L'expression est élevée dans les larves, mais elle chute brutalement, juste avant la diapause des pupes. Ceci contredit la dénomination de la DH comme c'est le cas chez le ver à soie. Il serait plus logique d'admettre un rôle dans l'entretien du développement. En fait une injection de DH provoque l'interruption de la diapause. Tout ce ci suggère une nouveau rôle pour cette hormone. 
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36. De nombreux insectes (au moins 13 000 espèces) induisent la formation de galles dans les tissus des plantes. Ces galles sont formées de tissus de la plante dont la différenciation et la morphogenèse est conditionnée par les sécrétions des insectes, qui sont différents, de ce fait, d'autres abris des insectes comme les enroulements de feuilles. C'est bien un phénotype indirect de l'insecte que l'on observe. 

Les explications adaptatives de la structure de ces galles devrait être traduite en termes d'adaptabilité conférée à l'insecte, mais la pression de sélection exercée sur cette structure est l'objet de nombreuses controverses. Chez les aphides (pucerons) coloniaux et les thrips, on pense que la pression s'exerce en faveur d'une plus grande surface permettant la prise de sève. Chez d'autres, comme les gall-midges (mouches Cécidomyidées), les galles sont induites dans des tissus non nutritifs, et la sélection porte plus sur la surface qui est très diversifiée. Une autre pression de sélection est celle pour la protection contre les prédateurs qui doivent percer la galle pour accéder à leur déjeuner. C'est probablement la pression la plus forte. Une revue portant surtout sur ce dernier point est parue dans GN Stone et al.; Trends in Ecology and Evolution 18 (OCT03) 512-522.
Les galles des guêpes inféodées aux Ficus (voir le Bulletin de Juin §46) sont très simples et identiques chez toutes ces guêpes. Les plus complexes et les plus variables dans leur architecture se trouvent chez les Cynipides (Hyménoptères) et les Cécidomyies (Diptères). 

Les bases moléculaires de 'linduction des galles restent inconnues pour tous les types de galles d'insectes. Des déductions indirectes permettent d'évaluer approximativement la contribution de l'insecte. Mais la plante peut imposer des contraintes plus ou moins forte à la formation de la galle. Le fait qu'une famille d'insectes, comme les cynipides sur le chêne ou des Cécidomyies sur le creosote bush (Larrea divaricata poussant dans les déserts du Sud-Ouest des Etats-Unis et pouvant vivre 11 000 ans sous la forme de buissons drageonnant, et dont on peut manger les boutons floraux comme des capres) forment des galles très variées sur une même plante, souligne la contribution de l'insecte. 

Les études phylogéniques renforcent cette déduction sur le déterminisme. Chez les aphides (hémiptères), les cécidomyies et les thrips, les différences entre galles reflètent probablement le mode de prélèvement des ces insectes sur la plante. Mais ce n'est pas toujours le cas. 

Les galles de la cécidomyie Asphondylia ne se nourrissent pas du tout de la plante, mais d'un champignon apporté par la femelle avec l'œuf. C'est alors la protection qui est alors la "justification " la plus importante. 
Le caractère adaptatif de la galle n'a pu être démontré que pour la mouche téphritide Eurosta solidaginis sur le solidage, où la taille des galles est bien corrélée avec la survie de l'insecte. Il existe, par ailleurs, des convergences entre espèces différentes qui indiquent un avantage sélectif de la forme. C'est le cas pour les cynipides sur les nectaires de chêne ou de la structure lamellaire interne des galles des Thrips.

Enfin il existe, superposée aux aspects défensifs de la structure, un comportement social convergent. Ainsi la galle est associée, dans certains, cas à un comportement social des aphides au sein de la galle, des castes de soldats étant apparues au sein de ces sociétés (voir le Bulletin de Septembre 2002 §37). On observe la même chose chez des Thrips. 
Ce qui est amusant, c'est qu'alors que les aphides sans galles sont gardés par des fourmis qui les traitent comme des "vaches à miellats", ceux des galles, qui produisent également des miellats qu'ils doivent évacuer à tout prix, n'ont pas de fourmis gardiennes.
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Les Biopesticides

37. Le venin de la guêpe endoparasite Pimpla hypochondriaca contient des antibactériens et des activités protéolytiques (endo- et aminopeptidases), en sus des phénoloxydases, des capacités immunosuppressives et de toxines paralysantes connues. MP Dani et al.; Journal of Insect Physiology 49 (OCT03) 945-954. 
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38. L'activation des prophénoloxydases des insectes est un mécanisme de défense contre les intrus. Les composés phénoliques sont toxiques pour les insectes et permettent leur isolement dans des kystes de cellules mortes par mélanisation. Un mécanisme de type inné, reconnaissant des patrons généraux des agresseurs, mais sans spécificité, assure l'activation. Des protéases à sérine entraînent l'activation des prophénoloxydases en phénoloxydases actives. La guêpe parasitoïde, Cotesia rubecula, injecte un inhibiteur de ces protéases activatrices avec son venin. S Asgari et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (OCT03) 1017-1024.
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39. Le mécanisme le plus courant de résistance aux -endotoxines de Bacillus thuringiensis est la réduction de la capacité de fixation de la toxine sur ses récepteurs naturels dans la bordure en brosse de l'intestin moyen. Cette caractéristique a été étudiée dans le cas du pink bollworm (Pectinophora gossypiella), une peste mondiale du coton. Les protéines insecticides classiques Cry1Ab et Cry1Ac ont été utilisées. Dans les souches sensibles, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, et Cry1Ja partagent un même site de fixation différent des autres protéines insecticides essayées. Cry1Ab, Cry1Ac et Cry1Ja n'ont pas d'autres sites de fixation. Dans les souches résistantes, la fixation de Cry1Ac n'est pas spécialement affectée, mais celle de Cry1Ab l'est sérieusement comme cela l'a été décrit dans les cas de Plutella xylostella, Plodia interpunctella et Heliothis virescens. J Gonzalez-Cabrera et al.; Insect Biochemistry & Molecular Biology 33 (SEP03) 929-935.
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Les Productions animales

Le développement 

40. La taille d'un animal est, en principe, finie, au moins chez les vertébrés supérieurs, car chez les poissons la question peut se poser (il n'y qu'à écouter les pêcheurs dominicaux). Cette taille dépend du nombre de cellules et de celle des cellules, qui est indépendante des mitoses. En effet, si la mitose ne peut se déclencher que si la cellule a atteint une taille minimale, l'accroissement cellulaire peut continuer en l'absence de mitoses, comme dans le cas des neurones et les fibrilles musculaires. L'apoptose agit en sens inverse.

La révélation par J Brennecke et al.; Cell 113 (04APR03) 25–36 que le gène bantam code un miRNA qui régule la prolifération cellulaire, d'un côté, et l'apoptose cellulaire de l'autre, en agissant sur l'expression du gène pro-apoptotique hid (head involution defective), chez la Drosophile, ouvre des horizons nouveaux que développent plusieurs revues sur le sujet. A Bergmann et al.; Trends in Biochemical Sciences 28 (SEP03) 461-463, H Kenneth et al.; Trends in Cell Biology 13 (SEP03) 455-459, après V Ambros; Cell 113 (13JUN03) 673-676. Un miRNA, celui codé par bantam, intervenant dans la régulation de la taille de l'animal, on peut se poser la question s'il n'en est pas de même chez d'autres animaux. Le locus bantam a été attribué à une région du chromosome 3 de la Drosophile où s'entassent les transposons. La surexpression dans ce voisinage entraîne un accroissement de la taille des organes et de l'organisme entier. Elle permet, également, de compenser la mutation bantam. Mais, comme on n'avait pas pu y identifier d'ORFs on n'a pas pu caractériser le gène. Un indice était que la surexpression pouvait se limiter à une partie de la séquence seulement. Il se comporte comme un régulateur positif de la prolifération cellulaire. 

Les mouches mutantes naines, bantam (terme employé pour les boxeurs poids coq, d'après les coqs et poules nains) peuvent récupérer leur taille normale par expression d'un transgène dérivé d'une partie du gène normal correspondant. Le miRNA bantam bloque l'expression (probablement au niveau de la traduction) de deux gènes intervenant, l'un dans la prolifération (non identifié), et l'autre étant le gène pro-apoptotique hid (head involution defective). Hid réduit le niveau de l'inhibiteur de caspase DIAP1, et sa disparition doit élever ce niveau de l'inhibiteur et freiner l'apoptose.
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41. D'abord découvert chez Arabidopsis comme un répresseur de la photomorphogenèse, le signalosome COP9 (CSN) est un complexe de 450-kDa. Les mécanismes faisant intervenir CSN sont présents dans la quasi-totalité du développement chez les plantes comme chez les animaux. (Voir les Bulletins de Septembre §21, et celui d'Août §7).

On y a récemment associé des activités désubiquitinylantes. Une nouvelle revue porte sur les similitudes avec la lèvre du protéasome 26S. L Li et al.; Trends in Cell Biology 13 (OCT03) 507-509.
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42. Les hybridations interspécifiques des souris Mus entraînent souvent des dysgénésies hybrides liées à des incompatibilités entre génomes à divers loci du chromosome X et entraînant des stérilités mâles et des dysplasies placentaires. Il est vraisemblable que tout ceci est causé par des modifications épigénétiques majeures du chromosome X. Un groupe européen de chercheurs (dont des chercheurs de Montpellier) a examiné le statut de la méthylation de l'ADN de plusieurs gènes de ce chromosome et d'éléments répétés LINEs et IAPs (rétroviraux) dans les tissus embryonnaires et extra-embryonnaires (placenta en l'occurrence). S Schütz et al.; Genetics 165 (SEP03) 223-228. La méthylation n'a apparemment rien à voir dans les hypo- et hyperplasie des placenta, contrairement à ce qui avait été observé chez les Marsupiaux où des bouleversements importants de la méthylation ont été observés chez des embryons hybrides interspécifiques. 
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43. Deux articles attirent l'attention sur le comportement différent des cellules en trois dimensions par rapport aux cultures classiques bidimensionnelles. Un commentaire général dans A Abbott; Nature 424 (21AUG03) 861 et un commentaire plus détaillé de D Cyranoski ; p.870. L'intérêt porté au développement de ces techniques est souligné par un nouveau programme américain sur ces techniques de culture de 40 millions de dollars. Pour l'instant elles sont coûteuses.
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44. On trouvera dans D Dormann et al.; Current Opinion in Genetics & Development 13 (AUG03) 358-364, une revue sur les mouvements chimiotactiques au cours du développement. 

