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INTRODUCTION

Au sein d'un organisme, une méme information génétique conduit a des phénotypes

cellulaires différents, par I'activation ou la répression sélective d’'un ensemble de génes.

Ces profils d’expression varient spatialement, d’un tissu a un autre ou au sein des tissus,

et temporellement, durant la vie cellulaire.

s sont a I'origine de la diversification cellulaire et de |a spécialisation des tissus.

Aujourd’hui le phénotype apparait comme le résultat de contréles multi-niveaux ot se

combinent les caractéristiques génétiques et épigénétiques du génome. Les premiéres

s'appuient sur les séquences géniques que porte I'’ADN, les secondes sur les modifications

de la chromatine.

= Quels sont les facteurs qui influencent les caractéristiques phénotypiques et

comment I’expression du génome est-elle contrdlée ?

A partir d’exemples, deux grands niveaux de contréle de la dynamique de I’expression du

génome seront envisages :

* le contrdle épigénétique porte sur les modifications de la chromatine ;

* les contréles transcriptionnel et post-transcriptionnel dépendent des séquences
géniques que porte I'’ADN.

Il sera aussi mis en évidence I'action combinée des différents systéemes de contréle qui

collaborent a la mise en place du phénotype.
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Diversité des des influences conduisant aux phénotypes

1.1 Le phénotype dépend de I’expression du génome

L’étude de la transition épithélium/mésenchyme (EMT) (Epithelial-Mesenchymal Transition)
qui intervient a des différents moments (développement embryonnaire, cicatrisation des plaies,
cancers) peut servir a montrer quels facteurs influencent un changement de phénotype. Les
cellules épithéliales perdent alors leurs caractéristiques (polarité apico-basale, cohésion inter-
cellulaire au sein d’un tissu) et deviennent mésenchymateuses (allure fusiforme et capacité a se
déplacer dans les tissus).

a) Le phénotype dépend du protéome

Ces modifications phénotypiques sont induites par des messagers intercellulaires, comme le
facteur de croissance TGF-B (transforming growth factor B). Il est donc possible de suivre
cette transition aprés un traitement a base de TGF.

La figure 15.1 montre les modifications phénotypiques associées a la transition EMT, et les
résultats de localisation par immunocytochimie, de protéines particulieres. Le western blot
compléte ces observations et permet en plus d’apprécier la quantité de protéines présentes
(figure 15.1c).
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Figure 15.1 Etude des cellules épithéliales mammaires (MFC10A) sans (-) et avec (+)
traitement stimulant FEMT.

(D’aprés Induction and Analysis of Epithelial to Mesenchymal Transition, Yixin Tang et
al. doi:10.3791/50478).

(a) Aspect des cellules (MO x 400) ; (b) marquage immunocytochimique en rouge des
E-cadhérines et en vert de la fibronectine, le bleu marque les noyaux ; (¢) marquage
immunocytochimique en gris des E-cadhérines et en vert de la vimentine ; (d) western
blot de la totalité des lysats et repérage avec des anticorps marqués de la fibronectine,
de la E-cadhérine et du GADPH (témoin de charge).

N

Il apparait alors que certaines protéines sont associées a un phénotype cellulaire donné
(tableau 15.1) ; elles constituent le protéome des états de ces cellules.
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Tableau 15.1 Corrélation entre les caractéristiques cytologiques et le contenu protéique des
cellules dans le processus EMT.

Phénotype | Petite taille, immobiles et cohé- | Fusiforme, de grande taille, migratrices et
sives. invasives.
Protéines | E-cadhérines membranaires - Absence de E-cadhérines
- Fibronectine
- Vimentine

b) Le protéome dépend du transcriptome

Les protéines sont traduites a partir d”ARNm issus de I’expression de geénes spécifiques. L’en-

semble des ARN transcrits, a un moment de la vie cellulaire, lors de I’expression d’une partie

du génome, constitue le transcriptome. Il est composé des ARNm codants et des ARN non-co-
dants comme les ARNt, ARNr et autres types.

L’étude du transcriptome s’appuie sur différentes techniques, notamment :

* la recherche de I’ARN du gene d’intérét sur les coupes histologiques au moyen de sondes
polynucléotidiques complémentaires de la séquence, c’est I’hybridation in sifu ;

* la purification des ARN totaux (dont les ARNm) permet de quantifier le niveau d’expression
du geéne d’intérét par la technique QRT-PCR (quantitative Transcriptase Reverse-Polymerase
Chain Reaction).

L’étude du transcriptome lors de 'EMT (figure 15.2) montre que la transition s’accompagne :

¢ de la diminution de I’expression de génes codant des protéines caractéristiques du phénotype
épithélial (CDH]I qui code la E-cadhérine et EPCAM qui code une autre molécule d’adhérence
intercellulaire) ;

* de I’augmentation de I’expression d’autres genes codant des protéines caractéristiques du phé-
notype mésenchymateux (CDH2 codant une autre cadhérine et VIM qui code la vimentine) ;

* de I’augmentation de 1’expression de genes (ZEBI, ZEB2, SNAILI) qui codent des facteurs
de transcription.

10
Cellules épithéliales mammaires MCF 10A
0
Traitement stimulant EMT — + - + -+ - + = + - + - +
CDH1 EPCAM ZEB1 ZEB2 SNAIL1
—_— -
epithélial génes codant des facteurs

génes codant des marqueurs du phénotype de transcription

Figure 15.2 Variations du niveau d’expression des génes associées a la EMT
(ZEBI, ZEB2, SNAIT).

(D’aprés EMT is associated with an epigenetic signature of ECM remodeling genes, Paul
Peixoto et al., doi.org/10.1038/541419-019-1397-4).

Les mesures sont réalisées avec la méthode gRT-PCR sur des cellules non traitées
(barres blanches) et traitées (barres noires) par un stimulant de la EMT.

L’étude du transcriptome est complémentaire de celle du protéome ; elle permet de préciser les
genes qui contrdlent la mise en place des différents phénotypes.
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¢) La correspondance transcriptome-protéome-phénotype

Méme si les protéines sont issues de la traduction des ARNm, on ne peut pas considérer le
protéome comme le reflet exact du transcriptome.

* Les ARNm ne sont pas tous traduits car certains sont dégradés.

e La durée de vie des ARNm est limitée et différente de celle des protéines.

Voir chapitre 14, . Y P . ..
° s22 ° Les ARNm sont issus d’épissages alternatifs a I’origine de plusieurs protéines.

De méme le lien phénotype et protéome n’est pas simple.
* Les protéines connaissent une dégradation sélective mettant en jeu par exemple les protéa-

somes.

* Les modifications post-traductionnelles donnent des protéines dont les propriétés fonction-
nelles sont différentes.

Ainsi cet exemple montre que la mise en place du phénotype est le résultat de la transcription

d’une partie des genes portés par ’ADN en ARN (dont I’ensemble constitue le transcriptome),

mais aussi de la traduction des ARNm en protéines (dont I’ensemble constitue le protéome). Les

deux profils (transcriptomique et protéomique) sont controlés par différents facteurs.

1.2 Les facteurs de contrdole de I’expression d’un géne

Les phénotypes résultent de I’intervention de facteurs internes a I’organisme (messagers inter-
cellulaires ou intracellulaires) et de facteurs biotiques ou abiotiques de I’environnement.

a) Des messagers intercellulaires

La construction d’un organisme et son développement mettent en jeu des messagers qui modi-
fient I’expression des geénes des cellules cibles. Dans le cas de la EMT les changements phéno-
typiques sont activés par le messager TGFp. Cette protéine synthétisée par une cellule, diffuse
dans la matrice extracellulaire et se lie & un récepteur membranaire. Ce complexe active alors
la formation de signaux intracellulaires qui modifient 1’expression des génes codant pour les
molécules de la membrane plasmique, du cytosquelette, de la matrice extracellulaire, comme
cela a ét€ vu dans la partie précédente. Un tel processus oriente le devenir des cellules notam-
ment dans la voie de la différenciation.

Voir ouvrage de
2¢année

b) Les produits de I'expression d’autres génes

Les messagers intracellulaires peuvent étre des produits d’expression d’autres genes. Par
exemple la formation de la fleur est précédée de la transformation du méristeme apical cauli-
naire en méristeme floral. Cet exemple permet d’étudier le contrdle du phénotype déterminé par
une cascade d’expression de genes.

Chez la plante modele Arabidopsis thaliana, on dispose de deux souches mutantes, agamous-1
(ag-1) et giant killer (gik), présentant des phénotypes floraux différents de la souche sauvage

___________700M4 :
. WT (Wild Type).
La mutageneése . . . .
Les mutants agamous-1 montrent des fleurs dont les étamines sont remplacées par des pétales

et les carpelles par des sépales. Les mutants giant killer présentent des étamines et carpelles

déformées.

L’expression du gene GIK est étudiée chez les mutants agamous-1 (ag-1) et giant killer (gik)

(figure 15.3).

* [ARNm transcrit du géne GIK est détecté par hybridation in situ dans les territoires a I’ ori-
gine des pieces florales chez WT mais pas chez les mutants ag-/ (figure 15.3a et b).

» [’absence de I’expression de GIK est confirmée par une étude qRT-PCR chez la souche ag-1/
(figure 15.3c).
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Ces résultats montrent que GIK s’exprime dans les territoires qui participent a la mise en place
des pieces florales chez WT et qu’il ne s’exprime pas chez les mutants agamous-1, suggérant
un lien entre ces deux genes. D’autres travaux montrent en effet le gene AGAMOUS-1 code
un facteur de transcription qui contrdle 1’expression du géne GIK qui a son tour code un autre
facteur de transcription agissant sur I’expression d’autres genes.

(a) (b) WT ag1 ©
: - - GIK
i b % i
ol | |
]
LIPASE
wT ag-1 curt g

Figure 15.3 Expression du géne G/K au niveau de méristémes floraux
d’Arabidopsis thaliana chez WT et ag-I.

(D’aprés AGAMOUS Controls GIANT KILLER, a Multifunctional Chromatin Modifier in
Reproductive Organ Patterning and Differentiation, Kian-Hong Ng et al. doi: 10.1371/
journal.pbio.1000251.

(a) et (b) Localisation de T'ARNmM du géne GIK par hybridation in situ dans des coupes
longitudinales de méristemes floraux (le nombre indique 'ordre d’avancement de la
formation de la fleur) ; (c) mise en évidence de TARNmM de G/K par RT-PCR dans des
extraits de méristemes floraux. ARNmM de la lipase est un témoin de charge.

¢) Les facteurs environnementaux

Le phénotype cellulaire est aussi sous le contrdle des facteurs de 1’environnement qui peuvent

constituer des signaux permettant notamment d’adapter le développement des organismes aux

conditions variables du milieu de vie. Ainsi, chez certaines variétés d’Arabidospsis thaliana,
une période d’exposition prolongée (plusieurs jours a plusieurs semaines) au froid (entre 4 et

7 °C) lors de I’hiver favorise la transition du méristeme végétatif en méristeme inflorescentiel

dans lequel s’individualisent des méristemes floraux. L’étude du transcriptome total de cette

plante montre qu’un traitement prolongé par le froid (4 °C) entraine des changements d’ex-
pression du génome ; certains genes sont sur-exprimés alors que d’autres sont sous-exprimés

(figure 15.4).

* Le nombre de genes dont le niveau d’expression change suite au traitement par le froid est
considérable, 5 834 apres 20 jours et 6 509 apres 40 jours (figure 15.4a).

* Quelles que soient les durées d’exposition au froid, un groupe de 3 485 genes est toujours
exprimé simultanément (co-expression) (figure 15.4b).

* Enfin, d’autres génes sont spécifiques de chaque durée de traitement par le froid (1 192 geénes
pour 10 jours de traitement et 1 521 pour 40 jours), ce qui montre que la durée du traitement
modifie en continu I’expression du génome (figure 15.4b).

L’ étude se focalise ensuite sur un groupe de génes, en distinguant ceux qui sont sous-exprimeés

(représentés par les bandes vertes) ou sur-exprimés (représentés par les bandes rouges) (figure

15.4¢) pour différentes durées de traitement par le froid. L’étude du transcriptome montre que

ce groupe se caractérise par une réponse au froid homogene : une sous-expression pour un
traitement de faible durée, suivie d’une augmentation progressive, avec une sur-expression de

I’ensemble des geénes au bout de 40 jours.
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(a) Nombre de génes (b) Nombre de génes (c) Modifications du niveau d’expression
sur-exprimés et co-exprimés et exprimés d’un groupe de genes dont la
sous-exprimeés seuls pour des durées réponse au froid est homogéne
de traitement différents (génes sous-exprimés en vert

chez Arabidopsis thaliana et sur-exprimés en rouge)

Figure 15.4 Suivi de I’expression des génes d’Arabidopsis thaliana
suite a un traitement par le froid (4 °C).
(D’apres Transcriptome and epigenome analyses of vernalization in Arabidopsis thaliana,
Yanpeng Xi et al. doi:10.1111/tp}.14817).
Durées du traitement : 1 heure (F1h), 1 jour (F1J), 10 jours (F10J), 20 jours (F20J) et
40 jours (FOJ).

