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Régulation transcriptionnelle dans un genome
reduit symbiotique: réduite ou active ?
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Réponse de la voie de biosynthese a
un stress en leucine chez le puceron
du pois
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UMR 203 INRA  INSA do Lyon - BF2 2. Le phloeme, une équilibre azoté particulier.
Biologie Forctionnelie Insectes ef Interactions : B .
’ La fonction homeéostatigue de Buchnera.
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UMREOS TRAINSAIS 555~ BE 3: La leucine, une demande forte et une voie centrale
Biologie Forictionnelle Insectes ef interactions . . . J .
dans la symbiose aphidienne. Le plasmide Leucine.

* Demande en leucine
— Les embryons parthénogénétiques: des puits a leucine ?
— Le phloeme: une compétition pour la leucine ?

* Aposymbiose et hypoleucinémie

* La plupart des lignages de Buchnera possedent un
plasmide Leucine.
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sioogie Fonctiomeli nsecies e miersctions 42 L’@V0IUtION du plasmide leucine chez Buchnera
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Fig. 1. Linearized physical maps of the different types of plasmids identified in B. aphidicola strains belonging to aphids from different subfamilies. Arrowheads
indicate the position of the origin of replication (', RepA-replicon type; V, RepA/C-replicon type). For the pTrp plasmids, the region amplified in tandem repeats
appears within brackets. See Table 1 for B. aphidicola strains code. * In pTrp-BRp, repA/C is a pseudogene. Chi-like sites identified in the plasmids characterized in
this work are indicated (4). In pLeu-BCc the indicated Chi-like sites present nucleotide substitutions compared with the consensus sequence. White boxes, tryptophan
genes; light grey boxes, leucine cluster; dark grey boxes, additional genes; dashed boxes, rep genes.
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um s mra msadevon_sr D L€ Modele biologique du puceron du pois.
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La question biologique

Biologie Forictionnelle Insectes ef interactions

* Quels sont les déetérminants moléculaires de la
fonction homéostatique de Buchnera ?

* Buchnera a t'elle conserve des capacités de
regulation (transcriptionnelles) dans une voie
centrale de la relation trophique ?

* En particulier, quels sont les caracteristiques de
la reponse plasmidique (pLeu) a des stress en
leucine ?

19 Juin 2008 Cluster 9 Rhone-Alpes
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* Le fardeau évolutif de Buchnera:

siobgie Fonciiomelle nsecies ot meractions 1= EX[PresSivité et évolution génique (biosynthese AA flagelle)

404 1 R2?=0.151

GC rate

15+

T T
12 13

¢ : genes encoding ribosomal proteins
O : genes encoding chaperonin proteins
+ : flagellar genes

: Buchnera orphan genes

logo(MRNANorm)

: genes involved in the biosynthesis of EAA
| : genes encoding aminoacyl-tRNA synthetases for EAA
O : genes encoding aminoacyl-tRNA synthetases for non-EAA

x : pseudogenes

Corrélation globale entre
évolution génique et
expressivite

Surexpression des
chaperones, des protéines
ribosomales, des genes de
biosynthese des AA

Différenciation de AA-
tRNA synthétases (EAA,
NEAA)

Surexpression atypique
des genes du flagelle
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Le fardeau évolutif de Buchnera:
2- Réponse a un stress aromatique (absence de réponse simple)

GLOBAL GENE EXPRESSION PROFILING IN BUCHNERA SPP. 7763
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FIG. 3. Differentially expressed genes of experiment 1. Open cir-
cles are downregulated genes, and plain circles are upregulated genes.
Circle diameters are proportional to the change (»-fold) of the gene
(except yfgM). Changes (n-fold) to one decimal place are also reported
within circles. Gene colors correspond to their GO classes. A, amino
acids and derivative metabolism, GO0006519; C, carbohydrate metab-
olism, GOO005975; T, transport, GOO006R10; R, RNA, nucleic acid,
and protein metabolism, GO0006139, GOO016070, GO0019219,
GO0019538; M, cellular morphogenesis, cell motility, GO0000902,
GOODB928; O, others.