Les petits chimioattractants sont perçus par les récepteurs associés aux protéines G, probablement par la stimulation graduelle des récepteurs dispersés le long de la cellule. L'amplification interne entraîne une polarisation du réseau d'actine et myosine du cytosquelette. Cette perception peut avoir lieu sur grande distance dans la mesure où la mobilité des ligands est importante. Les molécules chimioattractives de plus grosse masse diffuse moins loin et agissent donc, en principe, à courte distance. C'est le cas de protéines comme les facteurs divers de croissance. Ces derniers interviennent plutôt par le biais de récepteurs couplés à des protéines kinases. Il semble que ces facteurs attirent de longs prolongements des cellules vers le gradient croissant de ces facteurs suivi d'une rétraction de la cellule le long de ces prolongements dans le sens du gradient croissant. 
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45. Le mésenchyme distal du membre est important pour la croissance du bourgeon correspondant. Les répresseurs transcriptionels de la famille Hairy/Enhancer of Split agissent pour maintenir les populations cellulaires dans un état indifférencié et proliférant. Ils sont les cibles de la voie Notch. C'est ce qui se passe dans le mésenchyme distal. hairy1 est effectivement exprimé dans cette zone chez le poulet. Sa transcription donne deux isoformes dues à un épissage alternatif, c-hairy1A et c-hairy1B (avec c- pour chicken). Elles diffèrent dans leur domaine liant l'ADN et régulent la longueur du membre de façon un peu différente. Ceci confirme que la voie Notch intervient dans la morphogenèse des membres. D Vasiliauskas et al.; Developmental Biology 262 (OCT03) 94–106.
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46. Les facteurs STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription) transmettent les signaux perçus par les récepteurs de diverses cytokines. Sept protéines STAT sont connues et ont été clonées. Elles forment, après phosphorylation, des hétérodimères stables qui sont expédiés vers le noyau. Stat1 et Stat3, une fois activées, changent de conformation. Ils sont préalablement assemblés curieusement en homodimères dans le cytoplasme, en l'absence d'activation et de phosphorylation. J Braunstein et al.; Journal of Biological Chemistry 278 (05SEP03) 34133-34140.
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47. On admet, généralement, que des cellules de la moelle osseuse adulte sont capables de donner lieu à une différenciation non hématopoïétique chez la souris. Mais ce n'est quand même pas un évènement fréquent, ce qui le rend difficile à étudier et engendre des controverses. Des chercheurs de Stanford montrent que la fréquence varie de trois ordres de grandeur au sein des divers muscles squelettiques. L'un des muscles, le panniculus carnosus, incorpore ces cellules de la moelle osseuse dans 5% des myofibres, et ceci sans aucun pression de sélection. TR Brazelton et al.; Developmental Biology 262 (OCT03) 64-74.
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48. L'origine des cellules souches germinales, et spécialement des cellules germinales primordiales, est finalement mal établie. Les zoologistes savaient, depuis plus d'un siècle, que ces cellules sont mises à part très tôt dans le développement. Des constituants qui leur seront dévolus apparaissent dans le pôle dit "végétatif" de l'ovocyte des Batraciens, avant même la fécondation. On retrouve les mêmes signes précurseurs chez Caenorhabiditis et la Drosophile.

Chez le poisson zèbre et le poulet on les distingue dès le stade deux cellules, par l'expression du gène homologue de vasa chez la Drosophile. 

La souris paraît plus originale. On n'arrive pas à distinguer les cellules précurseurs éventuels des cellules souches germinales, avant l'implantation. Et après, l'analyse expérimentale devient trop difficile. 

On ne les retrouve que beaucoup plus tard (à 8,5 jours) sous la forme de cellules caractérisées par une forte expression de phosphatase alcaline. Cette enzyme apparaît nécessaire à une survie des cellules germinales, mais sert surtout de marqueur commode. Contrairement à ce qui est entretenu par les manuels, elles ne sont pas issues de l'endoderme extra-embryonnaire, mais proviennent, au moins chez la souris, de l'avant de l'ectoderme embryonnaire, et migrent ultérieurement dans la région extra-embryonnaire. On a cloné ces cellules et constaté qu'avant 6,5 jours on trouve bien des cellules germinales mais pas uniquement, ce qui indique qu'il n'y pas encore de détermination ferme. Celle-ci s'établit dans seulement 45 cellules à 7,5 jours.

 Mais ces cellules proximales de l'ectoderme embryonnaire ne sont pas spécialement destinées à donner des cellules souches germinales. Si on prend des cellules distales et qu'on les rapproche de l'ectoderme extra-embryonnaire, on obtient des cellules germinales primordiales. 

On a montré que les deux voies de signalisation Bmp4 et Bmp8b interviennent de façon synergique. 

Une analyse de l'expression dans ces cellules indique que deux gènes sont plus spécialement intéressants. Il s'agit de Fragilis (un gène inductible par l'interféron) exprimé à 6 jours dans l'épiblaste. Smad1 est impliqué dans la transduction du signal intercellulaire. L'expression de Fragilis se renforce progressivement et s'étend à environ 150 cellules. 

 Stella est exprimé à 7,2 jours au centre de la zone où Fragilis s'exprime. Il continue à s'exprimer au cours de la migration des cellules germinales primordiales le long du tube digestif vers les crêtes génitales. On assiste, pendant cette période, à une répression de l'expression de nombreux gènes "somatiques". 

Tout indique, donc, que la détermination de ces cellules est relativement tardive et ne correspond pas à l'existence d'un cytoplasme "spécial" préétabli dans l'ovocyte. Mais il faut se rappeler que chez d'autres amphibiens que les anoures (grenouilles), les urodèles comme la salamandre ou le triton, la situation est proche de celle de la souris et il n'y a pas de germeplasme préétabli. .

Une publication d'AD Johnson et al.; Evolution & Development 5 (JUL-AUG03) 414-431 suggère que le système de la souris et des urodèles est le système primitif supplanté par des raffinements chez d'autres animaux. Les auteurs suggèrent que les dipneustes (poissons dont dérivent les tétrapodes) sont proches des urodèles et de la souris sur ce point. 
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La Physiologie

49. L'hormone de croissance (GH) régule de multiples facteurs de transcription dont C/EBP(CCAAT/enhancer-binding proteins). L'effet de la GH sur la localisation C/EBP a été étudié dans des préadipocytes. C/EBP est réparti de façon diffuse dans les noyaux des cellules quiescentes. La GH induit aussitôt un rassemblement des molécules de C/EBPElle n'a, par contre, aucun effet surC/EBP. C/EBP est rapidement et transitoirement phosphorylé en un site consensus des MAPKs. Sa localisation a lieu dans une zone hétérochromatique péricentromérique au niveau de multiples sites des ADN satellites. Tout ceci est particulièrement vrai dans les préadipocytes 3T3. 
Un récepteur hormonal dont on ne doit pas connaître le rôle puisqu'on l'appelle "Small heterodimer partner" ou SHP. C'est donc un récepteur orphelin (de fonction démontrée) modulant l'activité de plusieurs facteurs de transcription. Les œstrogènes induisent directement son expression dans les deux heures suivant un traitement par de l'éthynylœstradiol (EE), ou par le ligand artificiel spécifique du récepteur (ER) propyl pyrazole triol. Le promoteur de SHP contient plusieurs sites de reconnaissance de HNF-3, HNF-4, GATA et AP-1, alors que l'induction par EE fait intervenir deux éléments distincts logés entre -309 et -267. L'un de ces éléments contient un demi-site d'un élément répondant aux oestrogènes qui lie ERLe site d'ER se lie à l'ADN qui chevauche le site de fixation du récepteur du farnésoïde X dans le promoteur de SHP. La combinaison d'EE plus les agonistes de FXR ne renforce pas l'expression de SHP. Curieusement, cette induction n'a pas les effets attendus sur les cibles de SHP comme ceux de la cholestérol 7-hydroxylase (CYP7A1) ou la stérol 12-hydroxylase (CYP8B1). Tout ceci est bien compliqué, et pourrait expliquer certaines particularités des régulations. KD Lai et al.; Journal of Biological Chemistry 278 (19SEP03) 36418-36429.
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Le système immunitaire

La présence d'ARNs doubles brins ou une infection virale qui peut les engendrer, déclenchent une réponse des IFN- La voie ainsi déclenchée intervient dans la maturation des cellules dendritiques. K Honda et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 10872-10877.
Cette maturation est un phénomène compliqué au cours duquel les récepteurs Toll (immunité innée), et d'autres, sont activés de façons différentes selon le pathogène et permettent, ainsi, d'adapter la réponse à la nature de ce pathogène. Ce qui est curieux, c'est qu'aucun des gènes, cibles usuelles des IFN-, TLR3 (Toll-Like Receptor 3) et PKR (double-stranded-RNA-dependent Protein Kinase R), ne sont activés dans ce cas. Les cellules dendritiques stimulées in vivo par ces agents peuvent migrer dans la rate, mais n'y maturent qu'en présence des interférons. Ceci est probablement lié au couplage de l'immunité innée avec l'immunité adaptative.
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Les gènes du complexe MHC (Major Histocompatibility Complex) des Vertébrés, avec leur extraordinaire polymorphisme global, sont un exemple de l'avantage d'une diversité génétique. Les allèles des MHC sont soumis à deux forces de sélection opposées qui entraînent une sélection, au niveau d'e l'individu, d'une diversité intermédiaire. 

La sélection diversifiante accroît l'hétérozygotie et entraîne un spectre large de reconnaissance des pathogènes. A cette sélection s'oppose celle qui élimine les cellules T reconnaissant trop bien le couple peptide "soi"-MHC. C'est ce qui limite probablement une amplification excessive de la diversité de ces gènes. Mais ce dernier mécanisme limite également le spectre des pathogènes reconnus. 

Le problème a été analysé dans le cas des parasites de l'épinoche, Gasterosteus aculeatus. KM Wegner et al.; Science 301 (05SEP03) 1343. 
On peut se demander pourquoi l'épinoche? On peut obtenir, par croisements, des individus possédant de trois à neufs allèles des MHC-IIB. Ce nombre oscille autour du nombre optimal d'environ 5 allèles. Les poissons ainsi obtenus ont été confrontés à trois pathogènes communs. On constate que ces parasitismes multiples effectuent la sélection du nombre optimal, plutôt que le nombre maximal potentiel.
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50. Le rôle de l'immunité assurée par les anticorps (AMI) n'est, contrairement à ce que la rumeur publique soutient, pas bien connu dans de nombreuses infections bactériennes. Ceci est explicable par l'absence d'outils permettant de mesurer l'efficacité des anticorps, par rapport à tous les autres mécanismes de défense.

L'AMI est classiquement associée avec l'opsonisation (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).

 Les anticorps sont également associés à la neutralisation de toxines ou des particules virales circulantes. Ils sont également associés à la défense immunitaire à médiation cellulaire. C'est même via cette association de l'immunité cellulaire que les anticorps agissent sur certains pathogènes. Une revue sur le sujet est parue avec A Casadevall et al.; Trends in Immunology 24 (SEP03) 474-478.
Les auteurs proposent que l'AMI interviendrait de façon pro-inflammatoire au début d'une infection, attirant de nombreux types cellulaires du système immun, et anti-inflammatoire aux stades ultérieurs de l'infection, et enfin dans les réglages de l'immunité acquise.