Ainsi les conditions du milieu influencent au cours du temps le niveau d’expression d’un
tres grand nombre de genes. Ces derniers participent alors a la syntheése de protéines qui
contr6lent le phénotype cellulaire au cours de ce traitement. Ces changements sont le signe
que la plante integre les informations issues du milieu qui lui permettront de répondre a ses
variations.

Ces exemples illustrent les diverses influences qui déterminent les phénotypes et montrent la
plasticité du génome, c’est-a-dire sa capacité a modifier son expression au cours du temps
et en fonction des conditions du milieu (figure 15.5).

FACTEURS DE CONTROLE TRANSCRIPTOME PROTEOME
EXTERNES
température, photopériode,__activation ou
nutriments, etc. inhibition I » )
de la transcription 1 (RN = Protéines |:> PHENOTYPE
INTERNES 7 des génes

hormones, facteurs de

croissance, adhérence, etc. o
facteurs de transcription

Figure 15.5 Bilan des facteurs intervenant dans la détermination du phénotype.
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Controle de la transcription par modification
de la chromatine

2.1 Localisation des génes actifs dans I’euchromatine

La chromatine est hétérogene dans le nucléoplasme et s’organise en euchromatine et hétéro-

chromatine.

* L’hétérochromatine compte deux composantes ; une partie constitutive, compactée de
maniére permanente en solénoides de 30 nm de diametre et une autre facultative, compactée
de fagon transitoire. Cet état est transcriptionnellement inactif.

¢ L’euchromatine, sous forme de nucléofilaments de 10 nm de diametre, est la forme la moins
condensée et renferme les genes potentiellement transcriptibles.

Au cours de la vie cellulaire, la cartographie de la chromatine change, avec des conversions

réversibles de 1’euchromatine en hétérochromatine facultative ; il s’agit du remodelage de la

chromatine. Ce remodelage est notamment le résultat de la combinaison de modifications de

I’ ADN et des histones constituant le nucléosome.

2.2 Remodelage de la chromatine par méthylation de ’ADN

La méthylation affecte I’ensemble du génome eucaryote. Les brins polynucléotidiques de
I’ ADN sont méthylés au niveau de certains résidus cytosine (5 a 15 % en moyenne, variable de
50 % chez certaines plantes a O % chez la levure et la drosophile par exemple). Le niveau de
méthylation des séquences de I’ ADN peut, dans certains cas, déterminer sa transcription, comme
I’illustre I’exemple du gene AGOUTI.

a) La méthylation des séquences régulatrices du géene AGOUT/

et son expression

Dans un groupe de souris ayant la méme version du gene AGOUTI (AY ; Agouti viable yellow),

certains ont un pelage brun et d’autres un pelage jaune. Cette différence est li€¢e au nombre de

groupements méthyle situés a proximité du promoteur du géne (figure 15.6a).

* Si cette séquence est méthylée, I’expression du gene AGOUT] est inhibée, la protéine AGOUTI
n’est pas synthétisée et le phénotype est brun par accumulation d’un pigment, I’eumélanine,
dans des cellules de la peau appelées mélanocytes.

* Silaséquence est déméthylée, I’expression du gene AGOUT] est élevée ; la protéine AGOUTI
agit sur les mélanocytes qui synthétisent de la phéomélanine ; le pelage est alors jaune.

¢ Si le niveau de méthylation est intermédiaire, le phénotype est jaune avec des taches brunes.

b) L’établissement du profil de méthylation de PADN

Les différentes zones fonctionnelles d’un geéne (les séquences régulatrices, le promoteur, la
séquence d’initiation, les exons et les introns, la séquence de terminaison) sont méthylées.
Les séquences intergéniques et les séquences répétées, notamment les éléments transposables,
le sont aussi. Cette modification est catalysée par les ADN méthyl-transférases. Cette famille
d’enzymes reconnait notamment les motifs dinucléotidiques 5°-CG-3’ (sites CpG et ajoute des
groupements méthyles -CH, sur les cytosines (figure 15.6b) ; elles déterminent ainsi un profil
de méthylation de la séquence. La méthylation peut alors :

* &tre recopiée du profil du brin parental sur le brin néosynthétisé lors de la réplication (méthy-
lation de maintenance) ;

étre réalisée sur un nouveau site, en dehors de la réplication (méthylation de novo) ;

étre retirée par I’intervention de déméthylases (déméthylation active) ou par inaction du
recopiage de la méthylation de maintenance lors de la réplication (déméthylation passive).

437



Voir chapitre 13, § 3.1

438

SV-F « Génomique structurale et fonctionnelle

En général, la méthylation d’une séquence d’ADN affecte la fixation de différentes protéines
(facteurs de transcription et protéines MBD pour Methyl Binding Domain) et permet le position-
nement de nucléosomes sur cette séquence. Elle interagit alors avec les diverses modifications
des histones et des complexes de remodelage de la chromatine qui imposent une configuration
de type « hétérochromatine », inhibant la transcription du gene (figure 15.6c¢).

pas de transcription

pas de protéine

pelage brun
@ absence de complexe
T d'initiation

PO

w

ARNm AGOUTI protéine

AGOUTI

transcription pelage jaune

)

Figure 15.6 Controéle de P’expression du géne AGOUT/ par la méthylation de son promoteur.

2.3 Remodelage de la chromatine par modification des histones

Les nucléosomes composés d’histone H2 et ceux H1 internucléosomiques sont les éléments
constitutifs de la chromatine. Les premiers participent pour beaucoup a son remodelage.

a) Les profils des histones nucléosomiques

Le ceeur protéique du nucléosome est composé de 8 sous-unités ; 2H2A, 2H2B, 2H3 et 2H4, qui
connaissent des changements post-traductionnels au niveau de leur partie N-terminale (queue
d’histone) qui se projette hors du coeur nucléosomique (tableau 15.2).

Tableau 15.2 Principales modifications des queues histones.

Acides aminés Réactions catalysées (groupements Les conséquences
N-terminaux cibles impliqués), enzymes mises en jeu sur la chromatine
Lysine (K) Acétylation (acétyle), Décondensation
acétyl-transférase/déacétylase
Lysine (K), Arginine (R) | Méthylation (méthyle), Réponse variable
méthyl-transférase/déméthylase
Sérine (S), Thréonine (T) | Phosphorylation (phosphate), Kinase/ Décondensation
Phosphatase
Lysine (K) Ubiquitinylation (ubiquitine), Réponse variable

Enzyme d’ubiquitinylation/peptidase

* Des acides aminés cibles (lysine, arginine, etc.) constitutifs des queues d’histones sont modi-
fiés par des enzymes (dites writers, acétyl-transférase, méthyl-transférase, etc.) qui fixent des
groupements acétyle, méthyle, phosphate, ubiquitine, etc.

» Les modifications sont réversibles grace a des enzymes (dites erasers) qui catalysent les réac-
tions inverses, comme I’histone déacétylase, déméthylase, etc.
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* Les modifications peuvent porter sur plusieurs histones d’un nucléosome (H2, H3 ou H4,
etc.), plusieurs positions sur la partie N-terminale (lysine 4 ou lysine 9 ou arginine, etc.),
étre de plusieurs types (méthylation ou acétylation, etc.) et en plusieurs nombres avec une
occurrence variable (diméthylation ou triméthylation). Cela crée une tres grande diversité de
combinaisons possibles.

Les extrémités présentant alors un profil de marquage, émergent a la surface du complexe

nucléosomique et repoussent ou rapprochent les nucléosomes voisins (figure 15.7).

™ 4 R17 K18 T22 K23 R26 K27 S28,

K4 K8 kg S10 ™1 “ A A
¢ @ A

M@y @ M M ®MMM®//M

~
queue d'histone

A
A acétylation ® phosphorylation
M méthylation ubiquitinylation Y
[Q / M ﬁ
(a) exemples de modification de I'histone H3 (b) organlsatlon d'un nucléosome marqué

(4 histones sur 8 représentées)

Figure 15.7 Profils de marquage des histones.

b) Le « code histone » et le remodelage de la chromatine

L’ensemble des modifications sur les histones modulant I’expression des geénes est appel€é le

« code histone ». Il participe au contrdle du remodelage chromatinien (figure 15.8), en déter-

minant localement :

* la configuration « ouverte » de la chromatine rendant les loci accessibles au complexe trans-
criptionnel, comme au niveau de 1’euchromatine ;

* la configuration « fermée » de la chromatine, dont la condensation rend les loci inaccessibles,
comme au niveau de I’hétérochromatine.

Il n’est pas possible d’établir une correspondance simple entre le « code histone » et le niveau de

compaction de la chromatine au sein d’un organisme et entre especes différentes. En effet, c’est

I’ensemble des marques qui crée un environnement chromatinien. Les profils de marquage

des histones sont trés complexes et les conséquences difficiles a prévoir.

N QN DN oo @ aceétylation
' )' ) ) ' ) méthylation
/& \ /W8 ) } ) @ phosphorylation
(a) configuration fermée (hétérochromatine) (b) conflguratlon ouverte euchromatlne)

Figure 15.8 Remodelage de la chromatine par modification des profils des histones.

Ce marquage des histones varie au cours du développement et selon les types cellulaires. Il peut
étre déterminé par les conditions du milieu de vie comme la température, 1’alimentation, etc.
Il constitue un important mode de régulation de 1’expression génétique. Cela peut étre illustré
par le role du froid qui intervient dans le contrdle de I’expression des geénes lors de la mise en
place des pieces florales.
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2.4 Remodelage de la chromatine par la dynamique des nucléosomes

Chez les eucaryotes, et notamment chez la levure, un complexe SWI/SNF (SWitch/Sucrose

Non-Fermentable) active le remodelage local de la chromatine (figure 15.9). De tels complexes

de remodelage de la chromatine, en interaction avec les marques de la chromatine (méthylation

de I’ADN et marques des histones) sont capables :

* de faire glisser les nucléosomes le long de la molécule d’ADN ;

* de retirer ou ajouter des nucléosomes en un site ;

 de modifier les interactions entre I’ ADN et les nucléosomes, pour contréler plus globalement
la compaction de la chromatine.

chromatine en configuration "fermée"

/— SWI/SNF complexe de remodelage

SWI/SNF

,— @m®

Remodelage ATP-dépendant

i SWI/SNF
acteur de
transcription T ¢

chromatine en
configuration "ouverte"
Dissociation

Glissement
d'un octamére d'un octamére ,

-

Libération de I'accés a I'ADN ;;)ﬁur les facteurs de transcription

Figure 15.9 Modalités du remodelage local de la chromatine par le complexe SWI/SNF.

Les modifications vues ci-dessus affectent I’expression du gene, et donc le phénotype.

* FElles sont indépendantes des variations de sa séquence d’ADN, c’est-a-dire de 1’information
génétique.

« FElles sont transmissibles (tout ou partie) aux cellules filles lors de divisions cellulaires.

Elles constituent I’épigénome, on parle alors d’épigénétique.

Contréle de Pinitiation de la transcription

Lorsque I’ADN est accessible, ’expression d’un géne au moment approprié de la vie d’une
cellule commence par une étape primordiale qui est I’initiation de la transcription. Ce contrdle
repose sur des interactions entre des protéines, les facteurs de transcription spécifiques, les
séquences régulatrices et la structure de la chromatine comme nous venons de le voir.

3.1 Les facteurs de transcription spécifiques

Lorsque le promoteur d’un géne est ou devient accessible, des facteurs de transcription généraux
et I’ARN polymérase forment un complexe de pré-initiation de la transcription (CPI). La
transcription ne peut alors qu’étre réalisée a un niveau faible.
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Interviennent alors les facteurs de transcription spécifiques frans, qui sont des protéines

capables de se lier aux séquences d’ADN cis régulatrices d’un nombre limité de génes cibles.

Lors de cette liaison, ces facteurs de transcription spécifiques du géne recrutent des co-activa-

teurs et des co-répresseurs qui interagissent avec le complexe de transcription positionné sur le

promoteur pour donner un complexe d’initiation actif (figure 15.10).

Les facteurs de transcription spécifiques sont des protéines codées par d’autres genes et ils

présentent plusieurs domaines :

* un domaine de liaison a I’ADN au niveau des séquences cis ;

* un domaine de liaison a un co-répresseur ou un co-activateur permettant d’interagir avec le
CPI positionné sur le promoteur.

