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Caracterisation de I’expression de genes
impliqués dans le métabolisme symbiotique
chez le puceron du pois

Optimisation des protocoles d’extraction d’ARN et de RT-PCR (classique et en
temps réel) a partir de 5 compartiments de puceron
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Les bases trophiques de I’'association symbiotique : échanges d’acides
aminés entre les 2 partenaires

* Importants ravageurs et impact économique
majeur en regions tempereées.

e Source nutritive : seve phloémienne des
plantes déséquilibrée en acides aminés.

* Buchnera : Endosymbiote fournissant au
puceron les acides aminés absents dans la
seve des plantes (acides aminés essentiels).

P
Chaine embryonnaire Bacteriocytes
embyonnaires

L’'UMR BF2I s'intéresse a
I'étude des réseaux de
régulation a la base de

I'association symbiotique entre

Acyrthosiphon pisum et la

bactérie Buchnera.

actériocytes maternels

|dentification de cibles spécifiques a la symbiose pour développer
des nouvelles stratégies de lutte contre les pucerons.
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Introduction

Modele : A.pisum

But du projet Aphicibles (BF2I):

** Identification des génes cibles de la symbiose entre les

pucerons et Buchnera : applications en lutte intégrée a long
terme ?

[l Caractérisation fonctionnelle des cibles potentielles par une
approche d’interférence par I’ARN (RINAI)

RNAI chez le puceron :

“* Seulement quelques travaux (4) — ® |

4
D\ = |

“* 2 stratégies : injection et milieu artificiel
BIF2
“* A réaliser au plus tot dans le développement larvaire st Fonctionnett
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Objectifs

* Mise au point des protocoles visant a
quantifier I’expression d’un gene a partir
de quantites tres faibles d’ARN

C Etude de I’expression de 11 génes dans

5 compartiments d’un individu adulte.

:> Détection a I’échelle de 5 parties du puceron le
degre d’inactivation fonctionnelle apres RNAI
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Plan de travail

v’ Recherche des amorces et validation des
conditions de PCR

v'Dissection du puceron et extraction des ARN
v'RT a partir de faibles quantités d’ARN

v’ Analyse du profil d’expression des génes
testes par RT-PCR

v’ Validation des conditions de RT-PCR
quantitative




Introduction

Objectifs

Protocole
expérimental

Résultats | Conclusions

Genes selectionnes

travaux RNAI antérieurs

gene référence
Cathepsine Jaubert et al.
Calréticuline (microinjection)

Aquaporine-4

Shakeshy et al.
(ingestion)

importance métabolique

GS2

Henna

Cysthationine y-
lyase

MC

potentiellement létaux

AGAP

VacATPase

Baum et al. (trangenese)

ANT2

normalisation en gPCR

GAPDH
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Definition des amorces

* => Logiciel oligo 6.8

http://www.oligo.net

+ Recherche des conditions de fonctionnement
optimales des amorces sur ADNg.
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Introduction |Objectifs

Résultats | Conclusions

Dissection, extractions des ARN

A. pisum adulte

longueur : 3mm

Extractions
separées
des ARN

* Tete

* Embryons (contiennent Buchnera)

* Tube digestif

* Bactériocytes (contiennent Buchnera)

* Carcasse B I- aa
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Analyse quantité/qualite des ARN

RN total A-1-11-2
“_I'.I 5_\:7 ~d

Spectrophotometre

EJ’ (Nanodrop) m==) Quantité d’ARN

PP

Electrophorése capillaire (Agilent
Bioanalyzer)

me) Qualite d’ARN

ARM total AI-1-11-2

- Qualité décroissante
'

des ARN ... [ .
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Objectifs

Protocole
expérimental

Conclusions

Reésultats du bioanalyseur g
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Objectifs

Protocole
expérimental

Conclusions

Reésultats de RT-PCR

10ng par RT avec le kit Sensiscript (QIAGEN)

Exemple de gel avec le gene VacATPase ...

(RT-) 5 tissus

. .-.-_.DT

(RT+) 5 tissus SlUE
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Reésumeé des résultats de RT-PCR

cGS2
MC

Cystathionine y-lyase

Henna

Cathepsine

ANT?2

Aquaporine-4

ASS0
5"\/

Exon 1
-
@ 5'm3I3 I- H
- Exon | Exon 2 -
Lasso :
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Calréticuline




Introduction

Objectifs

Protocole
expérimental

aux signaux obtenus avec les dilutions

ester pour Aquaporine-4, ANTZ2 et GAPDH les
conditions de PCR en temps reel

) T

de produits PCR purifiés)

|—H-:l.|.-|. + Camplie |

Conclusions

T

gqRT-PCR

* Construction de la courbe étalon (6 dilutions

* Mesures sur les échantillons par comparaison

SYBR Green I

>

* BF2(E Y
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Frotocoie

Introduction|Objectifs ‘ Résultats

L. Conclusions
expérimental

gqRT-PCR

Analyse REST des données (Relative Expression Software Tool)

O ANT2

0 | W Agp
—

ratio d'expression (log2)

embryons carcasse intestin téte

compartiments

Expression relative, comparativement au gene de normalisation GAPDH, des génes ANT2 et Aquaporine-4 dans les tissus du puceron.
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Conclusions

* Mise au point des conditions pour analyser par
RT-PCR les 11 genes selectionnés a partir de
faibles quantités d’ARN

* Test des conditions de PCR quantitative (en temps
réel) pour 3 genes

- Caracteérisation de I’expression des 11 genes
dans 5 compartiments chez le puceron du pois

et projet RNAIi
|3|=2@
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Bilan personnel

Meilleure compréhension du role de la
biologie moleculaire

Deécouverte de la PCR en temps réel

Travail a la base d’une longue etude en
cours

Connaissance du mode de fonctionnement
d’un laboratoire de recherche
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Acides aminés non
essentiels a I’hote

Alanine
Asparagine
Glutamine
Proline
Séerine
Tyrosine
Aspartate
Glutamate

Buchnera

Bactériocyte

Arginine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Fhénylalanine
Thréonine
Tryptophane
Valine

Acides aminés
essentiels a I’hote
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Synthése du premier
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