Les auteurs discutent des difficultés à mesurer l'efficacité, surtout quand on le fait par transfert passif des anticorps dans un hôte autre que celui qui les a produit, et que l'on sort les anticorps de leur contexte physiologique qui est toujours original. 

La dépendance de l'immunité par anticorps par rapport à celle assurée par les cellules n'est pas universelle et de nombreuses bactéries et certains parasites peuvent être attaqués en l'absence d'une immunité cellulaire.
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51. Les anticorps peuvent même être utilisés par les bactéries pour se faciliter la vie dans les organismes infectés. Une revue de S Mahalingam et al.; Trends in Immunology 24 (SEP03) 465-467.

Des Pneumococcus utilisent des anticorps de type IgA spécifiques pour faciliter la colonisation des voies respiratoires.

La bactérie dégrade des IgA ce qui engendre la formation d'un anticorps tronqué comportant les deux bras liant l'antigène (fragments Fab) liés entre eux, mais dépourvus de l'essentiel de la région constante. Ces fragments démasquent de façon sélective un ligand bactérien qui lui permet de se fixer sur la cellule cible. Ceci est quand même ennuyeux quand on recherche une immunité mucosale.
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52. La xanthine oxydoréductase (XOR) possède de très nombreuses fonctions pas toutes élucidées. On sait qu'elles sont impliquées dans de nombreux mécanismes biologiques. C'est d'abord une enzyme de "ménage" impliquée dans le catabolisme (destruction) des purines. Mais elle est également nécessaire dans la sécrétion du lait dans la glande mammaire. Elle présente de nombreuses formes catalytiques qui lui permettent de produire des formes réactives de l'oxygène et de l'azote. Ce qui explique, en partie, la pléiotropie des mutations inhibant sa fonction. Son rôle dans le système immun inné est abordé dans la revue de C Volbach et al.; Trends in Immunology 24 (SEP03) 512-517.

Les auteurs vont jusqu'à dire que cette enzyme est un élément crucial dans l'évolution de ce système au sein de la voie entre les récepteurs Toll-like et le facteur de transcription NF-kB. La rapidité de la production des espèces réactives d'azote et d'oxygène lui confère un avantage dans les réactions de défense. 
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Les Vaccins

53. Une infection par le PRRSV (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) supprime, chez les porcelets, la réponse par anticorps à une vaccination contre la fièvre classique porcine. Ceci est ennuyeux quand ces deux virus coexistent comme c'est le cas en Chine. H Li et al.; Veterinary Microbiology 95 (24SEP03) 295-301. Ceci est dû au fait que le PRRSV s'attaque aux macrophages alvéolaires dans les poumons, dans le cadre d'une infection plus ou moins inapparente, qui détruit ces macrophages, mais diminue aussi la production de TNF-. Cette dépression immunitaire est certainement l'explication des maladies respiratoires multifactorielle qu'il provoque dans la nature. 
On utilise un vaccin contre la fièvre classique porcine, mais on a constaté, au moins en Chine, que les animaux vaccinés au lieu d'être protégés démontrent une pathologie exacerbée dans les élevages où sévit le PRRSV. 

Des chercheurs de Ghent ont étudié la protection conférée au porc par deux variants atténués du PRRSV contre la forme pathogène du virus. 

La protection est relative. G Labarque et al.; Veterinary Microbiology 95 (01SEP03) 187-197. Il est important de déterminer si ces vaccins sont efficaces, car les formes européennes du virus ne donnent pas de signes cliniques bien évident et cela oblige à titrer le virus dans le sang. Or une persistance du virus risque de permettre le développement des infections multifactorielles qu'il suscite (voir le § précédent).
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54. Le charbon, sous sa forme systémique, est dû à la prolifération du bacille de l'anthrax et à la production de sa toxine. Une vaccination gagnerait donc à être efficace contre les deux. Un tel vaccin est décrit dans GE Rhie et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 10925-10930.

La capsule bactérienne est constituée par de l'acide poly -glutamique qui n'est que faiblement immunogène. Son couplage avec l'antigène protecteur donne lieu à une synergie et le rend très immunogène.
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55. Les cellules T natural killer (NKT) est un groupe de cellules T qui relève de l'immunité innée. Elles portent un récepteur TCR invariant ainsi que le marqueur NK.1.1. Elles sont spécifiques des antigènes glycolipidiques, comme l'-galactosylcéramide présentés par la molécule MHC-I-like CD1d. 

On vient de montrer que l'activation de ces cellules par l'-galactosylcéramide entraîne une expansion massive associée avec des remaniements de surface des cellules, dont la régulation négative du récepteur NK.1.1, tout particulièrement lors d'infection par Salmonella. 

Ce type de cellule disparaît très rapidement (8-12 heures) après stimulation, car elles sont très sensibles à l'apoptose induite par Fas/FasL.
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Les Pathogènes 

56. NF-kB intervient dans les réponses innées dans le cadre de la voie des Janus Kinases/Stats (voir §) de régulation de la transcription induite par l'interféron INF-. NF-kB est, cependant, capable d'intervenir sans y être spécialement autorisé par l'INF-contre le virus parainfluenza type 3. Ce virus est bénin, sauf quand on bloque NF-kB, car ce dernier facteur intervient très tôt au cours de l'infection. Un autre de ces virus, très virulent lui, devient anodin quand on stimule NF-kB avant l'infection. C'est le virus syncytial respiratoire. Spontanément ce virus ne provoque qu'une induction très tardive de NF-kB au cours du cycle, ce qui expliquerait sa virulence. Curieusement cette corrélation est indépendante de l'interféron  ou d 'autres facteurs solubles sécrétés. S Bose et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 10890-10895.
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57. On sait que l'évolution antigénique rapide et parfois brutale de l'hémagglutinine et de la neuraminidase des virus de la grippe A est un sujet d'étude fondamentales sur l'évolution des virus à ARN en général, et qui a des retombées évidentes dans la réaction aux épidémies annuelles et aux pandémies périodiques. On a surtout analysé cette évolution sur le plan de l'immunité humorale. Mais, comme dans le cas de toutes les infections virales, l'immunité cellulaire joue un grand rôle. 

Un aspect particulier de cette immunité est traité dans JR Gog et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 11143-11147. Il s'agit de la réaction des lymphocytes cytotoxiques (CTLs). Si j'ai bien compris, Il se trouve qu'à plusieurs reprises des mutations ponctuelles dans un même épitope (structure reconnue par les anticorps) de la protéine de la nucléocapside du virus A de la grippe (NP383–391), associé à l'allèle humain du MHC, HLA-B27 sont apparues en Europe durant la saison 1993-1994. Ces formes se répandent très rapidement, puis disparaissent. La mutation ponctuelle (Arg384Gly) suffit pour empêcher la fixation sur la molécule HLA, la rendant invisible aux CTLs. Ce variant se retrouve plus ou moins régulièrement dans plusieurs pays simultanément. La mutation Arg384Lys avait été observée au cours de l'épidémie 1988–1989 et même 1971–1972. Le mutant disparaît ensuite, et les formes antérieures reprennent leur place. La dissémination rapide de cette mutation est étonnante, car seulement 8% des populations caucasiennes sont HLA-B27 positives et il en est de même pour d'autres populations. Comment cet avantage minime permet-il à la sélection dans les populations de virus de fixer aussi rapidement la mutation?
On ne peut trouver l'explication dans l'évolution au cours d'une saison grippale, en général du milieu de l'automne à la fin de l'hiver suivant. C'est le cycle annuel qui est en cause. L'avantage doit être recherché dans une infection d'une durée un peu plus longue des souches mutées, qui leur permet de passer l'été, même à bas niveau. 
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58. Le risque de déclenchement d'une maladie à prions par infections successives, est analysé dans l'article de MB Gravenor et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 10960-10965. Ceci a une importance pour l'évaluation des risques.
La plupart des études réalisées jusqu'à présent utilisent une infection massive par un échantillon infectieux. Ceci se comprend, car on veut hâter le résultat dans une pathologie aussi lente à se déclencher. Les auteurs ont utilisé des doses répétées d'aliments contaminés par la scrapie chez des rongeurs. Les résultats indiquent qu'une forte dose unique accélère effectivement le développement de la maladie beaucoup plus que la même dose étalée dans le temps et, ce d'autant plus que les infections sont espacées.
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La formation d'agrégats autoentretenus de protéines en feuillets est impliquée dans de nombreux cas de malconformation de protéines y compris dans le cas des maladies à amyloïde et dans l'hérédité des prions. Tout en étant très répandus ces phénomènes sont quand même spécifique de séquences données, une protéine ne co-agrégeant pas avec une autre, et une protéine donnée, comme celle du prion peut revêtir plusieurs isoformes, ce qui explique les variants du prion. Ceci entraîne une barrière à la transmission. On vient de montrer dans le cas du prion de levure [PSI+] que des mutations ponctuelles dans le facteur de terminaison de traduction Sup35p (la protéine naturelle dont dérive le prion) modifient les conformations "infectieuses"possibles. P Chien et al.; Nature 424 (21AUG03) 948-951. Les auteurs ont ainsi construit des barrières qui défavorisent certains des variants de prions, qui sont des variants de conformation et entraînent des différences dans la stabilité mitotique, les interactions avec les chaperonnes, et la capacité à amorcer la formation des agrégats.
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59. On est toujours à la recherche des fonctions physiologiques de la protéine PrPC, (normale) dont la forme prionique est responsable de certaines maladies neurodégénératives. Une revue de NT Watt et al.; Trends in Biochemical Sciences 28 (AUG03) 406-410, discute de son rôle potentiel dans l'homéostasie du zinc dans le cerveau. Les auteurs se basent sur le fait que le zinc doit être précisément régulé dans l'organisme, la marge étant étroite entre les besoins pour les facteurs de transcription ou l'anhydrase carbonique et l'induction de l'apoptose. Or PrPC fixe le zinc comme le cuivre, grâce aux répétitions d'octantaines de sa partie N-terminale.
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60. On vient de montrer une transmission horizontale du prion de la "chronic wasting disease" du mule deer (Odocoileus hemionus). Cette transmission est facilitée par le rassemblement hivernal des animaux. Ce mode de transmission est nettement plus important que la transmission verticale de la mère aux descendants. MW Miller et al.; Nature 425 (04SEP03) 35-46.
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61. On trouvera dans SC Bishop et al.; Genetics, Selection, Evolution 35 Suppl 1 (2003) S3-17, la description de stratégies génétiques de maîtrise des maladies infectieuses dans les populations de bétail. Elles sont basées sur des combinaisons de génotypes pour lutter contre des pathogènes ayant réussi à tourner, par mutation, les résistances. 
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Les animaux transgéniques

62. La xénotransplantation d'organes et de tissus porcins est toujours l'objet de controverses. Elles sont dues au fait qu'il existe chez les porcs des rétrovirus endogènes (PERV), dont plusieurs sont actifs en cultures et infectent des cellules humaines indiquant donc qu'il y a bien un risque de xénozoonoses.