Les exemples vus dans le § 1.2 mettent en jeu ce mode de contrdle :

* le gene AGAMOUS code pour un facteur de transcription spécifique qui active notamment
I’expression du gene GIANT KILLER ;

¢ le messager TGFP active des facteurs de transcription spécifiques intra-cellulaires qui
modulent I’expression d’autres genes.

3.2 Les séquences régulatrices

Les séquences cis régulatrices sont des régions distales, c’est-a-dire distinctes du promoteur.
Elles sont plus ou moins éloignées du point d’initiation de la transcription, en amont ou en aval
du gene cible et peuvent méme étre positionnées dans la région génique (figure 15.10).

COMPLEXE DE PREINITIATION

facteurs de transcription
spécifiques facteurs généraux

de transcription ARN polymérase Il

activateurs ~ répresseurs
/_A_\

gene de structure

:3|

N

s
TATA

promoteur

"
séquences cis - régulatrices

REGIONS DE CONTROLE DU GENE DE STRUCTURE

Figure 15.10 Organisation des séquences cis régulatrices associées
a leurs facteurs trans-régulateurs.

* Les séquences amplificatrices (enhancers) lient les facteurs de transcription spécifiques acti-
vateurs et déclenchent ou amplifient I’initiation de la transcription.

* Les séquences atténuatrices (silencers) lient les facteurs de transcription spécifiques inhibi-
teurs et répriment I’initiation de la transcription.

* Les séquences isolantes (insulators) se combinent a des protéines et bloquent ou réduisent
I’action des amplificateurs et des atténuateurs sur le CPI.

Cette coopération moléculaire complexe permet de contrdler finement la fréquence d’initiation

de la transcription et donc le niveau d’expression ; il s’agit 1a d’un contréle génétique de

I’expression.
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3.3 Conséquences de l’interaction facteurs (trans) et séquences
(cis) régulateurs

a) L'augmentation de la probabilité de P’initiation de la transcription

La probabilité de I’initiation de la transcription dépend de la combinaison de trés nombreuses

conditions :

¢ de la conformation ouverte de la chromatine et de I’accés a I’ADN ;

* de la mise en place du CPI, et donc du bon recrutement des facteurs de transcription généraux
et de I’ARN polymérase II par les séquences cis proximales ;

* de I’interaction des facteurs spécifiques trans avec les séquences cis régulatrices.

Lorsque toutes ces conditions sont réalisées le complexe de transcription est complet et opé-

rationnel. Alors la probabilité de I’initiation de la transcription est augmentée, et le géne

s’exprime.

b) La formation d’un complexe d’initiation complet opérationnel

Le modele le plus courant est celui « looping » qui propose que les séquences régulatrices
distales cis chargées de leurs facteurs trans interagissent avec le promoteur, séquence régu-
latrice proximale, ou se forme le CPI. Ce rapprochement des zones éloignées sur la chroma-
tine se fait par un repliement en boucle de la chromatine. De telles interactions recrutent des
co-répresseurs (CoR) et co-activateurs (CoA) qui se combinent aux facteurs de transcription
généraux (figure 15.11).

protéines séquence séquence séquence
de courbure « silencer » « enhancer » « insulator »

}actlvatlon de I'ARN polymérase Il

/nhlblt/on
3
boucle(s) d'’ADN autorisant le rapprochement l
du promoteur et des séquences régulatrices distales Transcription active

Figure 15.11 Modéle « looping » de repliement de la chromatine et de la formation
d’un complexe de transcription fonctionnel.

Controle post-transcriptionnel par interférence ARN

Il s’agit du contrdle de la durée de vie fonctionnelle de I’ARNm par des ARN non-codants et

notamment des petits ARN qui se lient par complémentarité au messager ; c’est I’interférence.

Ces séquences d’une vingtaine de nucléotides nommées ARNSsi (small interfering RNA) et

ARNmi (micro RNA) sont codées entre autres par le génome de la cellule et constituent un mode

de régulation post-transcriptionnel dans le cytosol.

Dans le cas des ARNSsi I'inhibition de 1’expression du geéne se réalise selon les modalités sui-

vantes (figure 15.12) :

° un gene est transcrit en un précurseur des ARN interférents qui quitte le noyau ;

* les précurseurs d’ARN interférents double brin sont coupées par un complexe endonucléase
du cytosol (Dicer), en fragments d’ARNsi d’une vingtaine de nucléotides ;
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* I’ ARNGsi se lie alors a un autre complexe RISC (RNA-induced silencing complex) qui ne retient
que le brin antisens permettant un ciblage de I’ARNm par une complémentarité parfaite ; ce
marquage de I’ARNm permet alors sa dégradation dans le cytosol par des nucléases.

Géne transcrit en ARNm
— I~ T T T T T T T T T — I
. Pré-ARNSsi
Pré-ARNm Enzyme 1 "

ARNmM mature /

\.’—\ o / CYTOPLASME
— *
Pré-ARNSi

AAAAA
ARNm mature 4N\ Dicer
ARNS;i
fonctionnel
raductlon Parfaite complémentarité
oss.ue ARNm AAAAA des ARNm et des ARNSi

l @egradatlon des ARNnD
Pas de

—
-

Figure 15.12 Modalités du contréle de I’expression par interférence
mettant en jeu les ARNSsi.

Ce systeme contrdle la quantité d’ARNm disponible pour la traduction et donc la quantité de
protéine présente dans la cellule.

Chez les plantes, les ARNsi sont également capables d’induire la méthylation de I’ADN des
séquences identiques dans le génome (voie RADM ou RNA-directed DNA methylation). 11 existe
également d’autres mécanismes de modification de la chromatine guidés par des ARN chez les
champignons et les animaux.

L’établissement du phénotype et son hérédité

Les parties précédentes abordent les différents niveaux de contr6le de 1’expression des genes,
qui ensemble contribuent a établir le phénotype.

5.1 La combinaison des systemes de controle et phénotype
cellulaire
Les travaux récents amenent a envisager un mode de fonctionnement intégratif ou se combinent

les marquages de la chromatine, de I’ADN et I’information codée par les séquences géniques
(figure 15.13).
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Figure 15.13 Combinaison des mécanismes du contréle de I’expression génétique
et acquisition du phénotype.

Selon cette approche le phénotype cellulaire est le résultat :

¢ des caractéristiques génétiques contenues dans les alleles qui composent le génome ;

* des caractéristiques épigénétiques, c’est-a-dire les profils des histones et de méthylation des
cytosines qui déterminent 1’accessibilité des alleles ; on parle alors d’épigénome ;

* de ’initiation de la transcription (controlée par les facteurs de transcription et les séquences
de régulation) et du contréle de la durée de vie fonctionnelle des ARNm qui détermine le
transcriptome ;

e de la nature des protéines fonctionnelles (déterminée par leur syntheése et leur dégradation)
qui définit le protéome ;

¢ le protéome contrdle notamment I’ensemble des intermédiaires métaboliques présents dans
une cellule qui constitue le métabolome.

Ainsi le phénotype apparait comme la combinaison des patrimoines génomique et épigénomique

et de la réalisation transcriptomique, protéomique et métabolomique.

5.2 La transmission de I’hérédité cellulaire

Les caractéristiques génétique et épigénétique sont transmises lors des divisions ; ¢’est 1’héré-

dité parentale.
Voir chapitre 13, § 1.6« ’hérédité génétique est la transmission du génome lors du partage des chromosomes pen-
dant la mitose et la méiose. Le génome peut changer lors de mutations qui sont des change-
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ments relativement peu fréquents (fréquence de 1’ordre de 107). Les mutations sont en général
irréversibles.

* L’hérédité épigénétique est la transmission des profils des histones et de méthylation des
cytosines ; on parle d’épigénome. IIs sont possiblement conservés ou non lors des divisions
cellulaires et peuvent étre remaniés a tout moment de la vie de la cellule par les enzymes
(writers et erasers) ; ¢’est I’épimutation. La fréquence des épimutations (ordre de 107%) est
plus forte que celle des mutations mais elles sont plus facilement réversibles a 1’échelle de la
vie d’une cellule, a I’échelle des générations cellulaires.

Ainsi apres une division cellulaire, les cellules filles recoivent le génome et 1’épigénone de la

cellule mere ; ¢’est I’hérédité cellulaire qui se distingue de 1’hérédité entre générations, ou le

génome et 1’épigénome sont modifiés ; le génome est sujet aux brassages génétiques lors de
la méiose et la fécondation, et I’épigénome des parents (animaux et la majorité des plantes) est
effacé et refait de novo dans les gametes.

L’établissement du protéome

L’approche fonctionnelle des cellules peut s’envisager via le protéome, c’est-a-dire 1’en-
semble des protéines présentes dans la cellule a un moment donné pour des conditions
définies. Les méthodes sont tres diverses. La plus courante consiste a hydrolyser partielle-
ment les protéines isolées des cellules. Le mélange peptidique est ensuite séparé par chro-
matographie avant d’étre analysé en spectrométrie de masse, une technique qui identifie
les séquences des fragments peptidiques. Les séquences sont assemblées et comparées a
des protéines référencées dans les banques de données, ce qui permet leur identification.
La quantification se fait a partir de I’intensité des signaux spectrométriques.

Spectrometre
de masse
105

— 125
Hydrolyse | 133
enzymatique " o — - I

——— |:> Caracterlsatlon et
quantification
I
des fragments
E— — ]
I
—

Vv

mélange de fragments

protéines cellulaires non identifiées protéiques ANALYSE
DES DONNEES

o |
Identification des protéines <:| .
e

bases de données

Principe de I'’établissement d’un protéome.
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La comparaison des protéomes €établis sur un méme type cellulaire, pour des conditions dif-
férentes permet de comprendre le mode d’action des facteurs de 1’environnement cellulaire.
On peut aussi rechercher dans le protéome des marqueurs spécifiques d’une pathologie en
comparant des cellules malades et saines.

L’hybridation in situ
Différentes techniques permettent d’identifier les sites (tissus, cellules, organites voire
méme partie d’un chromosome) ou se trouve une séquence nucléotidique d’intérét (ARN
ou ADN).
Principe de I’hybridation in situ (HIS)
Cette technique utilise des sondes nucléotidiques pour localiser les séquences d’intérét dans
les tissus, les cellules, les organites et méme au niveau des chromosomes : séquences sonde
et cible s’apparient par complémentarité des bases. La sonde est marquée :
* soit par des isotopes radioactifs (H?, P%, etc.) ;
* soit par des fluorophores (cyanine) ou des dérivés fluorescents (DAPI 4°,6-diamidi-
no-2-phenylindole, FITC Fluorescein isothiocyanate) ;
* soit par des produits non fluorescents comme la digoxigénine (une molécule lipophile
capable de se lier ensuite a des anticorps) comme représenté ci-dessous.

sonde ARN avec marquage ajodt d'anticorps substrat phosphorylé
de digoxigénine (DIG) anti-digoxigénine incolore

jL lié & une B

phosphatase alcaline

traversée de la membrane

sonde
L ARNm
Hybridation de de la sonde Repérage des sondes par Localisation de I'ARN m
avec I'ARNm cible les anticorps anti-DIG par la coloration

Marquage cellulaire par hybridation in situ utilisant la digoxigénine.

Les cellules contenant I’ARNm cible, i.e. exprimant le géne d’intérét, sont alors repérables
sur des préparations microscopiques.

Principe de I’hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Cette technique permet de localiser des séquences a I’intérieur des cellules. Les sondes
nucléotidiques complémentaires de la séquence cible (ADN ou ARN) sont d’abord mar-
quées par des fluorochromes puis dirigées sur les coupes histologiques ou des cellules
fixées.

Cette technique permet notamment de rechercher des séquences d’intérét de 500 Kb a 4 Mb
au niveau des chromosomes métaphasiques, comme les séquences télomériques, centro-
mériques, etc. Il s’agit d’un outil complémentaire a I’étude des caryotypes pour mettre en
évidence des anomalies chromosomiques.
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(a) Principe du marquage chromosomique par la méthode FISH
et (b) repérage des portions centromériques par différentes sondes.

La technique qRT-PCR
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Principe de la gRT-PCR.

ADNCc

3.PCR
Amplification de I'ADNc

447



SV-F « Génomique structurale et fonctionnelle

La qRT-PCR (quantitative Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction) est une
technique qui permet de quantifier un ARN d’intérét (ARN viral ou ARN transcrit d’un
gene bactérien ou eucaryote). C’est une technique tres rapide et efficace qui permet I’étude
du transcriptome des virus, des bactéries et des cellules eucaryotes.

La technique se réalise en deux temps : d’abord I’isolement des ARNm et synthese de
I’ ADN complémentaire, puis amplification de cet ADN par PCR.

