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Réponse de la voie de biosynthèse à 
un stress en leucine chez le puceron 

du pois

Régulation transcriptionnelle dans un génome 
réduit symbiotique: réduite ou active ?



19 Juin 2008 Cluster 9 Rhône-Alpes
Plante et environnement 
biotique

Le modèle puceron - Buchnera:
1: Une niche trophique unique, la sève phloémienne

Medicago

Sauvion N, Rahbé Y. 1999. Ann. 
Soc. Entomol. Fr. 35: 175-83
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Le modèle puceron - Buchnera:
2: Le phloème, une équilibre azoté particulier. 

La fonction homéostatique de Buchnera.
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• Demande en leucine
– Les embryons parthénogénétiques: des puits à leucine ?
– Le phloème: une compétition pour la leucine ?

• Aposymbiose et hypoleucinémie

• La plupart des lignages de Buchnera possèdent un 
plasmide Leucine.

Le modèle puceron - Buchnera:
3: La leucine, une demande forte et une voie centrale 

dans la symbiose aphidienne. Le plasmide Leucine.
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Le modèle puceron - Buchnera:
4: L’évolution du plasmide leucine chez Buchnera
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Le modèle puceron - Buchnera:
5: Le modèle biologique du puceron du pois. 

Un étonnant micro-écosystème microbien
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La question biologique

• Quels sont les détérminants moléculaires de la 
fonction homéostatique de Buchnera ?

• Buchnera a t’elle conservé des capacités de 
régulation (transcriptionnelles) dans une voie 
centrale de la relation trophique ?

• En particulier, quels sont les caractéristiques de 
la réponse plasmidique (pLeu) à des stress en 
leucine ?
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Le fardeau évolutif de Buchnera: 
1- Expressivité et évolution génique (biosynthèse AA flagelle)

• Corrélation globale entre 
évolution génique et 
expressivité

• Surexpression des 
chaperones, des protéines 
ribosomales, des gènes de 
biosynthèse des AA

• Différenciation de AA-
tRNA synthétases (EAA, 
nEAA) 

• Surexpression atypique 
des gènes du flagelle

Vinuelas J, Calevro F et al... Charles H 2007. 
BMC Genomics 8: 143
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Le fardeau évolutif de Buchnera: 
2- Réponse à un stress aromatique (absence de réponse simple)

Reymond N, Calevro F et al... Charles 2006. 
Appl. Environ. Microbiol. 72: 7760-6
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Le fardeau évolutif de Buchnera: 
3- Conservation d’une organisation génomique de l’expressivité

• Cette étude montre, pour la 
première fois dans une bactérie à 
génome réduit, la conservation de 
relations cohérentes et significatives 
entre transcription et organisation 
du chromosome.
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L’expérience

• Application d’un stress en leucine
– Carence totale (0 mM)
– Alimentation phloémienne « standard » (20 mM)
– Excès de leucine (60 mM ou plus)

• Analyse de la réponse biologique
– Croissance et comportement alimentaire

• Analyse de la réponse métabolique
– Cage à métabolisme transformation 14C-sucrose leucine

• Analyse de la réponse moléculaire
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La réponse biologique (A.pisum)
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Phagostimulation

R2 = 0,8755
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Croissance
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La réponse 
métabolique

Leucine
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Cage à métabolisme
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Néosynthèse des acides aminés branchés

ABC : test Tukey-Krammer HSD (toutes les comparaisons) seuil à 5%
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La réponse 
moléculaire…
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A. Etude sur l'ADNg

Méthode : P C R  q ua ntita tive  9 6  p u its

Nombre de gènes testés : 3  ( leuA, leuC, yqhA) répartis tout le long du 
plasmide

Normalisation : p a r ra p p o rt a u  g è ne  c h ro m o s o m iq ue  atpA

Objectif : Dé te rm ina tio n  d u no m b re  d e  p la s m id e s  p Le u/c h ro m o s o m e  
à  l'é ta t b a s a l e t d a ns  le s  d e ux c o nd itio ns  te s ts

6 .0 2  x 10 23 (copy/mol) x Masse d'ADN (g)          
pLeu copie = ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­

                Ta ille  fra g m e nt (p b )  x 6 6 0  (g /m o l/pb )

Par réplication de pLeu ?
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ABC : test Tukey-Krammer HSD (toutes les comparaisons) seuil à 5%

* : test de Dunnet (comparaison / leu20) seuil à 5%
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B. Etude sur les ARN

Méthode : R T ­P C R  e n te m p s  ré e l (9 6  p uits )

Nombre de gènes testés : 1 1  g è ne s  te s ts  ( leuABCD, repA1, repA2, 
yqhA, ilvIH, leuS, aceE) + 3 gènes de normalisation (atpA, rpmC, rplX)

Normalisation : d é te rm ina tio n  d u  m e ille ur g è ne  d e  no rm a lis a tio n  a ve c  
" Be s tKe e p e r"  (P fa ffl et al 2004) et normalisation avec "REST" (Pfaffl et al 2002)

Objectif : Me s ure  d u  n ive a u  d 'e xp re s s io n  d e s  to us  le s  g è ne s  d e  p Le u 
e t d e  g è ne s  c h ro m o s o m iq ue s  im p liq u é s  d a ns  la  vo ie  d e  b io s ynth è s e  d e  
la  le uc ine

Par régulation transcriptionnelle ?
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Dﾎplﾎtion en leucine
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Excﾎs en leucine
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R é p o ns e s  tra ns c rip to m iq ue s  c o h é re nte s  a ve c  le s  s tre s s  im p o s é s
Te s t e xa c t d e  Fis h e r ( ilvIH, leuABCD) : pVal < 2x10­3)

Certaines réponses sont importantes et suivent une cinétique

Les données semblent montrer que leuA n'est plus en opéron ou qu’il possède une régulation 
suplémentaire indépendante de leuBCD

Particularité de yqhA, surexprimé dans les 2 conditions leu0/leu20 et leu60/leu20, 
notamment à partir de J2

leuA leuB leuC leuD

61 pb 0 pb 3 pb

Par régulation transcriptionnelle ?
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Le groupe

• H. Charles 

• José Viñuelas (F. Calevro, JM Fayard)
– Thèse en cours

• G. Duport, G. Febvay, S. Laroche, Y. 
Rahbé, A. Rabatel

• (S. Colella, aphid genome expression)

• (L. Brinza, L. Cottret, bioinformatics)
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Merci !
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