De telles xénozoonoses ont été observées chez les souris immunodéficientes NOD/SCID (LJ Van der Laan et al.; Nature 407 (07SEP00) 90-94). Une étude rétrospective a, cependant, souligné l'absence de telles infections chez l'homme traité avec des tissus porcins (K Paradis et al.; Science 285 (20AUG99) 1236-1241). Une mise au point sur le sujet est parue avec M Niebert et al.; Virology 313 (01SEP03) 427-434.
On connaît entre 30 et 50 sites d'intégration de ces PERVs chez les différentes lignées porcines examinées et trois classes de -rétrovirus (PERV-A, -B et-C) différant dans leur protéine Env d'enveloppe, celle qui détermine le spectre d'hôte. M Niebert et al. ont étudié la prévalence de six PERV pleine longueur (c'est-à-dire susceptibles de migrer), dont cinq sont capables de réplication et quatre sont localisés sur les chromosomes. Il existe une sérieuse hétérogénéité de la distribution de ces PERVs chez les porcs. Comme aucun de ces virus n'est présent chez tous les porcs, il devrait être possible, par des croisements classiques, d'éliminer ces virus. 

Inversement, un très grand polymorphisme existant parmi ces virus, certains provirus (intégrés) pourraient avoir échappé à l'examen. De plus Il faudrait tenir compte, de plus, des mutations dans les répétitions terminales qui jouent sur la capacité de réplication. Il faudrait donc effectuer des analyses de ce type pour chaque troupeau utilisé.

( (( (( (( (( (
63. La production de protéines recombinantes dans des animaux transgéniques est passée en revue dans K Power; Nature Biotechnology 21 (SEP03) 965-967 à propos de l'échec de PPL Therapeutics (voir le § sociétés). Il souligne qu'aucune des compagnies engagées dans cette voie ne peut plus se permettre de courir plusieurs lièvres à la fois. Il faut obtenir le plus vite possible un produit convaincant les investisseurs de gonfler leur mise pour passer aux essais cliniques. Il existe, actuellement, cinq produits recombinants produits dans des animaux transgéniques qui soient en essais cliniques de différents niveaux: l'antithrombine I (essais cliniques phase III), et un anticorps monoclonal contre la myasthenia gravis, l'arthrite rhumatoïde et la sclérose multiple (essais phase I) par GTC chez la chèvre, l'-1-AntiTrypsine chez la brebis (phase 2c mais arrêtés) de PPL Therapeutics , L'inhibiteur du complément C1 contre l'angiœdème héréditaire et la lactoferrine contre l'hépatite C et les infection s bactériennes chez le lapin à Pharming, tous en phase I. 
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Les Productions Microbiennes 

64. La stabilité des gros plasmides est envisagé dans F Hayes; Science 301 (12SEP03) 1496-1499. Le contaminant alimentaire Bacillus cereus, l'agent du charbon B.anthracis, et le biopesticide B. thuringiensis sont très proches les uns des autres bien que, vus par l'homme, ils soient considérés de façon très différente. Le problème de la virulence de ces souches est de même nature que la résistance aux antibiotiques, dont on sait qu'elle est facilement transmise sous des pressions de sélection adéquates. 

Comme de bien entendu, c'est la cellule porteuse du plasmide qui est sélectionnée, et les cellules ayant perdu, pour une raison ou une autre, le plasmide se trouvent défavorisées. Mais ceci n'est pas confiné aux mécanismes à base plasmidique, car des complexes chromosomiques de même nature peuvent intervenir. 

Un regain d'intérêt pour les mécanismes en jeu comme les complexes toxine-antitoxine tient au fait que l'on envisage maintenant de les utiliser. C'est un pendant des bactériocines et antibiotiques, mais qui agissent ici d'abord à l'intérieur de la cellule cible, alors que les bactériocines agissent de l'extérieur sur "les autres". 

, Si le composant antitoxine n'est pas présent (le concept inclue la restriction-modification où des nucléases spéciales attaquent les ADN qui ne sont pas protégés par une enzyme modifiant chimiquement l'ADN pour le protéger) le composant toxine estropie la cellule. D'où l'idée de dissocier la toxine de son élément protecteur. 

Les cassettes de ces systèmes portent toujours le composant antitoxine avant celui de la toxine, avec un recouvrement entre les deux séquences et une régulation commune, assurant l'expression simultanée. 

Il y a, cependant, quelques exceptions intéressantes où l'antitoxine assure à elle seule la régulation, ou un troisième composant s'en charge. 

La toxine est toujours une protéine stable, tandis que l'antitoxine est labile (type II), ou bien un ARN antisens non traduit (type I) ce qui signifie que le système doit être fonctionnel en permanence pour éviter une autodestruction de la cellule. 

La neutralisation de la toxine se fait donc par séquestration dans le type II, et par un blocage de la traduction de son messager, puis sa destruction dans le type I. La perte du plasmide laisse passer dans la cellule dépourvue de plasmide la toxine stable provenant de la cellule mère, mais pas l'antitoxine à courte vie.

Le système de type I le mieux caractérisé correspond au locus hok-sok du plasmide R1 d'Escherichia coli. Le gène "toxique" hok code un transcrit non traductible à cause d'une structure secondaire complexe. Mais, laissé en l'état, il se tronque progressivement dans sa partie aval ce qui permet alors, en principe, une traduction, mais celle-ci est bloquée par le transcrit de sok complémentaire de la partie amont (5') du messager de hok. Le duplex ainsi formé est alors dégradé par une RNase III. La neutralisation est donc irréversi ble. Le gène hok code une protéine de 52 acides aminés qui crée des pores dans la membrane plasmique.

La majorité des systèmes toxine-antitoxine sont, cependant, de type II avec une protéine toxique séquestrée par l'antitoxine. Les antitoxines sont instables car dégradables par les protéases cellulaires Clp et Lon, entre autres. 

On connaît très peu de cibles intracellulaires des toxines de type II (protéiques) de ces systèmes, ce qui est probablement lié à la difficulté à travailler avec des toxines pour la cellule. La cible de la toxine CcdB du fameux plasmide conjugatif F est la mieux connue. Elle interfère avec le fonctionnement de la sous-unité catalytique GyrA d'une topoisomérase II DNA gyrase. Son fonctionnement mime l'action des quinolones, même si le site sur la sous-unité de la gyrase n'est pas le même.

La toxine ParE du complexe ParDE du plasmide RK2 bien qu'évolutivement très différent de CcdB, attaque également une gyrase, ce qui est un peu étonnant, sauf à admettre que les gyrases sont des proies faciles (et indispensables à la cellule). 

Le plasmide R1 d'E. coli exprime le complexe protéique (de type II donc), Kis-Kid, en sus du système de type I hok-sok. La toxine Kid inhibe la réplication de l'ADN dépendant de DnaB. Kid et CcdB présentent des structures tridimensionnelles très voisines malgré une faible similitude de séquence. Elles attaquent, cependant leurs cibles respectives, DnaB et DNA gyrase sur des surfaces opposées des cibles. Mais on ne connaît guère d'autres cibles.

La revue examine la situation dans les bactéries pathogènes où ces mécanismes sont très répandus et où les plasmides jouent un grand rôle dans la virulence et la pathogénicité. 

Shigella flexneri contient un grand plasmide qui permet l'invasion des cellules intestinales. Ce plasmide porte un module de type II, mvpAT, que l'on retrouve dans beaucoup d'autres bactéries pathogènes. 

Les modules des bactéries Gram+ sont différents. Le plasmide pSM19035 de Streptococcus pyogenes code une cassette de type II avec une énorme toxine  formant un complexe hétérotétramérique 22 avec son antitoxine. La toxine  est probablement une phosphotransférase avec un motif liant l'ATP. Ce motif est masqué, dans l'hétérotétramère, par une hélice de l'antitoxine . L'activité ATPase de  est donc probablement importante pour sa toxicité. Son démasquage par absence de l'antitoxine  restaure alors sa toxicité. Mais on n'en connaît pas la cible. 

Le plasmide pAD1 d'Enterococcus faecalis est un plasmide de virulence conjugatif. Le locus par possède un module de type I codant une toxine de 33-amino-acides et une antitoxine ARN. C'est, d'ailleurs, le seul système de type I chez les Gram+. 

On a pu caractériser, par analyse informatique, une cassette de type II, axe-txe, dans le plasmide pRUM porteur de nombreuses résistances aux antibiotiques, dont la vancomycine, chez des isolats cliniques d'Enterococcus faecium. Son caractère fonctionnel a été ultérieurement démontré. 

Cette cassette se retrouve chez un plasmide cryptique de Francisella tularensis, un agent de zoonoses qui fait partie des agents officiels de bioterrorisme.

Mais les chromosomes bactériens contiennent également de tels modules, mais avec des fonctions différentes. Il existe, chez les bactéries, l'équivalent de la mort cellulaire programmée avec lyse d'un certain nombre de cellules en carences prononcées, comme si les cellules se suicidaient pour fournir de la nourriture aux survivantes. On a retrouvé dans le génome d'Escherichia coli plusieurs modules assurant ce suicide et d'autres se limitant à provoquer une interruption du cycle cellulaire (et induisant, de ce fait, une dormance). 

Plusieurs éléments de type hok-sok ont été détectés dans le génome d'E.coli K12 (la souche de laboratoire la plus connue), mais ils sont maintenant inactifs. Ils doivent probablement exister sous une forme fonctionnelle chez les E.coli sauvages. 

Le génome de la souche K12 contient également des éléments de type II.comme : chpBIK, mazEF, relBE, et yefM-yoe. Le locus ecnAB en fait certainement partie. Mais la toxine correspondante est synthétisée activement, au lieu de persister plus longtemps que l'antitoxine. Elle est synthétisée en stress osmotique durant la phase stationnaire, la justification biologique ne m'étant pas évidente. 

Le locus mazEF ressemble au système Kis-Kid du plasmide R1. Il intervient lors de carences Son expression est, ainsi, bloquée en présence du signal de carence en acides aminés ppGpp (3',5'guanosine bispyrophosphate), la toxine MazF est alors libérée de son complexe avec MazE, mais la cible exacte est encore inconnue. On connaît, cependant, celle du système relBE qui est activée en réponse à une carence en acides aminés , et donc à un signal ppGpp. RelE est un inhibiteur de la traduction, mais n'intervient qu'au cours de la traduction et pas sur les messagers libres. L'effet bactériostatique est parfaitement réversible, ce qui est souhaitable, par intervention de RelB qui est ensuite produite. RelBE et MazEF sont manifestement des modulateurs des réponses aux déficiences nutritionnelles.
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65. L'analyse de la fermentation du glycérol en 1,3-propanediol par Klebsiella pneumoniae a été réalisée au centre de Braunschweig. On sait que cette fermentation est bizarre avec quatre phases distinctes suivant la croissance des populations et l'évolution du CO2. 