A la fin de ces cycles, soit apres une heure environ, on obtient des millions de molécules
d’ADN complémentaire de I’ ARN d’intérét ; c’est I’amplification. Puisque 1’on connait le
nombre de cycle d’amplification, le nombre de séquences amplifiées permet de déterminer
la quantité initiale d’ARN et, s’il s’agit d’'un ARNm de quantifier le niveau d’expression
du gene.

Voir chapitre 13,
Zoom 7

La mutageneése

L’ingénierie génétique dispose de nombreux outils pour modifier le génome des cellules
de maniere plus ou moins ciblée. La comparaison des différents phénotypes ainsi générés
permet de comprendre les conséquences de I’expression de génes d’intérét et d’envisager
d’éventuelles applications thérapeutiques ou agronomiques.

La mutagenése aléatoire

Elle consiste a traiter les organismes avec des agents chimiques (acide nitrique, 5-bro-
mo-uracile, colchicine, N-nitroEthylUrée, etc.) ou physiques (rayonnements ionisants ou
UV) reconnus comme mutagenes.

Ces agents provoquent des erreurs d’appariements ou génerent des 1€sions dans la molécule
d’ADN, qui si elles ne sont pas corrigées, constituent des mutations qui apparaissent en des
sites et en nombre variables : ce sont des mutations aléatoires.

Les phénotypes mutants du caractere d’intérét sont sélectionnés (anomalie de I’ organisation
des fleurs, des membres, disparition de 1’aptitude a réaliser une réaction métabolique, etc.).
Le gene muté peut alors étre identifi€ et le role de son expression validé.

Le criblage de ces mutants est fastidieux et I’interprétation des phénotypes peut s’avérer
parfois difficile.

La mutageneése ciblée

Elle permet de modifier spécifiquement le géne d’intérét et d’en étudier les conséquences
phénotypiques. Différentes techniques sont envisagées.

* L’inactivation des genes par Knock-Out (KO)

Cette technique consiste a inactiver un gene, par exemple chez la souris, en le remplagant
par une version non fonctionnelle (invalidée). Il est alors possible d’envisager des hypo-
theses sur le role de 1’expression du gene, en comparant les phénotypes KO et sauvages.
Cette méthode est tres longue (plusieurs mois) et cofite cher. Des laboratoires sont exclusi-
vement consacrés a la conception de telles souches expérimentales.

e La transgenese

Cette méthode consiste a modifier le génome en insérant de maniere dirigée un gene d’in-
térét sur un site spécifique de I’ADN. Pour cela on utilise des enzymes endonucléasiques
capables de reconnaitre une séquence précise de I’ADN, par exemple en aval d’un promo-
teur, et de couper les deux brins.
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Principe de la mutagenése dirigée par Knock-Out.
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Principe de la mutageneése dirigée par CRISPR-Cas9.
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Le systeme CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
utilise pour cela un ARN-guide qui, en se liant a un site spécifique de I’ADN, oriente 1’en-
zyme Cas-9 qui coupe alors I’ADN ; on parle de « ciseaux moléculaires ». La transgenese
utilise ces propriétés pour insérer entre ces extrémités libres une séquence d’intérét (nou-
velle séquence ou séquence inactivée) sous le controle d’un promoteur choisi ; La séquence
d’intérét fait alors partie du génome modifié.

L’établissement du transcriptome

Le transcriptome représente 1’ensemble des ARN transcrits codants et non-codants présents
dans une cellule. Il est I'image de I’expression instantanée des genes et sa composition
differe selon le type cellulaire, I’état biologique et les conditions de I’environnement.
Plusieurs méthodes permettent de I’établir dont 1’analyse par puce a ADN.

Les fragments d’ADN retenus sur la puce donnent une image des genes transcrits. Le
traitement bio-informatique des signaux portés par la puce et I’exploitation des banques de
données permettent d’identifier les génes exprimés et de quantifier leur niveau d’expression.
La représentation de ce profil transcriptomique est illustrée par la figure 15.4.

Une approche technologique plus récente, appelée RNA-seq, permet via 1’utilisation du
séquengage haut-débit, d’établir la représentation de tous les ARNm présents dans un échan-
tillon biologique.

Voir chapitre 13,
§1.2b

L’étude transcriptomique permet une approche de la dynamique de I’expression géné-
tique. Elle est souvent établie lors d’analyse différentielle des transcrits pour des cellules
ayant connu des conditions différentes. Ainsi il est possible de détecter les genes actifs,
les mécanismes de régulation des genes et de construire des réseaux d’expression.

cellules A cellules B . séquence davantage transcrite par A que par B

. séquence davantage transcrite par B que par A

Extraction de I'ARN

séquence ADNc It “‘.
Rétrotranscription v hybridée avec / o 3
ADNc U une sonde 2

/-\'. ¢
* Marquage par l/- t
.

l séquence autant transcrite par A que par B
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“ Y K . B ® intensité du
\ m— : . . . signal corrélée

) a la quantité
KA koo &o o ® 00 ruinia
o% O%J o O o Lavage . . . .

Hybridation avec la puce a ADN Lecture des résultats au laser

L 4 4

Principe de I'établissement d’un transcriptome par I'utilisation
d’une puce a ADN.
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Le contréle du géne FLC

La floraison de certaines plantes (blé d’hiver, betterave sucriere, certaines variétés d’Ara-
bidopsis thaliana) nécessite impérativement une exposition prolongée au froid lors des
stades précoces du développement ; ce processus est la vernalisation. Durant cette période,
des modifications affectent notamment les profils des histones, remodelant la chromatine
et inhibant ’expression du gene FLOWERING LOCUS C (FLC) qui code un facteur de
transcription empéchant la floraison.

Chez Arabidopsis, 1a répression de FLC augmente quantitativement avec la durée du traite-
ment par le froid, elle est mitotiquement stable méme apres le retour de températures plus
clémentes mais se réinitialise a la génération suivante. Le déroulement de la vernalisation
se produit en 4 phases.

Avant la vernalisation, 1’expression de FLC est €levée dans la plante a I’état végétatif. La
chromatine du locus FLC est alors associée a des marques histones en lien avec une trans-
cription active (notamment des méthylations d’histones).

La répression de FLC est induite par le froid au cours de la vernalisation. Elle résulte
de I’association de 2 complexes protéiques (PRC2 et PHD) activés par le froid qui permet
d’ajouter sur une partie du locus FLC une marque réprimant la transcription et de retirer la
marque activatrice. De plus, des le début de la période de froid, un ARN non-codant antisens
de FLC est produit et participe a la répression de FLC.

Phase 1 : AUTOMNE (avant vernalisation)

faCte“fp‘;ii;ﬁﬁg”—mion ;\ST NIVEAU D'EXPRESSION ELEVE
marques histones de /
transcription active

N VI TN XYY

Phase 2 : HIVER (au cours de la vernalisation)

ﬁ % » PAS D'EXPRESSION <—
marques histones de

transcription réprimée @ @ @
@?ﬂ WELL

ARN antisens

Phase 3 : retour a des températures clémentes aprés la vernalisation
INHIBITION

STABLE AU COURS

H H H H DES DIVISIONS
marques histones de R R CELLULAIRES
transcription réprimée
géne FLC N

Modification épigénétique de la chromatine au niveau du locus FLC
au cours des saisons (d’aprés Sharma et al. 2020. doi:10.1111/ppl13163).
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Apres la vernalisation, lors du retour a des températures ambiantes et jusqu’a la floraison, le
complexe PRC2-PHD étend son action (ajout d’une marque répressive) sur tout le locus FLC.
Cette action stabilise alors la chromatine dans un état répressif et stable au cours des mitoses.
Lors de la fécondation, 1’expression de FLC semble consécutive a I’action d’un facteur de
transcription embryonnaire capable d’activer la transcription de génes portant des marques
répressives de la chromatine. Puis des facteurs de transcription embryonnaires stabilisent
I’expression de FLC a un niveau élevé, ce qui empéche une floraison trop précoce.

Z00M 7

Les facteurs de transcription spécifiques

Hélice-tour-hélice Hélice-boucle-hélice Glissiére a leucine Doigt de zinc

hélice a " " - D)
poucle hélice a Leu
séquence
longue

“tour"
. boucle en doigt
sequence hélice a s f
stabilisée par du zinc
courte p
\ J N o
a Y 2 = N
fixation en monomere fixation en dimére

liaisons
hydrophobes

ADN : séquences régulatrices (enhancer, silencer)
Diversité des facteurs de transcription spécifiques et modalités de liaison a ’ADN.

En fonction de leur structure, on distingue 4 grandes familles de facteurs de transcription ;
les facteurs hélice-tour-hélice, hélice-boucle-hélice, glissiere a leucines, doigts de zinc.
A part 1’hélice-tour-hélice ces molécules se dimérisent pour former des facteurs trans
régulateurs. Ils sont tous capables de se lier aux séquences cis de I’ADN au niveau des
grands sillons par des liaisons faibles.

V 4
o O a
A

Résumé

Le contrdle de I’expression de génétique dépend de facteurs internes a la cellule, de messages
intercellulaires, des caractéristiques physico-chimiques de I’environnement biotique.

Plusieurs niveaux de controle se combinent. Le contrdle de I’initiation de la transcription
est la principale voie de controle de 1’expression génétique. Il dépend d’abord de I’état de
la chromatine : modifications des histones et méthylation des cytosines modulent 1’acces
a I’ADN. C’est un controle épigénétique. L’initiation méme de la transcription d’un géne
repose sur des interactions entre des séquences régulatrices et de trés nombreux facteurs
de transcription spécifiques et généraux, qui réunis, activent I’ARN polymérase. L’ARN
produit de la transcription connait une maturation qui peut donner plusieurs transcrits
fonctionnels dont la traduction est controlée en dernier lieu par les ARN interférents.
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Le contrble de I'expression génétique

Le génome (ensemble de I’ADN cellulaire) et 1’épigénome (ensemble des modifications
de la chromatine d’une cellule) sont transmis de maniere plus ou moins fidele selon des
modalités différentes lors des divisions cellulaires mitotiques et méiotiques. Ainsi les profils
génétiques et épigénétiques peuvent Etre modifi€s respectivement par les mutations et les
brassages génétiques d’une part, et les épimutations d’autre part.

Ces processus entrainent pour les premiers de la nouveauté génétique et pour les seconds
de la plasticité d’expression.

La compréhension des caractéristiques phénotypiques d’une cellule ou d’un organisme
dans son milieu passe donc par les analyses €pigénomique, transcriptomique, protéomique
et métabolomique qui permettent d’identifier les voies métaboliques et les processus
physiologiques majeurs qui interviennent a ce moment de la vie.

Attention

* Distinguez les différents niveaux de controle et leurs conséquences.

* Mémorisez la diversité des interactions moléculaires intervenant dans les étapes de I’expres-
sion génétique.

* Transposez les exemples envisagés a d’autres situations biologiques.

* Maitrisez les techniques associées a I’étude de 1’expression du génome pour pouvoir
interpréter leurs résultats.

* Envisagez le génome comme une unité plastique aux différentes échelles temporelles, a
long terme avec les mutations et a court terme avec I’épimutation.

1 activation. A : activateur

2 répression. R : répresseur

3 chromatine
(eu/hétérochromatine),
codes histones.

4 initiation de la transcription.

5 épissage alternatif.

6 exportation, transport des
ARNm.

7 interférence par ARN.
H : hormone. FT : facteurs
de transcription

promoteurs o site de
4 ltranscrlptlon terminaison

transcrit Erimaire
P 3'OH
PN

. . 5'PrEECWAAA3'OH 5'PrECTWAAA3'OH
) ARNm 1 ARNm 2 i

6~ - . ____--"\G\\ARNmZ
"""" 6 5'PrEC_T_mAAA3'OH
3E5
ARNSsi

5' P I AAASOF 5'PRETIMAAAZ'OH j 7
N ARNm 2

noyau

- ‘dégradation Eintron
(traduction)
\ pas de B [ exons
Protéine 1 traduction coiffe
@activateur Protéine 2 M séquence
terminale

R )represseur non codante

Figure de synthése Différents niveaux de contréle de ’expression génétique des eucaryotes.