Reymond N, Calevro F et al... Charles 2006.
Appl. Environ. Microbiol. 72: 7760-6
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Abstract

Background: Cenomic sudies on bacteria hawe dearly shown the existence of chromosomal
org@nzation as regards, for example, to gene localmacion, order and orien@tion. Moreower,
transcriptomic anatrse: have demonstrated that in free-living bacreria, gene transcription levels
and chromosomal organization are mwnsally influenced. We have acplored the possible

Amplitude

1689 135 o 515
6.

conservation of reationships betwesn mRMA abundances and chromosomal organiztion n the

highly reduced genome of Budwmers aphidemis, the primary endosymbiont of the aphid:, and a dose
refative to Escherichio col

Results: Lking an olgonuckotide-based microarray, we normalzed the transcriptomic data by
genomic DMA signals in order 1o have access to inter-gene comparison da Our analysis showed
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thar mRMA abundances, gene organizamion (operon) and gene esentialiy are correlated in
Budhnern (i.e, the most expresied genes are essential genes organzed in operons) whersas no link
berwesn mRMA abundances and gene strand bias was found. The effect of Budwera genome
evolution on gens expression kevels has ako been arabysed in order to assess the constraints
imposed by the cbligate symbicsis with aphids, underfining the impormnce of tome gens s for
the survival of the two partners. Finalty, cur resuls show the existence of sparial periodic
transcriptional parterns in the genome of Budwnena.
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Conclusion: Despite an important reduction in its genome size and an apparent decy of ity

capacity for regulating transcription, this work reveals a sgnificant correlition betwesn mRNA

abundances and chromesomal organization of the aphid-srmbiont Budnerg T T T T
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* Application d’un stress en leucine

— Carence totale (0 mM)
— Alimentation phloémienne « standard » (20 mM)
— Exces de leucine (60 mM ou plus)

* Analyse de la réponse biologique

— Croissance et comportement alimentaire

* Analyse de la reponse métabolique

— Cage a métabolisme transformation *#C-sucrose leucine

* Analyse de la réeponse moleculaire

19 Juin 2008 Cluster 9 Rhone-Alpes
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La réponse biologique (A.pisum)
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Phagostimulation
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ABC : test Tukey-Krammer HSD (toutes les comparaisons) seuil a 5%
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La réponse
metabolique

Leucine
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30
o5 R2=0,951
p-Val < 104
20 [ A
15 R2 = 0,626
p-Val < 2x10#
1 c C
’ B AB BC
A
H Leu-0
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) ) . o Leu-40
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ABC : test Tukey-Krammer HSD (toutes les comparaisons) seuil a 5%
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La réponse &@@@F
moléculaire... =
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Stress nutritionnel 0 - 20 - 60 mM Leu
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Biologie Fonctionnelle insectes et Interactions

A. Etude sur I'ADNg

=)  Objectif : Détermination du nombre de plasmides pLeu/fhromosome
adlétatbasaletdans les deux conditions tests

Méthode : PCR quantitative 96 puits

Nombre de genes testés : 3 (leu, leuC, yghA) répartis tout le long du
plasmide

! § 3

Normalisation : par rapportau géne chromosomique atp4

6.02 x 107 (copy/mol) x Masse £ ADN (g)
mmp pleu copie = - SRR L LS
Taille fragment (pb) x 660 (g/mol/pb)
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= Leu-20mM
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ABC : test Tukey-Krammer HSD (toutes les comparaisons) seuil a 5%

* : test de Dunnet (comparaison / leu20) seuil a 5%
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Par réegulation transcriptionnelle ?

B. Etude sur les ARN

=) Objectif : Mesure du niveau d'expression des tous les génes de pLeu
etde genes chromosomigues impligues dans la voie de biosynthése de
la leucine

!

Meéthode : RT-PCR en temps réel (96 puits)

Nombre de genes testés : 11 génes tests (leuABCD, repAl, repA2,
yghA, ilvlH, leuS, aceE) + 3 genes de normalisation (atpA, rpmC, rplX)

!

=mp Normalisation : détermination du meilleur géne de normalisation avec
"BestKeeper' (Pfaffl et al 2004) et normalisation avec "REST' (Pfaffl et al 2002)

19 Juin 2008 Cluster 9 Rhone-Alpes
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D(pll tion en leucine
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Plasmide pLeu
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Excls en leucine
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Par régulation transcriptionnelle ?
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=) Réponses transcriptomigues cohérentes avec les stress imposés
Testexactde Fisher (ilvIH, leuABCD) : pVal < 2x107)

mm) (ertaines réponses sont importantes et suivent une cinétigue

=) Purticularité de yghA, surexprimé dans les 2 conditions leu0/leu20 et leu60/len20,
notamment d partir de J2

) [es données semblent montrer que leu n'est plus en opéron ou qu il posséde une régulation
suplémentaire indépendante de leuBCD

leuA leuB leuC leuD

— - DD

61 pb 0 pb 3pb
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- Le groupe

ef Interactions

e H. Charles

* Joseé Vinuelas (F. Calevro, JM Fayard)
— These 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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