L'étude combine une approche "protéomique" et la mesure de l'activité des trois premières enzymes de la voie de conversion : glycérol déshydratase (HT), glycérol déshydrogénase (GDH) et 1,3-propanediol-oxydoréductase (PDOR). Ces trois enzymes ont des patrons d'expression différents, ce qui est quand même curieux pour une voie de conversion. En fait, d'autres enzymes semblent être aussi importantes, et sont exprimées à haut niveau. C'est, en particulier, une dihydroxyacétone kinase (DHAK II)r phosphoenolpyruvate-dépendante et une oxydoréductase mal identifiée directement associées au métabolisme du glycérol.
**********************

66. Un réseau métabolique d'Escherichia coli d'analyse a permis d'étudier la production de poly(3-hydroxybutyrate) ([P(3HB)]) et a souligné l'importance de la voie d'Entner Doudoroff dans cette production. Le flux d'acétyl CoA vers le cycle tricarboxylique qui entre en compétition avec la synthèse du P(3HB). Un mutant d'E.coli, KEDA, défectif dans sa 2-céto-3-désoxy-6-phosphogluconate aldolase (Eda), a été transformé avec le plasmide pJC4, contenant l'opéron de synthèse du P(3HB) d'Alcaligenes latus. Le rendement n'est pas fameux, moins que la souche d'origine du plasmide, KS272 (pJC4). Il faut exprimer le gène eda qui indique la contribution de la voie d'Entner Doudoroff. SH Hong et al.; Biotechnology & Bioengineering 83 (30SEP03) 854-863.
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67. Escherichia coli, importe le glucose par le système PTS (PhosphoTransferase System) où le glucose est phosphorylé à partir du phosphoenolpyruvate (PEP). C'est assez "cher" comme moyen, surtout quand on a besoin du PEP par ailleurs. C'est pourquoi on cherche à trouver un moyen différent. 
On peut essayer d'utiliser une galactose perméase (GalP) plus la glucokinase (Glk), chez des E.coli PTS- et compenser, ainsi, le défaut de transport. V Hernandez-Montalvo et al.; Biotechnology & Bioengineering 83 (20SEP03) 687-694.
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68. L'acide acétique est toxique pour les bactéries (c'est le principe de conservation des cornichons occidentaux, les malossols sont conservés par fermentation lactique). Seules quelques bactéries ont appris à s'en préserver, en particulier celles qui en produisent comme production aceti, mais il faut les sélectionner en permanence pour qu'elles restent résistantes. 

Des chercheurs de l'ETH de Zürich ont étudié les mécanismes de maintien à long terme de cette résistance chez ces souches production et les Escherichia coli sensibles. Ces dernières ne deviennent pas résistantes même après 125 générations de sélection. Les A.aceti deviennent résistantes à 50 g/L d'acide acétique en 240 générations. Ce phénotype persiste en l'absence de sélection. La concentration plasmique de l'anion acétate est la principale cause de cytotoxicité. P Steiner et al.; Biotechnology & Bioengineering 84 (05OCT03) 40-44.
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69. La production de protéines recombinantes dans Ralstonia eutropha est possible. On vient de montrer qu'on peut augmenter cette production en insérant des copies multiples du transgène dans le chromosome. S Srinivasan et al.; Biotechnology & Bioengineering 84 (05OCT03) 114-120. Les auteurs ont étudié la stabilité de ces gènes multiples qui ont souvent tendance à être éliminés par recombinaison, et les niveaux d'expression. Le transgène était celui d'une organophosphohydrolase (OPH), une enzyme de décontamination des organophosphorés et donc de gaz de combat. C'est une enzyme ayant tendance à donner des inclusions chez Escherichia coli. C'est pourquoi on a cherché un autre hôte de production. Avec trois transgènes chromosomiques on obtient 4,3 g/L d'OPH lors d'une fermentation à haute densité. C'est appréciable.
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Les Protéines et les Enzymes

70. L'isomaltulose synthase (PalI), également connue sous le nom de sucrose isomérase permet (comme son nom l'indique d'isomériser le saccharose en isomaltulose (-D-glucosylpyranosyl-1,6-D-fructofuranose) ou en tréhalulose (-D-glucosylpyranosyl-1,1-D-fructofuranose) avec glucose et fructose comme produits (d'hydrolyse) mineurs. 

Isomaltulose et tréhalulose sont deux produits acariogènes utilisés dans l'industrie alimentaire et dans les produits de santé comme alternative au sucre. 

Les diverses isomaltulose synthases produites par différentes bactéries donnent des proportions d'isomaltulose de l'ordre de 10 à 75–85%, à du tréhalulose à ~90%. Il serait donc intéressant de comprendre ce qui entraîne une telle variabilité. 

Le gène PaI a été cloné et l'enzyme surexprimée. La structure de l'enzyme a été établie à 2,2. Å par des chercheurs de Singapore. D Zhang et al.; The Journal of Biological Chemistry 278 (12SEP03) 35428–35434.

L'enzyme présente trois domaines avec un domaine catalytique N-terminal de type ()8 classique, un domaine central et un domaine C-terminal avec sept feuillets . Des troncatures successives du domaine C-terminal indiquent que ce domaine est indispensable au maintien de la conformation active de l'enzyme. Le domaine N –terminal avec un motif RLDRD voisin du site actif est responsable de l'activité isomérisante. La réaction a lieu en deux étapes, une hydrolyse (dont les sous-produits persistent en partie), puis une isomérisation exécutées dans la même poche du site actif. On n'a pas encore l'explication des proportions variables des isomères selon les couches bactériennes.
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Une revue de A Fernandez-Gacio et al.; Trends in Biotechnology 21 (SEP03) 408-414 discutent de l'utilisation de l'exhibition sur phages pour l'évolution dirigée des enzymes. Cette technique d'exhibition a beaucoup été utilisée, depuis sa description en 1985, pour le criblage de protéines à la surface des particules virales. On l'a ainsi utilisée pour découvrir des ligands peptidiques pour toutes sortes de récepteurs , la construction de sites de fixation dans des squelettes moléculaires, la création d'anticorps à haute affinité en l'absence d'immunisation. 
La revue s'intéresse surtout aux techniques indirectes utilisant des analogues d'état de transition (les intermédiaires au cours de la réaction enzymatique) et des substrats suicides. De telles techniques sont utilisables pour des analyses mécanistiques et pour engendrer des variants enzymatiques. Ces techniques ont donné des résultats appréciables dans le cas d'anticorps enzymatiques (abzymes) qui ne sont, il est vrai, que modérément efficaces.
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L'Agroalimentaire 

71. Les poissons utilisent surtout des protéines comme source d'énergie ce qui exige de 30 à 60% de protéines dans leurs alimentation. La substitution de farines de poissons par des protéines végétales ne peut être sans conséquences pour la physiologie des poissons d'élevages. Or on souhaite une telle substitution dans la mesure où les farines de poisson correspondent à des prélèvements sur les stocks naturels. On a essayé des protéines de soja, de lupin, de pois et de tournesol. On doit faire attention, d'une part à l'équilibre en acides aminés (on complète par les acides aminés en trop faibles quantités) et, d'autre part, aux anti-nutritionnels, souvent présents dans les réserves végétales (chez les salmonidés une trop forte proportion de protéines de soja entraîne des performances médiocres de l'élevage). La truite fait un peu exception, car on a pu la nourrir avec 100% de soja, il est vrai à faible teneur en phytoestrogènes dans ce cas. Dans d'autres cas on n'est pas arrivé à dépasser 50% d'incorporation. 

On vient d'étudier, par des techniques de "protéomique", les changements induits par une supplémentation en soja. SAM Martin et al.; Biochimica et Biophysica Acta 1651 (23SEP03) 17-29, étude à la quelle a participé un chercheur de l'INRA à Saint Pée sur Nivelle.

La substitution par tourteaux de soja n'était que partielle et la comparaison était entre des aliments plus ou moins riches en soja. 

L'analyse a porté sur les protéines du foie de la truite d'élevage. Le soja diminue l'efficacité de conversion en protéines, et l'excrétion d'ammoniaque est augmentée en conséquence. Il en est de même pour l'activité des glutamate déshydrogénase et aspartate amino transférases hépatiques. Il n'y a aucune différence entre les pools d'acides aminés dans le foie et les muscles. L'article décrit 17 des protéines dont l'expression est modifiée.
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72. Un compte rendu sur la modification de la structure des produits alimentaires pendant la déshydratation est paru avec JM Aguilera et al.; Trends in Food Science & Technology 14 (OCT03) 432-437.

La soustraction de l'eau des aliments (ce qui diminue l'eau disponible pour les microorganismes les dégradant) est une technique millénaire. Il existe des déshydratations naturelles, comme celle des graines qui conservent remarquablement leurs propriétés biologiques et gustatives. Il n'en est pas toujours de même dans le contexte des aliments. Si on considère les viandes et poissons séchés, ni la texture ni la saveur ne sont réellement conservés, mais la conservation, si difficile à réaliser, est incontestable.

Le séchage industriel a été introduit à la fin du 19°siècle. On peut conserver une partie des qualités organoleptiques du lait avec le lait en poudre, les flocons de céréales qu'on peut restituer après réhydratation. Mais dans le cas des fruits, on ne peut que sécher, mais rarement reconstituer à cause des changements de structure introduits par déshydratation. La situation est bien meilleure pour la lyophilisation, mais elle est coûteuse. 

On a donc tenté d'améliorer les techniques de déshydratation. L'article correspond à un colloque lié à projet ibéro-sud américain dans ce sens. Elle est donc un peu emphatique, avec des saveurs de justification du projet. Il couvre également le développement dans le domaine de la conservation des produits pharmaceutiques. 

Des matrices sèches poreuses pourraient être intéressantes, mais doivent donner une structure favorable à la mastication. On doit les traiter de façon à ce qu'elles permettent des transferts de matière (réhydratation) et de chaleur (cuisson).

( (( (( (( (( (
73. Les dernières avancées dans l'extension de la durée de conservation à l'étalage des fruits sont traitées par RC Soliva-Fortuny et al.; Trends in Food Science & Technology 14 (SEP03) 341–353.

La revue couvre les suggestions d'amélioration dans les diverses étapes de traitement: lavage, désinfection, découpe, les traitements par imbibition et la conservation sous atmosphère contrôlée des fruits, et accessoirement des légumes frais.

On se rend compte à la lecture de la revue que la plupart des travaux concernent l'aspect visuel du produit et que très peu de travaux ont été consacrés au goût des produits. Il est vrai qu'on achète à vue et que ce n'est que le second paquet qui est concerné par le goût.