453



454

lb/y////z/gr ‘ SV-F + Génomique structurale et fonctionnelle

S’entrainer

QCM de connaissances

O La méthylation des genes des eucaryotes :
O a. Met en jeu des acétylases.
0O b. Se réalise sur des lysines.
O c. Estirréversible et permanente.
o d. N’affecte pas les promoteurs.
9 Le « code histone » :
0 a. Correspond a des modifications qui portent sur les histones H1.
0 b. Est universel et permet de prédire le comportement de la chromatine.
O c¢. Détermine le niveau de condensation de la chromatine.
O d. Se met en place apres la traduction des histones.
9 La chromatine :
0O a. Connait des changements de conformation au cours de la vie de la cellule.
0 b. Présente les mémes marques des histones que la cellule mere dans les gametes.
O c. Est remaniée par I’acétylation des cytosines.
0 d. Est décondensée dans 1’hétérochromatine des nucléoles.
0 Les mutants :
O a. S’obtiennent uniquement par mutagénese induite.
O b. Ont le méme phénotype que la souche WT.
0O c¢. D’Arabidospsis thaliana sont utilisés afin de comprendre le role de I’expression des
genes.
O d. Peuvent étre obtenus par Knock-Out.

QCM a partir de documents

@ On étudie le niveau d’expression des génes FLC et VIN3 d’Arabidopsis, suite a différents
traitements par le froid (figure 15.14) : pas de traitement par le froid (NF) ; traitement par le
froid pendant 1 jour (F1J), 20 jours (F20J), 40 jours (F40J) ; traitement par le froid pendant
40 jours suivi de 10 jours a 20 °C (T10).

o 260, Géne FLC o 215,Géne VIN3
T @ T @
3 250 2
© ©
§240 0
€230 c9
=i =i
5520 25 °
£210 £
og 0 oD%
NF  F1J F20J F40J T10 NF F1J F20J F40J T10

Figure 15.14 Niveaux d’expression des génes FLC et de VIN3 en fonction des traitements.

Parmi les affirmations ci-dessous, lesquelles sont exactes ?

O a. Le froid inhibe I’expression du gene FLC.

O b. La sous-expression de FLC se maintient bien apres le traitement par le froid.
0O c¢. L'expression du gene VIN3 est activé par le froid.
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O d. Le retour a la température de 20 °C réactive I’expression de ces deux genes.
O e. Le produit de I’expression du géne FLC pourrait inhiber 1’expression de VIN3.
o f. Il existe un décalage temporel des pics d’expression des genes FLC et VIN

9 La quantité de sites CpG chez ’humain et la souris a été déterminée. La figure 15.15
exprime leurs pourcentages intragénique, extragénique et au niveau des séquences d’initia-
tion (TSS) pour 25 495 et 23 021 sites CpG étudi€s respectivement chez I’homme et chez

la souris.
100 N=25495 n=23021
intergénique
0 T Inter — Inter — ) g’ .q
03 84+ I __ [ intragénique
S
&5 [ séquence TSS
o £
=S
5%
R
£
(72}
a3

humain souris

Figure 15.15 Distribution des sites CpG chez les vertébrés humains et murins.

Parmi les affirmations ci-dessous, lesquelles sont exactes ?

O a. Les sites sont plus fréquents au niveau des séquences codantes.

O b. La portion ou se forme le complexe d’initiation sont tres riches en sites CpG.
O c. Les séquences non codantes ne renferment pas de sites CpG.

O d. La distribution des sites CpG est identique chez les deux vertébrés.

O e. Ces résultats ne sont pas significatifs.

Question de synthése courte
Les mutants.

Sujet sur documents (analyse et mise en relation)

On étudie trois souches de cellules mésenchymateuses cancéreuses (cellules témoins et cellules
de deux types de mutants K.O.). Les résultats sont présentés par la figure 15.16.

(a) (b)

o
o
i

- C

vimentine

C 1 2

(Absorbance 540nm)

Taux de prolifération cellulaire
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(c)

12 heures (&

Figure 15.16 (a) Western blot permettant de quantifier la vimentine chez les souches ¢
(contrdle), et des mutants KO (1 et 2) ; (b) prolifération des cellules de ces 3 souches ;
(c migration des 3 souches au bout de 12 h.

(D’aprés Vimentin contributes to epithelial-mesenchymal transition cancer cell mecha-
nics by mediating cytoskeletal organization and focal adhesion maturation Ching-Yi Liu.

doi : 10.18632/oncotarget.3862).

@ Rappeler les méthodes permettant d’obtenir des souches KO.
(2) Analysez et interprétez les résultats de la figure 15.16a.

© Mettez en relation ces informations avec celles apportées par les figures 15.16b et c.
Certaines cellules présentent la capacité de se déplacer (phénotype migrateur) ou celle de for-
mer de nouvelles colonies cellulaires a distance de la culture initiale (phénotype invasif). La
figure 15.17 recense les effectifs de ces différents types dans des cultures soumises ou non a un
traitement induisant la transition épithélium-mésenchyme (EMT).

A': cellules cancéreuses agressives
A-VIM : cellules A transfectées par un plasmide permettant
I'expression constitutive du géne de la vimentine.
A-GAL : cellules A transfectées par un plasmide permettant
I'expression constitutive du gene de la 3-galactosidase.
HA : cellules cancéreuses hautement agressives.
HA-AS : cellules HA dans lesquelles ont été introduites
des séquences d’ADN antisens inhibant spécifiquement
la traduction de 'ARNm de la vimentine.
A AGALAVIM HA HAS HAC HA-C : cellules HA dans lesquelles ont été introduites

des séquences aléatoires d’ADN antisens.

(o3}

n

I

ayant migré en 6 h
N w

o -

pourcentage de cellules

Figure 15.17 Mesure de la capacité migratoire de différentes cellules cancéreuses.

O Comparez les résultats des cellules A, HA, A-GAL et A-VIM. Que pouvez-vous en déduire
concernant la vimentine ?
9 Comparez les résultats des cellules A, HA, HA-C et HA-AS.

6 Qu’apporte cette expérience par rapport a celle de la figure 15.16 ?
pp p p 1YY g
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‘ Les divisions cellulaires

PLAN DU CHAPITRE

n La mitose : transmission
conforme des chromosomes

aux cellules filles

n La méiose : passage d'une

Les cellules des eucaryotes peuvent présenter deux types de divisions.

La mitose, qui peut affecter tous types de cellules, haploides et diploides,
conduit a une répartition des chromosomes en deux lots identiques. La
méiose conduit a la formation des gamétes et des méiospores, avec deux

phase diploide a une phase divisions permettant de passer d’'une phase diploide a une phase haploide.
haploide recombinée = Quels sont les caractéres cytologiques de ces deux types de division ?

La mitose : transmission conforme des chromosomes
aux cellules filles

1.1 Au microscope photonique

a. Mitoses des cellules d’embryophytes (méristémes apicaux)

Les événements chromosomiques de la prophase, de la métaphase, de 1’anaphase et de la télo-
phase sont identifiables par la répartition des chromosomes dans la cellule en division. Ils
s’accompagnent de changements cytologiques qui participent au partage des chromosomes et
du cytoplasme (figure TP9.1).

cellule
en interphase

cellule en métaphase

cellule en télophase

Figure TP9.1 Observation des étapes de la mitose au niveau du méristeme
apical racinaire d’oignon au MO x1 000.
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Voir chapitre 5,
zoom 1.
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b. Mitoses des cellules de métazoaires

Les figures chromosomiques sont identiques a celles vues pour la cellule végétale (figure TP9.2).
(@) R () (©

_ W e
:.'; o ¥ .._|--.

= '

Figure TP9.2 Observation des étapes de la mitose au cours des divisions mitotiques
régénératrices de la queue de triton (MO x1 000).
(Cichés A. Boutier http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Mitose/54triton.htm).
Il s’agira d’identifier les différents stades en se fondant principalement sur la disposition des chro-
mosomes : chaque photographie présente deux stades ; (@) métaphase en vue polaire (en haut)
et noyau interphasique (avec enveloppe nucléaire, en bas) ; (b) métaphase en vue équatoriale
(en bas) et noyau en prophase (en haut) ; (¢) début d’anaphase (en bas) et télophase (en haut).

& |

Deux particularités de la mitose des cellules animales pourraient étre identifiées par une obser-

vation de I’ensemble de la cellule :

* la présence d’une paire de centrioles qui se dédouble pour se placer aux deux poles du fuseau
de division a partir desquels s’organise le réseau de microtubules ;

* la cytocinese par contraction d’un anneau médian de filaments d’actine associés a de la myo-
sine qui provoque 1’étranglement du cytoplasme de la cellule-mere.

Cette technique permet notamment de mieux observer le cytosquelette. La figure TP9.3, précise

le déroulement de la séparation des chromosomes lors des deux étapes de I’anaphase :

* I’anaphase A, qui est ’ascension de deux lots de chromosomes monochromatidiens vers les
poles (distants de 10 um, figure TP9.3a) par raccourcissement des microtubules fixés aux chro-
mosomes (microtubules kinétochoriens) ;

* I’anaphase B, qui est marquée par I’éloignement des pdles et la séparation nette des deux lots
de chromatides (distants de 18 um, figure TP9.3f).

10 micrometres
-— >
o
Figure TP9.3 Observation
des cellules en anaphase au

Fuseau
Anaphase A Fhromosonas | mitotique | "apnaseiB microscope & fluorescence.
Aster N (Site Molecular expressions,
/ aune )
b N chromatide : http:/micro.magnet.fsu.edu/
() Q) cells/fluorescencemitosis/
\ index.html).

Microtubules Microtubules En bleu : les chromosomes ; en
kinétochoriens  Pole polaires vert : la tubuline des microtu-

\» / l bules du fuseau.

-—

18 micrométres



http://micro.magnet.fsu.edu/cells/fluorescencemitosis/index.html
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/fluorescencemitosis/index.html
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/fluorescencemitosis/index.html
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/fluorescencemitosis/index.html
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Mitose/54triton.htm

Les divisions cellulaires

1.3 Au microscopique électronique

Les observations au microscope €lectronique donnent acces aux ultrastructures révélant des
informations fonctionnelles sur les modalités de la distribution des chromatides et la cytocinese.

63 % o :
mp | o 2

s _— e

- J v M = 3 i RAA
Figure TP9.4 (a) Cytodiérése d’une cellule animale d’embryon de rat (MET x35 000) avec
I’étranglement cytoplasmique matérialisé par I’'anneau contractile (fleches) dense aux
électrons, fragmentant les microtubules (mt) ; (b) cloisonnement de la cellule végétale de
racine de glycine par mise en place du phragmoplaste (MET %18 500).

(a) Cliché Labo BC4, Orsay ; (b) cliché E. Newcomb et W. Wergin.

d : dictyosomes, en : enveloppe nucléaire, mp : membrane plasmique, mt : microtubules,

N : noyau, p : paroi, ph : phragmoplaste

La méiose : passage de la phase diploide a la phase haploide

La méiose est un ensemble de deux divisions qui s’observent lors de la formation des gametes
(métazoaires) et des méiospores (embryophytes).

Figure TP9.5 Etapes de
la premiére (a, b et ¢) et de
la deuxiéme (c et d) division
de méiose.

(a) Cellules méres en prophase | ;
(b) cellules en métaphase | ; (c) cel-
lules en métaphase | (a gauche) et
télophase I. Etapes de la deuxiéme
division de méiose : (d) cellules en
prophase Il et (e) cellules en télo-
phase II.

© Dunod. Toute reproduction non autorisée est un délit.
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2.1 L’identification des différents stades

Les principales figures observables lors de cette division sont (figure TP9.5) :

(a) des cellules diploides en prophase I : condensation des chromosomes ;

(b) des cellules en métaphase I : mise en place des chromosomes a deux chromatides appariés
(bivalents) sur le plan équatorial. Une métaphase I se distingue d’une métaphase de mitose et
de métaphase II par le fait que les centromeres des deux chromosomes homologues sont de part
et d’autre du plan équatorial, alors que dans celui-ci des chiasmas réunissent les deux chromo-
somes homologues (figure TP9.7) ;

(c) anaphase I : séparation de deux lots haploides de chromosomes bichromatidiens, séparation
des cellules-filles (mise en place du phragmoplaste dans les cellules végétales) ;

(d) prophase II : noyaux a n chromosomes, faiblement décondensés ;

(e) apres séparation des chromatides, té€lophase II : 4 noyaux haploides.

/ microtubules
kinétochoriens \

centromeére

chromatides

chromosomes
homologues

(a) Position des centromeres lors de la métaphase | (b) Position des centromeéres lors de la métaphase |l
Figure TP9.6 Métaphase de la premiére (a) et de la seconde (b) division de méiose.

2.2 Les caracteéres originaux de la prophase |

La prophase I est une étape longue qui peut représenter jusqu’a 90 % de la durée de la méiose.
Elle est caractérisée par 1’appariement des chromosomes homologues bichromatidiens, formant

Voir ouvrage de

2¢ année
alors des paires ou bivalents (figure TP9.7). Les points de contact entre chromatides homologues
sont les chiasmas, qui matérialisent les crossing-over. Ces derniers génerent des chromatides
recombinées et sont a I’origine du brassage intrachromosomique.
PINT Y PN e (b)
v . \ T “y ¥
AR AL Bt B
2) | 'ag Vi chromosomes
A why S™ homologues
h Y ! appariés en bivalents
‘J {31 Fo
o~ #
" [ /
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Figure TP9.7 Appariement des chromosomes homologues et formation des bivalents.
(a) Différentes figures de prophase | ; (b) chromosomes homologues appariés et chiasmas.

Lors de I’anaphase I, les chromosomes homologues bichromatidiens recombinés sont distribués aléa-
toirement entre les deux cellules haploides. Et pendant 1’anaphase I1, ils sont distribués aléatoirement
au sein des quatre cellules. Ces deux processus constituent le brassage interchromosomique.
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Méth

PLAN DU CHAPITRE

B interpréter des résultats

d'électrophorése d

B3 Exploiter des résultats

de séquencage
[EX Etudier I'expressio
d'un gene

Voir chapitre 13,
§ 3.1b

odes d’eétude des génes
et de leur expression

A

Différentes techniques sont couramment utilisées au laboratoire pour
'ADN étudier les génomes et leur expression. Leurs principes ont été présentés
dans les chapitres 13 et 15. Ce TP permet d'approcher quelques-unes de
leurs applications.

Seul un petit nombre d’entre elles, comme I'électrophorése d’ADN peut
étre mis en ceuvre en TP. Les autres donneront lieu a des exercices utilisant
I'outil informatique, pour exploiter les résultats de banques de séquences
d’ADN, ou mettant en relation les résultats de différentes méthodes, pour
explorer les conséquences de |'expression d'un gene.

n

Interpréter des résultats d’électrophorése d’ADN

1.1 Séparer les fragments de restriction par électrophorése

L’ADN peut étre clivé, de facon reproductible, en fragments par des enzymes produites
par des bactéries appelées endonucléases de restriction ou plus simplement enzymes de
restriction. Elles catalysent I’hydrolyse de la liaison phosphodiester entre deux nucléotides
situés a ’intérieur de la molécule (et non pas a I'une de ses extrémités). Cette hydrolyse a
lieu au niveau d’une séquence spécifique ; les fragments de restriction sont donc spécifiques
de I’enzyme.

Pour une enzyme donnée, les sites de coupure (site de restriction) varient selon les individus,
du fait de la diversité des séquences génomiques : la taille des fragments de restriction varie
aussi. C’est le polymorphisme des fragments de restriction. En séparant les fragments issus
de I’action d’une ou plusieurs enzymes de restriction sur deux ADN différents, on obtient des
bandes situées a des distances variables sur le gel. C’est 1a le principe de diverses méthodes
d’analyse, comme celle des empreintes génétiques.

Dans I’expérience dont le résultat est rapporté sur la figure TP10.1, on s’intéresse a 1’allele
d’un gene porteur d’une délétion. Une portion d’ADN incluant ce gene et provenant de deux
sujets (A et B), dont ’un est porteur de la délétion, a été digérée par deux enzymes de res-
triction. On cherche a savoir lequel des sujets est porteur de la délétion.
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On s’attend & ce que la séquence d’ADN avec la délétion présente moins de sites de res-
triction pour une enzyme donnée, donc moins de fragments, que la séquence complete.
L’électrophorése montre qu’avec chacune des deux enzymes, le sujet A présente plus de
fragments que le sujet B : avec ’enzyme Xhol, 2 fragments de restriction pour A (piste 2)
et un seul fragment pour B (pistes 5, 9 et 10) ; avec I’enzyme Pstl, 4 fragments au moins
pour A (pistes 7 et 8) et 3 fragments pour B (pistes 3, 6 et 11). C’est donc le sujet B qui est
porteur de la délétion.

révélation en lumiere 12345678910 111213
bleue| \
puits de dépdt l
Enzymes de restriction
2,5,9,10 : Xho1
3,6,7,8:Pst1
Xho1

5' ...dTCGAG .3
3'..G AGCTTC .5

Pst1

5'..C TGCA¢G .3
3' ...GTACGT c..5

Origine de I'échantillon

1: marqueurs moléculaires : 3
L'
de taille .’.P ® A
2,7,8: sujetA cuve a électrophoréese

3,5,6,9, 10, 11 : sujet B
4,12 et 13 : résultats illisibles

Figure TP10.1 Résultats de I’électrophorése sur gel d’agarose de fragments
de restriction de ’ADN de deux sujets (coloration au bromure d’éthidium
et révélation par lumiére bleue).

Xhol et Pstl sont deux endonucléases de restriction (dont les sites de coupure sont
indiqués). Les marqueurs de taille de la piste 1 ne sont pas exploités dans cet exemple.

1.2 Déterminer la taille de fragments d’ADN séparés
par électrophorése

La figure TP10.2 montre comment déterminer la taille de fragments de restriction a partir d’une
autre électrophorese d”’ADN.

L’ADN d’un virus (bactériophage A) a été digéré séparément par une des deux enzymes de
restriction, HindIII ou EcoRI. Apres chaque digestion, les fragments sont soumis a une €lectro-
phorese sur gel ; apres révélation ils apparaissent sous forme de bandes bleu foncé. On connait
les tailles des 5 fragments obtenus avec HindIIl. On cherche a déterminer les tailles des deux
plus petits fragments obtenus avec EcoRI.

La méthode utilisée est la méme que celle déja vu pour les protéines. Le logarithme de la taille
T (ou du poids moléculaire) d’un fragment est une fonction affine de sa distance de migration
D:log(T)=axD+baveca<O.

Résultats : pour les distances d = 35 mm et d’ = 37 mm, la courbe étalon indique respectivement
une taille d’environ 4 900 pb et 4 500 pb.
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digestion par Hindlll digestion par EcoRl

e Exploitation des résultats : étape 1
Mesure de la distance de migration
des fragments
Résultats pour les 5 fragments témoins
de taille T connue (digestion par Hindlll)

puits

T (pb) | 9416 | 6557 | 4361 | 2322 | 2027

d1 dz2 d3 d4 d5
19 28 33 53 57

d (mm)

Résultats des deux fragments
de taille inconnue (digestion par EcoRlI)

d=35mmetd =37 mm

taille des fragments

Electrophorése de fragments de restriction d’ADN du bactériophage A
apres traitement pas deux enzymes de restriction

taille du fragment i+
d'ADN (kpb)
e Exploitation des résultats : étape 2 ]
Détermination graphique de la taille des el s
fragments a partir de leur distance de ¥ 24
migration ) =
- @
7k | N
6k .; r o
A i : |
= 4.9 kpb 4 S| 0
RESULTATS{4_5 ka [ =] : ' T :
4 L} 1l : £ d =
H Il 1RiiY]
Axe des ordonnées : o e ;l__ T valeurs
échelle logarithmique ; SErE e o — de1a10
chaque valeur est représentée| = F - > =
par son logarithme décimal. B
2 = x - o~
C15] : : 4
t - - LS
]
1J i -
u CO 10 20 30 1140 0 0 ) Distance de migration
Axe des abscisses : H sur le gel (mm)
échelle proportionnelle  d=35 d'=37

Figure TP10.2 Détermination de la taille de fragments d’ADN.
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Pl  Exploiter des résultats de séquencage

Des bases de données internationales comme celle du NCBI (National Center for Biotechnology
Information) mettent a la disposition de tous, les résultats du séquencage des différents génomes

Voir chapitre 13,8 1.2 ainsi que les annotations qui les accompagnent. Elles comprennent aussi des outils de recherche
d’une séquence nucléotidique donnée dans le génome d’une espece ou celui d’un groupe d’es-
peces (BLAST pour basic local alignment search tool). Nous verrons ici deux exemples qui
illustrent des applications des alignements de séquences.

2.1 Alignement des séquences de deux alleles d’un géne

Aligner deux ou plusieurs séquences (ADN et ADN ou ADN et ARN) revient a les superposer,
de maniere a en faire ressortir les régions homologues (héritées d’un ancétre commun) ou
complémentaires pour I’ADN et I’ARN. Ceci est réalisé par des programmes informatiques,
dont certains sont accessibles en ligne. Pour optimiser les similarités entre séquences, des
« trous » (gap) doivent étre introduits, qui correspondent soit a des délétions, soit a des
insertions.

Dans I’exemple rapporté sur la figure TP10.3, I’alignement permet de comparer deux alleles
du gene codant la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator).
La déficience de cette protéine formée d’environ 1 500 acides aminés est a 1’origine de la
mucoviscidose, une maladie génétique qui se traduit notamment par des troubles respira-
toires.

1. Chargement des séquences

choix des rang dans la séquence nucléotidique
séquences a aligner
vl 1500 1510 1520 1530 1540

| | | | |

VICFTR (normal)(2) ! :A;cATTnAnﬁAnnATnTEATCTTTﬁGTGTTTCCTnTsM’GAATATA}ADN sequences
VICFTR (mucoviscidose)(2) [ACACCATTAAAGAAAATATCATTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGAT non
YICFTR (normal) Ay Thr Ile Lys Glu Asn Ile Ile Phe Gly Val Ser Tyr Asp Glu Tyr & rotéine o
WICFTR (mucoviscidaose) Ay Thr Ile Lys Glu Asn Ile Ile Gly Val Ser Tyr Asp Glu Tyr Arg T allgnees

curseur de déptacement dans la séquence
2. Alignement des séquences

ADN tusssssnsnsanssnnssssnvasssssfilffllveorecnsssnssnnnsnsnnrnis
1500 1510 1520 1530 1540
| | | | |

CFTR {narmal)(2) TATGECTGECACCAT TARAGAAAATATCATETTTGGTGTTTEETATGATEAATATA
CFTR imucoviscidose)(2) o
s — e = —— | iI |:
délétion de 3 nucléotides
Protéine SEESESEaTa—a—e—res R S e
1500 1510 1520 1530 1540
| | I | |
CFTR (narmal) 1 /Met Pro Gly Thr Ile Lys Glu Asn Ile Ile Phe Gly Val Ser Tyr Asp Glu Tyr Af
CFTR imucoviscidose) L = . |
e
A

pas de phényl-alanine

Figure TP10.3 Alignement de séquences de deux alléles du géne
codant la protéine humaine CFTR et de leurs produits, réalisé avec le logiciel
Géniegen 2 (http://acces.ens-lyon.fr/acces/logiciels/applications/geniegen).

L’allele muté est porteur d’une délétion ; son expression conduit & une protéine a qui il manque
un acide aminé.

Voir TP 14,82 ]l est également possible de chercher a aligner des séquences homologues de différentes especes,
par exemple pour réaliser un arbre phylogénétique sur des données moléculaires.
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2.2 Alignhement des séquences d’un géne et de ses ARNm

L’alignement des séquences d’un gene et de I’ARN messager correspondant permet de mettre
en évidence le caracteére mosaique des genes eucaryotes. La figure TP10.4 présente les résultats
de I’alignement du gene CGRP et de deux ARNm matures transcrits de ce gene dans deux types
de cellules différentes : ’ARNmI est présent dans des cellules de I’encéphale (ou il code un
neuromédiateur), ’ARNm2 dans celles de la thyroide (ou il code une hormone, la calcitonine).
Les deux ARNm sont beaucoup plus courts que le géne : c’est 1a le résultat de 1’épissage des
introns lors de la maturation de I’ ARN pm. Les deux ARNm ont trois exons en commun ; la fin
de leur séquence est propre a chacun. La maturation des ARNpm est différente dans les deux
types cellulaires transcrivant le géne.

Séquences non alignées

1 1000 2000 3000 4000 5000 5618
géne CGRP [cce uucA|
ARNmM1 :cce UUCA|
(encéphale)
1 915
ARNm2
(thyroide)
1 799
1000 2000 3000 4000 5000 5618
‘q&; ADN ! intron !! intron II ! intron ! ! intron !
£ 164 1082 1177 2209 2350 4430 4611 5184 5618
® LARNmAE - - - - - - - - - 5 R R LR o-----
ARNm1 [EEETTT
1000 2000 3000 4000 5000 5618
- 5' 3
c ADN ] infron !! intron II ! infron ! [ infron
£ 164 1082 1177 2209 2350 3286 3786 5618
SWLARNm2 [F-------- "H--------- Er--------
ARNm2 [T

Figure TP10.4 Alignement de séquences du géne CGRP et de deux ARNm : résumé des
résultats obtenus avec le logiciel Géniegen 2 (http://acces.ens-lyon.fr/acces/logiciels/
applications/geniegen).

Etudier I’expression des génes

Dans cette partie seront analysés différents résultats issus de publications scientifiques, et cher-
chant a préciser les roles de la protéine CFTR, produit de I’expression du gene CFTR, un geéne
muté chez un bon nombre de sujets atteints de mucoviscidose, une maladie génétique qui touche
les épithéliums.