En effet, si ces produits traités de façon minimale sont appréciés des clients, ils sont souvent (surtout les légumes) soumis à de fortes contaminations et les épisodes de salmonellose décrits dans le cas des germes de légumineuses peuvent fort bien survenir dans le cas de nombreux autres légumes comme les salades sous emballage à atmosphère contrôlée. Les techniques utilisées semblent efficaces et les rayons des supermarchés en sont bien alimentés (il y a donc des clients).

Dans le cas des fruits, les opérations sont nettement plus délicates. En effet, le fruit est destiné à libérer les graines, et il est donc naturellement voué à une destruction endogène et exogène. Il faut donc lutter contre l'évolution naturelle. C'est pourquoi les agrumes en tranches, par exemple, ne sont disponibles qu'en conserve classique et ne répondent pas exactement à ce que l'on attend. 

Le grand problème est, qu'au-delà de la désinfection, la découpe crée un stress de blessure de la plante. L'intensité de la réponse dépend de nombreux facteurs, dont l'espèce et ses variétés sont un élément important. Il faut donc minimiser ces réponses, notamment le ramollissement et le brunissement. .

Les premiers traitements subis sont un lavage à l'eau pour débarrasser les fruits des débris contaminants (dont les pesticides, mais on s'ingénie à les rendre résistants à la pluie). On procède ensuite à un trempage désinfectant du fruit entier dans de l'eau de javel diluée (50 à 200 ppm en chlore libre pour les pommes, par exemple, mais on peut aller jusqu'à 1000 ppm pour les melons et pastèques),. Il faut, ensuite, éliminer ce désinfectant avant découpe, car il n'apport rien aux tissus comestibles, loin de là, et on commence à discuter du bien fondé de ce désinfectant. 

Le peroxyde d'hydrogène serait probablement plus intéressant. Il s'auto-élimine grâce aux catalases endogènes. Mais il faut qu'elles soient efficaces (car l'eau oxygénée peut altérer les qualités du fruit, ne serait-ce qu'en favorisant le brunissement). Ce n'est pas cas chez les poires et les pommes. 

On a donc suggéré l'utilisation d'acides organiques comme les acides peroxyacétique ou octanoïque. L'effet désinfectant des acides organiques dépend de leur pH et de leur structure. L'irradiation a également été évoquée, mais en dehors du fait que les clients vont croire manger une bombe atomique, l'irradiation cause des altérations parfois sensibles des qualités organoleptiques et la marge est étroite entre stérilisation et altération des tissus.

Le découpage crée donc un stress de blessure, et va engendrer une activation métabolique avec accroissement de la respiration mais aussi, et dans certains cas, une production d'éthylène. On a noté une absence de ces réponses sur des tranches de poires. Ceci a été attribué au stade post-climactérique du fruit avec, probablement, une saturation du système enzymatique producteur d'éthylène. La réponse dépend du stade de maturité du fruit.

Pour les pommes, la production d'éthylène par des tranches emballées de façon passive (sans adjuvants) est double, pendant la première semaine après emballage, pour des fruits en cours de maturation, par rapport à des fruits mûrs. Tout cela dépend de l'espèce, du cultivar et des conditions de récolte et post-récolte. L'inhibition de l'effet de l'éthylène par le 1-méthylcyclopropène par occupation de ses récepteurs est démontrée. On peut s'en servir pour conserver des fruits en limitant leur maturation chez des fruits climactériques, et il est utilisé pour les pommes, mais avec des effets très variables selon les variétés.

L'orientation des plans de coupe importerait, et ceci a été montré pour la banane. Dans le cas des pommes et des poires il faut éliminer le cœur qui provoque un brunissement prononcé comme le savent tous ceux qui font des tartes. On peut compléter cette action en traitant par le 1-méthylcyclopropène, ce qui permet de conserver les tranches une dizaine de jours.
Des traitements de surface du fruit sont nécessaires pour différer la décadence physiologique des tissus. Le lavage assure déjà une élimination partielle des enzymes et substrats libérés à la coupe. Les trempages vont de 1 à 5 minutes dans la plupart des cas, et se font à chaud (jusqu'à 60°) provoquant probablement une inactivation thermique des enzymes et une amélioration de la diffusion. Ce n'est, pourtant, pas indiqué dans le cas où ce sont des polyphénols oxydases qui entrent en jeu et il faut alors travailler à froid (pas plus de 20°) . 

L'effet du pH est à prendre en considération, car on peut avoir, aux pHs voisins de la neutralité, un effet sur la cystéine (qu'on ajoute parfois comme anti-oxydant) qui va donner une couleur rosée aux fruits. Le trempage doit être suivi d'un rinçage pour éviter la colonisation par des microorganismes. Mais ce séchage ne doit pas être une cause de nouvelles blessures (par frottements) qui causeraient une reprise de la détérioration du fruit. 

L'utilisation des atmosphères contrôlées est bien connue, et pratiquées pour toutes sortes d'aliments. On utilise une élimination partielle ou totale de l'oxygène et un enrichissement en CO2 qui réduisent la respiration et inhibe des réactions enzymatiques indésirées. Cependant, si on abaisse trop la tension en oxygène on va provoquer des respirations anaérobies des tissus ou des fermentations avec libération de produits indésirables. Trop de CO2 accroît l'acidité et inhibe plusieurs enzymes du cycle de Krebs, dont la succinodéshydrogénase, ce qui déclenche la respiration anaérobie ou permet l'accumulation de l'acide succinique toxique pour les tissus du fruit. Mais ces limites sont inconnues pour la plupart des fruits. On les a établies pour le kiwi en tranches. En faible tension d'oxygène (0,5 kPa) on constate la formation de quantités anormales d'acétaldéhyde et d'éthanol.

Les auteurs de la revue ont suivi le devenir de pommes Fuji et Golden Delicious en l'absence et sous 21 kPa d'oxygène. L'absence d'oxygène empêche la synthèse d'éthylène. C'est également vrai pour plusieurs autres fruits qui ont été étudiés de ce point de vue. Il faut, par ailleurs, se méfier de cette manipulation sur la flore microbienne (voir plus loin).

Dans le cas des poires, pêches et nectarines, les faibles tensions partielles en oxygène et l'enrichissement en CO2 agissent de façon synergique sur l'abaissement de la production d'éthylène, mais n'empêche pas totalement la sénescence des tissus des fruits découpés. 

Le sort microbiologique des tranches de fruits est peu enviable car elles cumulent souvent un pH peu protecteur (>4,6) et une activité de l'eau (aw eau disponible) très élevée (0,85). Il faut donc, en sus du traitement initial, avoir recours à des traitements préservateurs. 

Beaucoup de fruits contiennent, comme la pomme, beaucoup d'acides organiques responsable du faible pH relatif. Ce n'est pas le cas du melon, de la pastèque, de la papaye ou de l'avocat qui ont des pHs relativement élevés, voisins de ceux des légumes et les rendent vulnérables. 

Salmonella et Shigella peuvent se multiplier sur des tranches de pomme, papaye, pastèque à température ambiante. Il convient donc d'acidifier la surface de ces fruits. Mais les additifs doivent pouvoir se parer de l'adjectif "naturel". On utilise donc largement l'acide citrique (de provenance microbiologique, surtout d'Aspergillus niger) qui de toute façon est souvent présent. On l'utilise dans le cas des oranges, pommes, pêches, abricot, kiwi, avocats et bananes.

Les phénols, aldéhydes (comme l'hexanal) et acides organiques pourraient être utilisés si ce n'étaient les odeurs et goût très prononcés de certains (l'acide lactique fait exception sur ce plan, ce qui explique son utilisation en conserve). Les huiles essentielles celles de coriandre ou de menthe, d'écorces d'orange ou de persil, la vanilline, des composés carbonyles ou isothiocyanates de crucifères présentent certaines activités antimicrobiennes. Mais, là encore, les flaveurs fort prononcées de certaines de ces substances les rendent inutilisables. L'hexanal est particulier, car des interconversions de cette molécule donnent des composants bienvenus de l'arôme, spécialement sur les tranches de pomme. La 2-nonanone (130–300 ml/l d'air dans l'atmosphère de conservation) est fortement fongistatique, notamment sur Penicillium expansum, mais crée des lésions de la peau du fruit.

Une faible tension partielle d'oxygène inhibe certes de nombreux microorganismes aérobies,mais favorise parfois la croissance des Clostridies anaérobies, non-protéolytiques et psychrotrophes. 

On a détecté de la toxine botulinique dans divers melons en tranches après 9 jours de stockage à 15°. A 7° cette toxine était, par contre, absente. On n'a aucune donnée sur des pathogènes de plus en plus répandus comme les psychrotrophes Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila et Yersinia enterocolitica, ou les mésophiles comme Salmonella, Staphylococcus, et le microaérophile Campylobacter jejuni. 

Le brunissement des tissus n'est pas dangereux mais effraie les clients. La prévention du brunissement induit par l'activité des polyphénols oxydases (PPO) est donc commercialement répréhensible. Les monophénol monooxygénases ou tyrosinases hydroxylent les monophénols en o-diphénols. Les cathécholases oxydent les o-diphénols en o-diquinones. Une réaction non enzymatique les convertit en mélanines brunes. 

La difficulté réside dans la variabilité de la teneur en substrats phénoliques qui dépend de l'espèce, de la variété et des conditions de culture et de maturité des fruits à la cueillette. Chez les fruits climactériques une maturité partielle est le meilleur moment de cueillette et de traitement du fruit. Au-delà, les résultats de conservation se dégradent. 

Pour certains fruits comme le melon, la pastèque et les agrumes ce sont surtout les peroxydases qui interviennent dans le brunissement, en utilisant une variété de donneurs d'hydrogène. Dans le melon l'activité des peroxydases est corrélée avec la réponse au stress oxydatif. 

Le cultivar joue également un rôle. Ainsi, parmi les variétés de pommes, les Delicious et Jonagold brunissent beaucoup plus lentement, et les Monroe ou Braeburn le font beaucoup plus rapidement. Chez les poires, les Barlett, Anjou, Conférence et Abate fetel sont relativement stables.

La prévention du brunissement fait intervenir la réfrigération, le traitement par des inhibiteurs et l'utilisation d'atmosphères contrôlées. On a pas mal étudié l'effet de l'acide ascorbique et ses dérivés. (0.5 à 4%) en association ou pas avec du chlorure de calcium ou de l'acide citrique. Il est dû à la réduction des o-quinones, et à leur reconversion en phénols d'origine. L'importance de ce brunissement est soulignée par le nombre des études qui y sont consacrées alors que les qualités organoleptiques sont finalement peu abordées. 