3.1 Localiser I’expression du géne CFTR par hybridation in situ

On cherche d’abord a localiser chez des sujets sains les cellules qui expriment le géne
CFTR.

Pour cela, des coupes d’épithéliums bordant des conduits respiratoires sont prélevées sur des
sujets sains et incubées en présence de sondes nucléotidiques radioactives et complémentaires
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de ’ARNm CFTR (figure TP10.5). Les coupes sont ensuite exposées a une émulsion photogra-
phique (impressionnée par les particules radioactives).

L’échelle des micrographies ne permet pas de déceler les contours cellulaires. Sur les images
de gauche, on distingue la lumiere du conduit respiratoire, son épithélium qui apparait plus
sombre et un tissu sous-jacent qui pourrait étre un conjonctif. Puisque les images de droite
sont des vues en négatif de I’autoradiographie, les particules radioactives apparaissent en
clair. Elles révelent la présence de I’ARNm codant la CFTR au voisinage de la lumiere des
conduits respiratoires donc trés probablement au niveau de 1’épithélium des voies nasales
comme des bronches.

Cette étude permet de localiser les ARNm codant la protéine CTR donc de démontrer que les
cellules épithéliales des voies respiratoires expriment le gene CFTR.

H&E sonde anti-sens sonde sens

NT

BR

Figure TP10.5 Coupes de la paroi du conduit nasal (NT)
et d’'une bronche (BR) d’un sujet sain.

(clichés du Dr Kreda, reproduit de Kreda et al., 2005. « Characterization of Wild-Type
and AF508 Cystic FibrosisTransmembrane Regulator in Human Respiratory Epithelia »,
Molecular Biology of the Cell 16, 2154 -2167).

H & E : photographies en noir et blanc de coupes colorées a ’lhématoxyline et a I'éo-
sine ; sonde anti-sens : vue en négatif d’une autoradiographie de coupes incubées avec
une sonde nucléotidique radioactive et spécifique de TARNm CFTR ; sonde sens : vue
en négatif d’'une autoradiographie de coupes incubées avec une sonde nucléotidique
radioactive servant de contrdle ; barre d’échelle : 1 mm.

3.2 Analyser les effets d’une mutation

a) Distribution de la protéine CFTR chez des sujets sains ou malades

On cherche a localiser la protéine CFTR dans les voies respiratoires par immunodétection.
Cette protéine est un transporteur membranaire des ions CI.

Des prélevements de la paroi nasale ont été réalisés sur des sujets sains (NL) et sur des sujets
atteints de mucoviscidose (Cystic Fibrosis CF). La figure TP 10.6 montre des résultats repré-
sentatifs de chacun des deux groupes.

Les marquages bleu et vert permettent respectivement de repérer le pole basal (vers lequel se
trouvent de nombreux noyaux) et le pole apical ou I’actine est plus abondante. On retrouve ici
la polarité structurale et moléculaire observée pour les entérocytes. La fluorescence rouge qui
repere la protéine CFTR n’est présente que dans les cellules des sujets sains. L’encart révele
qu’elle est associée a la fluorescence bleue qui repere les cils. La protéine CFTR est donc pré-
sente au pole apical des cellules de I’épithélium des voies respiratoires (au moins les voies
nasales) et uniquement chez les sujets sains. C’est en accord avec sa localisation membranaire.
La mutation du géne CFTR entraine donc I’absence d’une protéine membranaire au pdle apical
des cellules épithéliales.

Des expériences analogues permettent de montrer que I’effet de la mutation est le méme dans
les cellules épithéliales des bronches et bronchioles.
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DIC et noyaux CFTR F-actine

Figure TP10.6. Immunodétection de la protéine CFTR dans I’épithélium nasal
chez des sujets sains (NL) ou atteints de mucoviscidose (CF).

(clichés du Dr Kreda, reproduit de Kreda et al., 2005. « Characterization of Wild-Type
and AF508 Cystic FibrosisTransmembrane Regulator in Human Respiratory Epithelia »,
Molecular Biology of the Cell 16, 2154-2167).

DIC et noyaux : microscopie a contraste interférentiel et marquage de I’ADN par le DAPI
(bleu) ; CFTR : immunodétection avec des anticorps de souris (rouge) dirigés contre la
protéine CFTR ; encart : immunodétection avec des anticorps de souris (rouge) dirigés
contre la protéine CFTR et des anticorps dirigés contre la tubuline pour révéler les
cils (bleu foncé) ; F-actine : marquage de l'actine du cytosquelette par la phalloidine
(verte) ; barre d’échelle : 40 um.

Les voies respiratoires (dont le conduit nasal) sont bordées d’un épithélium cilié. La
structure de ces cellules est proche de celle vue au chapitre 6 pour les cellules de
I’épithélial intestinal (mais les entérocytes ne sont pas ciliés).

b) Fonctionnement des tissus mutés

Les résultats de différentes mesures de fonctionnalités associés a la membrane des cellules
épithéliales sont rapportés par la figure TP10.7.

On cherche les fonctions de la protéine CFTR dans les cellules des voies respiratoires ;
pour cela on compare les propriétés membranaires (flux membranaires d’ions CI") et
I’environnement bactérien de cellules mutées ou non.

Le western blot (a) confirme I’absence de la protéine CFTR mature dans les cellules mutées.
En comparaison avec les cellules prélevées sur les sujets sains, les cellules mutées montrent
une absence de flux transmembranaire de CI~ (b), un exces de Cl~dans le liquide a la surface de
I’épithélium nasal (c) et une importante densité de bactéries, alors que celles-ci sont absentes
chez les sujets sains (d). On peut donc en déduire que la protéine CFTR est une protéine
impliquée dans la réabsorption des ions Cl~vers I’intérieur des cellules épithéliales ; I’exces
de CI™ a la surface des voies nasales est corrélé a un important développement bactérien qui
peut étre a I’origine d’infections chez les patients atteints de mucoviscidose. Le western blot
(a) montre aussi que la protéine codée par 1’allele muté est produite mais soit elle est dégra-
dée avant d’étre fonctionnelle, soit la mutation empéche sa maturation post-traductionnelle
(glycosylation).
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Voir chapitre 15,
zoom 4

(a) (b) , 30 I (c) 250 (d)
_
MM kDa T >1000- 00000
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50— < 5320 — 200] ol L9 7504
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160 — - £ = el 33
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Figure TP10.7 Comparaison des fonctions de la protéine CFTR dans des cellules prélevées
sur des sujets sains (NL) ou porteurs d’une mutation du géne codant la protéine CFTR (CF).
(a) et (b) d’apres Kreda et al., 2005 ; (c) et (d), d’aprés Smith et al., 1996. « Cystic fibrosis
airway epithelia fail to kill bacteria because of abnormal airway surface fluid », Cell 85, 229-236.
(a) western-blot réalisé sur des extraits de cellules de I'épithélium nasal aprées révélation avec
des anticorps dirigés contre la protéine CFTR ; (b) flux d’ions CI- a travers la membrane plas-
mique de ces mémes cellules ; (¢) concentration en ions Cl-dans le liquide récolté a la surface
de I'épithélium nasal ; (d) nombre de bactéries récoltées aprés 24 heures a la surface de

I’épithélium nasal (UFC : unités formant colonies).

3.3 Analyser les effets de I’inactivation d’un géne

L’invalidation d’un géne, plus communément appelée le knock-out (KO) d’un gene, est une
technique consistant a insérer un ADN exogene non codant a la place du gene a invalider. On
obtient alors des individus transgéniques homozygotes pour cet allele muté. Il en résulte I’inac-
tivité€ ou 1’absence de la protéine codée par ce gene (perte de fonction). Ainsi, d’apres les phé-
notypes observés, cela permet de proposer un rdle pour la protéine codée par le géne d’intérét.
On dispose d’une souche de souris (CFKO) dans laquelle le géne CFTR a été invalidé. Des souris
KO et des souris témoins sont exposées a des lipopolysaccharides bactériens, ce qui déclenche
une inflammation (figure TP10.8). On compare les taux de survie des deux groupes de souris
pendant 7 jours et les concentrations plasmatiques d’interleukine (IL), une molécule impliquée
dans la réponse inflammatoire (réponse immunitaire a une infection pouvant entrainer une dégra-
dation de 1’état général).

En comparant les phénotypes des souris CFKO et des souris sauvages (WT) on cherche a
préciser les roles de la protéine CFTR.

2 75- EGOO
5 5,400
v 504 o
BN — 200
25 | e CFKO = ) =
oo WT témoin LPS LPS témoin LPS LPS
o N 6h 24h 6h 24h
01234567 T SFRO

temps (jours)

Figure TP10.8 Comparaison des effets de la réaction inflammatoire sur des souris KO
pour le géne CFTR (CFKO) et des souris sauvages (WT).
(d’'apres Vij et al., 2010. « CFTR is a negative regulator of NFKB mediated innate immune res-
ponse », PLoS ONE 4(2) : e4664. Doi :10.1371 journal.pone.0004664).
(a) Taux de survie suite a une injection de lipopolysaccharides bactériens induisant une
réponse inflammatoire ; (b) concentration plasmatique d’une interleukine (IL) suite a l'injection
de sérum physiologique (témoin) et de lipopolysaccharides bactériens (LPS).
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Les souris CFKO récuperent moins bien que les souris WT, de I’'inflammation induite par les lipo-
polysaccharides bactériens, leur survie est diminuée de 25 %. La concentration en interleukine
dans le plasma est le double de celle des souris WT, que ce soit 6 h ou 24 h apres I’injection.
Ces résultats suggerent que la protéine CFTR protege les souris de la réaction inflammatoire
qui peut étre létale.

3.4 Analyser les effets d’une transgénése

D’autres protocoles, dits de gain de fonction, permettent de faire synthétiser la protéine d’intérét
dans une cellule (ou un tissu) ou le gene qui la code est absent ou réprimé. Le phénotype conféré
par cette expression artificielle (ectopique) du géne est alors analysé. Sa comparaison avec celui
de cellules n’exprimant pas le gene contribue a préciser les roles de la protéine d’intérét.
Dans les expériences dont les résultats sont rapportés par la figure TP10.9, on réalise une
construction génétique (transgene) comprenant la séquence de ’allele du gene CFTR et son
promoteur. Elle est suivie par la séquence du geéne de la luciférase (une protéine catalysant une
réaction de bioluminescence) placée sous le contrdle d’un autre promoteur P. Celui-ci est activé
par un facteur de transcription produit lors de la réponse inflammatoire.

Ce transgene est inséré dans un vecteur (plasmide) (vecteur VCFTR) puis transfecté dans des
cellules pulmonaires humaines (lignée H441). Le témoin est constitué par des cellules H441 qui
regoivent un vecteur comprenant uniquement le géne de la luciférase sous contréle du promoteur P.

(a) (b)
—~ 1004 —
H441 VCFTR £
o
s & 80 .
CTRF o |—160 kDa 2
Actine | s e |— 42 kDa o8 604
_ Z 8 40

0 100 200 400 ngVCFTR

Figure 10.9 Effets de I'expression artificielle du géne CFTR.

(d’apres Hunter et al., 2010 « Expression of wild-type CFTR suppresses NF-kB-driven
inflammatory signaling », PLoS ONE 5(7): e11598. doi:10.1371/journal.pone.0011598).

(a) en haut : électrophorése d’extraits cellulaires suivie d’un transfert sur feuille de
nitrocellulose, et d’'une immunodétection de la protéine CFTR (western-blot) réalisée
sur des cellules H441 (H441) et sur des cellules transfectées (VCFTR) ; en bas : élec-
trophorése apres Reverse-Transcriptase PCR (RT-PCR) de ’ARNm CTRF et de celui de
I'actine ; (b) activité de la luciférase dans des cellules H441 transfectées avec différentes
quantités de vecteur VCFTR (100 a 400 ng) ou avec un vecteur ne contenant que le
géne de la luciférase et le promoteur P activé lors de la réponse inflammatoire (lot O) ;
un test statistique a montré que les différences marquées d’une étoile sont significatives.

* Les résultats (a) testent ’efficacité de la transgenese.

— Lactine sur 1’électrophorese du haut, et le produit de RT-PCR de I’ARNm de I’actine sur
celle du bas, sont présents dans les mémes quantités dans les cellules transfectées ou non.
Ces molécules ont été choisies parce qu’elles sont présentes a un niveau élevé dans tous
les types cellulaires. Ce sont des témoins de charge, qui indiquent que la mé€me quantité
d’extrait cellulaire a été déposée dans les deux puits d’une méme électrophorese, ce qui
autorise la comparaison quantitative entre les deux échantillons.