On parle beaucoup ces derniers temps de l'utilisation du 4-hexylrésocinol (4-HR) ou de cystéine (mais avec des risques de colorations autres (voir plus haut). Ces produits réduisent bien le brunissement général, mais pas au niveau de la coupe (effet de blessure). Une combinaison d'acide isoascorbique, de propionate et de 4-HR, s'est révélée efficace sur des pommes, avec une conservation acceptable pendant 4 semaines à 5°. Le 4-HR associé à l'erythorbate de sodium est efficace sur des tranches de poires Anjou. On peut également combiner acide ascorbique (0,5%), 4-HR (0,01%) et lactate de sodium (1%) et conserver des poires en tranches durant un mois sous réfrigération. Mais le mécanisme d'action du 4-HR n'est pas encore élucidé et on admet, provisoirement qu'il intervient comme inhibiteur compétitif sur les enzymes du brunissement, du fait de sa ressemblance avec les substrats phénoliques. 

On a préconisé un pelliculage associé à des antioxydants, mais il subsiste des doutes sur la comestibilité des produits.

Les opérations de tranchage provoquent un ramollissement des tissus lié à la libération des enzymes pectinolytiques et protéolytiques. La diffusion de ces enzymes est très accentuée. D'autres mécanismes comme la diffusion d'ions interviennent. Une adjonction d'ions calcium (0.1 à 1% de CaCl2 pour les pommes et 2,5% pour les tranches de melon) qui permet les pontages dans les parois cellulaires au niveau des composés pectiques, est bénéfique et il est utilisé à grande échelle pour les pommes. Le propionate de calcium combine cet effet avec une certaine désinfection.

Les auteurs ont montré que l'oxygène dans une atmosphère contrôlée influence négativement la structure de tranches de pommes Golden Delicious et de poires Conférence.

Les qualités gustatives sont considérées, mais bien après les aspects visuels. On n'a que très peu de données sur les teneurs en vitamines, sucres, acides aminés, etc…On sait que, pour des tranches de kiwi la teneur en vitamine C décroît assez rapidement après tranchage, surtout sous tension partielle normale d'oxygène, et sous fortes tension partielle en CO2.

Les composants sensoriellement importants ont été peu étudiés. On sait, cependant, que si les sucres ne bougent pas beaucoup durant la conservation, les acides organiques évoluent plus ou moins rapidement. L'acide malique disparaît rapidement à 5 ou 10°. Si on veut le conserver il faut traiter avec des composés sulfhydryles. Chez le kiwi il faut jouer sur l'atmosphère dans l'emballage pour préserver, par réduction de la respiration, les acides citrique, malique et quinique. La température joue un grand rôle dans cette préservation chez le melon. Il faut réfrigérer ces tranches pour préserver les acides citrique et malique. Cela conserve également bien les acides aminés. 
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La sécurité alimentaire

74. Des traces (0,12 ppm) de cuivre dans l'eau peuvent induire la formation de plaques de -amyloïde et cause une pathologie de style Alzheimer. DL Sparks et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 100 (16SEP03) 11065-11069. Il y a, en réalité, une synergie entre cholestérol et cuivre qui interfèrent avec l'élimination de ces plaques.

Il va, de nouveau falloir changer de tuyauteries et supprimer le sulfatage!!! Ce n'est pas la première fois que le cuivre est incriminé. Ce dernier article relate des essais sur le lapin. 
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75. Des chercheurs suédois ont mis au point une détection rapide de la présence de trichothécènes dans les céréales et sans purification des toxines. J Widestrand et al.; Food and Chemical Toxicology 41 (OCT03) 1307-1313. Voir le Bulletin d'Octobre § sécurité)

Les techniques classiques utilisent la chromatographie gazeuse capillaire et la HPLC. Ce n'est pas à la portée de tout le monde. Des immunoessais ELISA ont été développés et commercialisés. Ils sont bon marché, mais détectent seulement T-2 et désoxyvalénol. Les auteurs ont utilisé les fibroblastes bien connus de souris 3T3 comme détecteurs avec la synthèse de l'ADN comme révélateur, et les mycotoxines T-2 (T-2), HT-2, désoxynivalénol (DON) et nivalénol (NIV) de Fusarium comme exemples de trichothécènes.
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76. Des chercheurs de l'état de Washington montrent que les aliments pour le bétail sont un vecteur pour Salmonella enterica et Escherichia coli O157:H7. MA Davis et al.; Veterinary Microbiology 95 (01SEP03) 199-210.
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L'Environnement

77. Une revue centrée sur les biofilms et la pathogenèse bactérienne traite, secondairement, de ces biofilms comme réservoirs de pathogènes dans l'environnement. PK Singh; Annual Review of Microbiology 57 (OCT03) 677–701.

Elle montre que ces biofilms concentrent les microorganismes et quand ils libèrent leurs habitants, c'est à forte concentration quand ce sont des pièces du biofilm qui se sont détachées. Par ailleurs, ces fortes densités favorisent les transferts horizontaux des gènes. On a, par exemple, constaté que l'ADN est un constituant non négligeable de la matrice des biofilms de Pseudomonas aeruginosa sans qu'on ait, pour autant démontré le rôle de cet ADN. On a, par ailleurs, montré que des Escherichia coli porteuses de plasmides conjugatifs forment plus facilement des biofilms, sans en indiquer le mécanisme potentiel. Enfin on trouve de nombreux phages proliférant dans les biofilms, dont certains produisent des enzymes hydrolysant la matrice du biofilm (et donc favorisant l'accès aux cellules). Une étude d'expression globale dans un biofilm de Ps.aeruginosa a même montré que les gènes les plus surexprimés (par rapport aux cellules planctoniques) sont ceux d'un prophage.

Les stress environnementaux provoquent souvent une croissance plus rapide de cet abri contre les aléas de la vie. Cette croissance est liée à la sélection de mutants par ce biotope. Ce sont souvent des changements de phase (basculements réversibles de segments chromosomiques), mais toutes sortes de réarrangements, notamment des transpositions, sont observés.

Ces populations sont, en effet, soumises à une très forte sélection. La revue examine notamment les biofilms en milieu aquatique (dans les réseaux d'alimentation en eau potable, par exemple). On considère que 90% de la biomasse persistant dans les eaux potables est logée dans des biofilms. 

En milieu aquatique ce sont, plus généralement, des havres de protection. C'est le cas du vibrion du choléra au cours des épisodes interépidémiques. Ces variants dits "rugose" sont résistants à l'hypochlorite de sodium, et donc difficiles à éradiquer (ce qui est très souvent le cas dans les biofilms).

P.aeruginosa, Legionella pneumophila, des Mycobacterium non tuberculeux, des Aeromonas et Helicobacter pylori sont également capables d'utiliser ce type de biotopes. L.pneumophila et Mycobacterium persistent dans les canalisations d'eau chaude des bâtiments sous cette forme. 

Enfin il ne faut pas oublier le rôle de refuge occasionnel des biofilms construits par des espèces non pathogènes pour des pathogènes de passage (favorisant, de la même façon, les échanges de gènes).
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78. On trouvera dans HP Bais et al.; Science 301 (05SEP03) 1377-1380, une étude des interactions (et notamment de l'allélopathie) lors de l'invasion par une plante allochtone. Centaurea maculosa, un chardon plus ou moins méridional, (mais on ne sait jamais bien lequel du fait de très nombreux hybrides, fait commun chez ces composées) envahit les Etats-Unis. Il élimine les plantes indigènes en sécrétant une phytotoxine (allélopathie), la (–)-catéchine à partir de ses racines. Cette toxine agit en provoquant la forme des formes réactives d'oxygène et une perturbation subséquente des ions Ca2+ au niveau des méristèmes racinaires des autres plantes (vérifié chez Arabidopsis). 
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79. Un nouveau type de bioréacteur pour éliminer les pollution aérienne est décrit dans E Kan et al.; Biotechnology & Bioengineering 84 (05NOV03) 240-244. Il s'agit d'un réacteur faisant intervenir une émulsion organique en mousse. L'efficacité a été mesurée sur toluène et les auteurs ont mesuré une élimination de 285 g./h.de toluène par m3 de réacteur pouvant passer à 400g./h./m3 dans certaines conditions. L'efficacité peut atteindre 95% pour un temps de résidence de 15 secondes avec une concentration de toluène à l'entrée de l'ordre de 1 g. L'efficacité horaire est augmentée quand on double la concentration à l'entrée, mais le rendement tombe à 77%.
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La Vie des Sociétés

80. A la suite de la mise en veilleuse du programme de PPL et Bayer sur la recAAT (-1-AntiTrypsine) annoncée le 18 Juin, PPL est en pleine réorganisation. K Power; Nature Biotechnology 21 (SEP03) 965-967. L'article porte sur un domaine plus large, celui de la production de protéines recombinantes dans des animaux ou plantes transgéniques. Il souligne que PPL avait, comme GTC et Pharming, misé sur un trop grand nombre de protéines à la fois. On peut très bien avoir évalué la cible et les moyens de l'attendre, tant qu'on na pas fait la preuve complète du processus, on n'a encore rien fait. 

PPL est en train d'en payer le prix. La recAAT est destinée au traitement de l'emphysème. La mesure de l'efficacité utilisée par PPL réside dans le ralentissement de la progression de la maladie mais pas dans sa suppression totale. De plus, comme ses concurrents, la firme s'est ruée vers des espèces à grosse production laitière au lieu de rechercher quel est le "meilleur" animal pour cette production. L'usine de production de 67 millions de dollars a du être abandonnée quand Bayer s'est retiré, et cela pose un sérieux problème de production. Pendant ce temps, l'-1-AntiTrypsine (Zemaira™) d'Aventis-Behring vient d'être autorisé aux Etats-Unis par la FDA.

Une des options est de focaliser les recherches sur la fibrine I qui constitue un outil chirurgical de cicatrisation. C'est, parait-il une amélioration sur les produits commerciaux qui doivent être préparés dans un mélange à réaliser dans les 20 minutes précédant l'opération. Le produit est utilisable sous la forme de monomère qui coagule spontanément en présence des enzymes du patient. Une autre est de tout vendre en bon ordre, le soutien de la majorité des actionnaires n'étant pas acquis à la première option. PPL Therapeutics Press Release (15SEP03). Le personnel sera réduit de 161 personnes à 55. Mais cela ne fera que réduire le déficit de 0,6 million de livres sterling par mois à 0,25. Un grand nombre de dirigeants est en partance.

Un accord avait été signé avec Instituto Grifols SA (une filiale de Probitas Pharma) pour utiliser le fibrinogène plasmatique de Grifols qui est un fournisseur agréé par la FDA aux Etats-Unis. 
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81. Le biopesticide Rhapsody ® production est maintenant autorisé sur les plantes ornementales. C'est un biopesticide basé sur un Bacillus subtilis breveté. Il est actif sur un large spectre de pathogènes fongiques (dont les powdery mildews Botrytis) et bactériens (dont Erwinia et Xanthomonas) et qui est un substitut au cuivre (voir le § ). Agraquest Press Release (22SEP03).
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82. Cargill a racheté OCG Cacao SA, un fournisseur européen important de chocolats industriels, avec des usines en France en Belgique et au Royaume uni. C'est un champ nouveau pour Cargill en Europe, bien qu'il y soit impliqué dans la trituration des fèves de cacao. Il fournit du beurre de cacao et il est probablement intéressé par la nouvelle réglementation permettant d'utiliser une autre graisse végétale que le beurre de cacao (qu'il commercialise d'ailleurs). Cargill Press Release (23SEP03).

( (( (( (( (( (
83. Contrairement à ce qu'annonçait le Berlingske Tidende (11SEP03), Danisco n'aurait pas l'intention de vendre sa part de 40% dans Genencor International (qui lui a été apportée après l'absorption de Cultor. Cependant le communiqué de démenti [Danisco Press Release (11SEP03)] est ambigu, dans la mesure où il considère que Genencor est un investissement financier, et pas industriel, et que le fait de posséder 40% des actions, à égalité avec Eastman Kodak Chemicals, n'est pas une position intéressante.
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84. DSM ayant récemment acquis Roche Vitamins & Fine Chemicals, la collaboration de cette dernière division avec Novozymes va se poursuivre. La collaboration va s'étendre aux aliments pour animaux domestiques et géographiquement en couvrant l'Australie et l'Inde. Novozymes Press Release (23SEP03). Les communiqués correspondants sont désopilants, comme souvent dans ce cas, par l'emphase verbale utilisée.
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85. EnSolve Biosystems a obtenu le 6 Novembre l'approbation de son bioréacteur PetroLiminator™ 300 des réservoirs sur les navires de l'U.S. Coast Guard et la International Maritime Organization (IMO). C'est une version intermédiaire du modèle 630, déjà autorisé, de traitement des eaux de dégazage et de déballastage, et incorporé depuis 2001 par General Dynamics dans ses navires. Un système plus petit encore, le modèle 100 avait été installé, l'an passé, sur le transporteur de véhicules automobiles M/VAutopremier de United European Car Carrier. Il devrait l'être sur les 20 navires de la flotte dans un proche avenir. 

Cette version peut traiter entre 2 et 5,5 m3 d'eau émulsifiée par jour. Elle est spécialement destinée aux installations où la place est comptée. Ces systèmes sont sans entretien (filtres, billes céramiques, etc…). Ils coûtent moins que les installations classiques, et ils sont plus fiables. Ils traitent des émulsions difficiles à séparer par centrifugation et contient un système automatique de suivi des effluents qui ne dépassent pas 5 ppm d'huile dans l'eau.
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86. Une U.S. District Court a rejeté une plainte en nom collectif (class action) au titre des lois antitrust contre Monsanto déposée en 1999. Elle avait déjà rejeté une plainte de même origine sur l'insuffisance des essais des produits biotechnologiques et sur le prix excessif des semences. Ces plaintes avaient été déposées contre Syngenta, Bayer et DuPont (toutes sociétés semencières utilisant des plantes transgéniques). Monsanto Press Release (01OCT03).

( (( (( (( (( (
87. Les profits issus des divisions semencières de Monsanto excèdent maintenant ceux de la production du glyphosate (Roundup™). Le CEO de la firme a discuté, lors d'une conférence financière organisée par la Credit Suisse First Boston, sa façon de concevoir la pérennité des affaires dans le domaine de cet herbicide tombé dans le domaine public. La firme va réduire ses coûts de production pour lutter contre les génériques. Mais c'est une bataille d'arrière garde qui va porter sur les améliorations de la formulation basées sur des années d'expériences. Le gros des efforts va porter, manifestement, sur les caractères des semences qui devraient assurer les profits, surtout dans le domaine du maïs (ce qui explique, en partie, le retrait des seules semences de blé en Europe). Monsanto Press Release (18SEP03).
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88. Metabolix qui a pris le relais de Monsanto dans la production microbienne et éventuellement végétale de poly(hydroxyalcanoates) a signé un accord d'évaluation de la qualité du produit microbien (sur un an seulement) avec BASF. Metabolix fournira des quantités expérimentales du produit. Nature Biotechnology 21 (SEP03) 963.

La firme vient de recevoir un contrat de 2 millions de dollars de l'USDA sur trois ans. Metabolix Press Release (SEP03). 
Metabolix et Innovative Mold Solutions vont produire, pour le Department of Defense, des couverts en PHA (polyhydroxyalcanoates). Le gouvernement fédéral consomme 500 millions de couverts à usage unique par an. Assiettes et gobelets pourraient suivre. Metabolix Press Release (NOV03). Après ces essais préliminaires ce devrait être Signature Works qui devrait assurer les essais vraie grandeur de cette production. Signature Works est le fournisseur exclusif de couverts à usage unique biodégradables du gouvernement américain.
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89. Novozymes va effectuer une présentation du procédé de bio-débouissage (bio-scouring) des textiles. C'est un traitement à base de pectinases (Scourzyme®) qui permet de débarrasser la fibre de cellulose des cires, lipides qui gène le filage et salissent les textiles. On utilise classiquement des traitements alcalins énergiques et donc très polluants, et qui, en outre affaiblissent la fibre. Novozymes Press Release (09SEP03).
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90. Paradigm Genetics, a récemment obtenu l'US Patent n°6 632 631 (14OCT03). Ce brevet montre que l'homocitrate synthase est indispensable à la pathogénicité des champignons. Cette enzyme intervient dans la production de la lysine chez les champignons, mais pas chez les animaux. Son absence ne permet pas la colonisation des tissus. Il est donc possible d'utiliser des inhibiteurs de cette enzyme comme anti-fongiques. Le brevet énumère une liste colossale de champignons phytopathogènes qui pourraient être visés, mais ne discute vraiment que de Magnaporthe grisea. Cette découverte confirme la validité de la technique TAG-KO® couverte par l'US Patent n°6 562 624 (13MAY03) qui porte sur la facilitation d'une recombinaison homologue ciblée utilisant une mutagenèse par transposons. Elle utilise des cosmides vecteurs portant de grands inserts génomiques de l'organisme cible, ce qui va favoriser la recombinaison. Le transposon porte un marqueur bifonctionnel permettant une sélection à la fois chez la bactérie de sélection et la cible eucaryote.
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91. La fusion de Pfizer et de Pharmacia a sonné le glas des activités de la société allemande Sugen fondée en 1991 et acquise par Pharmacia en 1999 et qui était un pionnier remarqué des transduction de signaux fondée sur les travaux de Joseph Schlessinger (S) et Axel Ullrich (U), du Max Planck Institute de Martinsried. Celui-ci prédit que les employés vont aller voir ailleurs, mais que ce sera une perte dans ce domaine. C'est une des illustrations des bienfaits des fusions qui plaisent tant aux actionnaires. Le pire est que les 20 brevets et plus de 140 dépôts (sur des séquences de kinase et phosphatases) intervenant dans la transmission des signaux de Sugen sur le sujet vont dormir dans des placards et n'en émergeront que pour empêcher un concurrent de prendre le relais scientifique.

Des inhibiteurs de kinase étaient en essais cliniques, mais aucune de ces substances n'a atteint un stade commercial. K Garber; Nature Biotechnology 21 (JUL03) 722-723. 

De plus, la gestion scientifique semble avoir laissé à désirer, si l'on en croît son ancien vice-président pour la recherche qui cite plusieurs manquements, et règle apparemment ses comptes. A Levitzki; Nature Biotechnology 21 (SEP03) 969.
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La Politique

92. P Hilson et al.; Current Opinion in Plant Biology 6 (OCT03).830–833 décrivent les consortiums européens qui accumulent les données génomiques sur Arabidopsis. Ils décrivent la banque CATMA qui regroupe les oligonucléotides spécifiques de gènes avec plus de 20 000 gènes ainsi identifiés et CAGE (Compendium of Arabidopsis Gene Expression) pour lequel 4000 réseaux ont été utilisés pour traiter 2000 échantillons de façon standard. AGRIKOLA est un système d'inhibition par interférence ARN de la quasitotalité des gènes d'Arabidopsis. Les phénotypes de plusieurs centaines des lignées ainsi obtenues seront analysés sur le plan phénotypique. Les ORFs (gènes potentiels) seront clonés dans des vecteurs d'expression (ORFEUS)pour en étudier les protéines codées. Une recherche systématique des promoteurs va également être entreprise.
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93. L'Australie a autorisé le colza transgénique InVigor™ de Bayer CropScience. Nature Biotechnology 21 (SEP03) 962. L'Australie suit donc l'exemple du Canada où 70% des canolas sont transgéniques.
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94. L'USDA vient de raidir sa réglementation des productions transgéniques dans les plantes, l'étendant aux productions à usage industriel. Jusqu'à présent, il suffisait d'une notification des essais, il faudra, maintenant, obtenir une autorisation et satisfaire aux exigences pour les plantes produisant des produits pharmaceutiques. Cela signifie que la barrière à l'entrée dans ce domaine est sérieusement rehaussée. Nature Biotechnology 21 (SEP03) 962. La Biotechnology Industry Organization soutient cette nouvelle réglementation. 
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95. Interpol encourage les états membres à mettre en place une autorité de supervision des recherches biologiques pouvant donner lieu à des armes. Nature Biotechnology 21 (SEP03) 963.
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96. Un article intéressant sur la perception des riz transgéniques par les paysans aux Philippines dans la région de Nueva Ecija qui est particulièrement consacré à la riziculture et où est implanté le Philippine Rice Research Institute (à Muñoz). M Chong; Nature Biotechnology 21 (SEP03) 971-972. Les paysans n'ont pratiquement pas entendu parlé du riz "doré" de Potrykus riche en vitamine A, ni de tout autre riz transgénique pourtant déjà essayé pour la résistance Xa21 à Xanthomonas dans la région. La querelle se limite aux milieux dits "informés" de la capitale en ce qui concerne les riz transgéniques. Les fermiers que l'enquête a contacté indiquent que si un riz a un meilleur rendement (celui-ci stagne depuis une dizaine d'années dans le pays), ou revient moins cher à cultiver, ils sont prêts à l'utiliser immédiatement. Parmi les besoins non satisfaits, ils citent une moindre exigence en eau. Cela confirme certaines de mes impressions, après des discussions sur place. J'y ajouterais volontiers la demande d'un moins grand nombre de traitements par des pesticides à la fois pour des raisons de coûts et de santé. Leur confiance dans le Ministère de l'Agriculture et le Philippine Rice Research Institute est enviable. De plus aucun des dirigeants villageois ne cite les organisations anti-biotechnologies (comme Masipag) comme des interlocuteurs fiables. La culture du riz jaune, malgré ce défaut de couleur lié à la présence de la vitamine A, est acceptée à condition que le rendement soit pas amoindri par la transformation, mais aussi s'il y a des clients, ce qui se comprend. Les paysans sont donc prêts à le cultiver s'il y trouvent leur compte sur le plan économique (j'ai déjà entendu cela dans le Sud-Ouest français pour le maïs). 
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