— L’électrophoreése du bas a séparé des acides nucléiques, ici de I’ADNc rétrotranscrit de
I’ARNm (repere de taille exprimés en pb). La présence de ’ARNm codant la protéine
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CFTR est mise en évidence par RT-PCR. On constate ainsi que les cellules transfectées
Volrchapitre 153' transcrivent le géne CFTR, mais pas les cellules H441.
“oom — Lélectrophorése du haut a séparé des protéines (repére de masse moléculaire exprimé en kDa).
La présence de la protéine CFTR est mise en évidence par un western-blot dans les cellules
Voir TP8, §1.1 transgéniques seulement. Les cellules transgéniques synthétisent bien la protéine CFTR.
¢ Les résultats (b) testent les effets de I’expression ectopique du gene CFTR.

— L’enzyme luciférase a été retenue comme outil parce que son activité forme un produit
luminescent : il émet une radiation lumineuse dont I’intensité a une longueur d’onde don-
née peut étre mesurée, pour quantifier I’activité de I’enzyme. Le gene codant la luciférase
a été placé sous le contrdle d’un promoteur activé lors de la réponse inflammatoire : ainsi,
I’activité de la luciférase rend compte de la présence éventuelle dans les cellules des facteurs
de transcription produits lors de la réaction inflammatoire. Le géne de la luciférase n’est pas
I’objet de 1’étude, c’est un outil, qui rend compte de I’expression d’un gene d’intérét (ici le
géne CFTR) : c’est un gene rapporteur. Plus I’activité de la luciférase est élevée, plus le
promoteur contrdlant la transcription de son gene est actif.

— Les cellules transfectées avec les vecteurs ne contenant que le gene de la luciférase et le
promoteur P constituent le témoin négatif : elles permettent de quantifier le niveau de
transcription en I’absence de protéine CFTR dont le géne n’a pas ét€ introduit. Ce niveau
n’est pas nul, ce qui suggere que 1’activation du promoteur P ne se fait pas exclusivement
dans le contexte d’une réaction inflammatoire.

— Les résultats montrent que I’activité de la luciférase (donc I’activation du promoteur P)
est inversement corrélée a la quantité de vecteurs VCFTR qui a servi a transfecter les cel-
lules. Donc la protéine CFTR inhibe I’activité d’un promoteur qui est habituellement
activé par la réaction inflammatoire.

 Les résultats des expériences de perte de fonction (§ 3.3) et de gain de fonction (§ 3.4)
peuvent étre confrontés.

Les résultats obtenus in vitro confirment ceux obtenus in vivo. Ils montrent que la protéine

CFTR joue un role inhibiteur de réactions impliquées dans la réponse inflammatoire.

Elle a donc des propriétés anti-inflammatoires : en son absence, la réaction est plus longue et

potentiellement mortelle pour les souris.

La figure TP10.10 résume différentes approches permettant d’étudier 1I’expression d’un gene.

Comparaison du phénotype conféré par I'expression d'un géne
avec celui de

—

. résultats de mutagenése dirigée résultats de transgenése
mutants spontanés . ) .
avec perte de fonction avec gain de fonction
§3.2b §3.3 §34
Méthodes d'étude de I'expression d'un géne
H H z = z N
Voir chapitre 15, » Etude de la transcription du géne » Etude du produit du géne (protéine)
zoom 5 Mise en évidence de ... Mise en évidence
...I'ARl\iiri:scrit ... de la transcription de la protéine
dans les cellules dans des extraits dans les cellules dans les cellules dans des extraits
ou tissus cellulaires ou tissus ou tissus cellulaires
hybridation northern blot géne rapporteur immunodétection western blot
in situ RT-PCR § 3.4 §34 in situ §34
§3.2 puce a ADN §3.1a

Figure TP10.10 Différentes méthodes d’étude de I’expression d’un géne.
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Méthodes d’eétude des génes et de leur expression

S’entrainer

(1) Repérez les propositions exactes a propos des résultats de la figure TP10.11.

sonde nucléotidique (a) (b) anticorps anti-Hes 7
Hes 7
extrémité extrémité
postérieure

! postérieure
- b § ]
200 200 pym

Figure TP10.11 Embryons de souris de 5,5 jours aprés fécondation.

(a) Incubation avec une sonde nucléotidique spécifigue de TARNm du géne Hes 7 ; (b)
incubation avec un anticorps spécifique de la protéine Hes 7.

0O a. La coloration 1 montre que le gene Hes 7 est présent dans la région postérieure.

O b. La coloration 1 montre que le géne Hes 7 est transcrit dans cette région.

O c. La coloration 1 montre que la protéine Hes 7 est synthétisée dans cette région.

O d. L’image (b) montre les résultats d’une expérience d’hybridation in situ.

O e. Pris individuellement, les résultats de I’image (a) permettent de connaitre le domaine
de transcription du gene Hes 7.

0O f. Pris individuellement, les résultats de I’'image (b) permettent de connaitre le domaine
de traduction de la protéine Hes 7.

(2) Lorsqu’ils sont immergés, les plants de riz

produisent de I’éthylene. L'une des réac- activité de la protéine GUS (U/mg protéine)

tions de la chaine de synthese est catalysée
. Z. 2 D

par 'enzyme ACS. Des plants de riz ont été 50 % T
génétiquement modifiés pour exprimer le 40 % I
gene GI{S codant la B-glucuromflase sous 30 %
le contréle du promoteur du gene ACS.

e, 4o [yl 9
L’ activité de la protéine GUS est quantifiée 20%
en présence de son substrat (X-Gluc) qui 10 %
est clivé en un produit bleu, dans des tiges 0% g
de plants de riz transgéniques ACS-GUS air immersion
cultivés 24 h en immersion ou a 'air libre g ;e 710,12 Activité de la protéine GUS
(figure TP10.12). dans des plants de riz transgéniques
Repérez les propositions exactes a propos a Pair libre ou en immersion

de ces résultats :

O a. Le protocole étudie les effets de I’immersion sur I’activité de la protéine GUS.

O b. Le géne GUS est un geéne rapporteur.

O c. L’acticité de la protéine GUS est 9 fois plus importante a I’air libre qu’en immersion.
0O d. Ces résultats démontrent que I’immersion active la transcription du gene ACS.

0O e. Ces résultats démontrent que I’immersion active la synthese de la protéine ACS.
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Capacités exigibles

Réaliser une dissection florale et établir le diagramme floral et la formule florale correspondants. 1
¢ Utiliser une flore et/ou un outil numérique de détermination pour identifier le genre d’une fleur. fj 2
i Sélectionner la flore la plus appropriée pour répondre au probléme posé.

Mettre en lien les deux principaux types de pollinisation (anémogame et entomogame) et les caractéres des fleurs
: et des grains de pollen associés. ) 3

Emettre des hypothéses sur le mode de pollinisation a I'aide des structures observées suite a une dissection florale
i et/ou un montage de grains de pollen.
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\ La fleur des angiospermes

PLAN DU CHAPITRE - Introduction

[EB Comprendre I'organisation florale
[EX (dentifier le genre d’une fleur
EX Relier caractéres floraux et modes

de pollinisation

La fleur est I'appareil reproducteur des angiospermes.
Apres fécondation, certaines structures se transforment
en fruit contenant des graines. L'organisation de la fleur
présente une grande diversité et son étude permet
d’identifier les espéces.

Comprendre ’organisation florale

1.1 L’analyse florale

ordre de floraison 3 N
1 3 5 64 2
o 5 e

&d |
pédoncule 1 357910864 )

2 5
2 6
bractée

— axe de l'inflorescence

L (ag

rappe (b) ombelle (c) capitule | (d) cyme

diverses inflorescences de type « grappe »

Figure TP11.1 Deux catégories d’inflorescences chez les angiospermes.
Lorsque les fleurs sont regroupées et non isolées, on parle d’inflorescence. Les diverses inflorescences
dérivent de deux catégories : la grappe et la cyme qui se distinguent par I'ordre de mise en place des
fleurs (chiffres 1 a 6). (a) grappe de gesse (Lathyrus montanus, fabacées) ; (b) ombelle d'ombellules
de berce (Heracleum spondylum, apiacées) ; (c) capitule de bleuet (Centaurea montana, astéracées)
(d) cyme de morelle noire (Solanum dulcamara, solanacées).
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L’analyse florale comporte la caractérisation de I’inflorescence (figure TP11.1), le dénombre-
ment et 1’identification des caractéristiques des pieces florales stériles et fertiles (et du fruit,
s’il est présent) (figure TP11.2). Elle permet de repérer les principaux caracteres qui sont utilisés
pour déterminer la famille, le genre et I’espece d’un échantillon (a 1’aide d’une flore) et de relier
certains de ces caracteres aux modalités de pollinisation des fleurs.

(a) Coupe longitudinale d'une fleur

stlglmate L pieces fertiles femelles :

styg p'St'I, OEJ les ovules contiennent

gzﬁ:;e gynecee le gameéte femelle (appelé oosphére)
. étamine pieces fertiles males :

:Ir:there }(leur ensemble les anthéres contiennent les grains de

) =androcée) pollen ou se forment les gameétes males
pétale (leur ensemble = corolle)} ac - rAle ,

sépale(leur ensemble = calice)

|

réceptacle
pédoncule . i de l'ovai
floral une loge dérivant paroi de fovaire
plusieurs loges : d'un carpelle
ovaire pluriloculaire : %
placentangn ovule
axile

(b) Coupe transversale de I'ovaire

Figure TP11.2 Organisation fonctionnelle d’une fleur d’angiosperme.
Les différents types de piéces florales sont disposés en verticilles (cycles) concentriques.
Le gynécée peut étre formé d’un (comme pour la luzerne) ou plusieurs carpelles, libres ou sou-
dés. Dans ce dernier cas, une coupe transversale (fleche rouge) peut montrer plusieurs loges
(ovaire pluriloculaire), chacune d’entre elles dérivant d’un carpelle. Elle montre également le
type de placentation : pariétale ou axile selon que les ovules sont fixés a la paroi de I'ovaire
ou sur la structure centrale résultant de la fusion des carpelles.
Sur ce schéma l'ovaire est situé au-dessus du point d’insertion des autres piéces florales : il est
dit « supére » (« infére » dans le cas contraire).

L’analyse florale peut étre conduite en suivant la démarche présentée dans la figure TP11.3
appliquée ici a I’exemple de la luzerne.

trace du plan de symétrie S 2l
bilatérale — fleur zygomorphe i — Inflorescence
'S . ey fleur isolée — type grappe — type cyme
% s . Organisation de la fleur
7~ ."J symétrie | actinomorphe - zygomorphe
¢ nombre de sépales : 5

. calice . )
ordré de.mise & h ¢ libres - soudes
a Stales 1 5
: place des fleurs 4 ¢ nombre de pé
Iilgure TP11.3 — infloreScénce R f ¢ soudés - libres et 2 pétales ventraux soudés
Linflorescence MRty oraniemg. | i A 3| corolle | (carene)
de la luzerne. n % (X - N7 ¢+ aspect particulier : bilabiée, papilionacée,

En vert, sur la fiche
descriptive de droite,
les caractéres
de la luzerne.

présence d'un éperon...

4 nombre d'étamines : 10

androcée | ¢ libres - soudees entre elles - a la corolle

9 soudées et une libre

¢ nombre de carpelles : 1

¢ libres - soudés

¢ si carpelles soudés (ovaire composé) :
o ovaire uni - ou pluriloculaire
o placentation axile ou pariétale

¢ ovaire supere - ovaire infere

¢ nombre d'ovules : n

gynécée
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1.2 La dissection florale

La dissection florale permet de présenter 1’organisation de la fleur : le nombre, la disposition et

les relations entre les différentes pieces florales (figure TP11.4a).

 La présentation des piéces est organisée en deux parties :

— I’une (a gauche sur I’exemple présenté) est destinée a montrer le nombre de pieces florales,
sans tenir compte de leurs soudures éventuelles ;

— lautre (a droite sur I’exemple présenté) est constituée de préparations destinées a mettre en
évidence la position du gynécée et les soudures éventuelles.

» La présentation est orientée : la bractée est placée sous la dissection, I’axe de la tige est figuré
par un cercle au-dessus.

* La présentation rend compte du type de symétrie de la fleur :

— lorsque la fleur est actinomorphe (fleur réguliere a symétrie radiale), des cercles concentriques
sont tracés pour accueillir les pieces ;
— lorsque la fleur est zygomorphe (symétrie bilatérale), ce sont des ellipses.

* Ladissection débute par les verticilles les plus externes : les pieces du calice, puis les pieces de
la corolle, de I’androcée et du gynécée sont placées sur les cercles ou ellipses concentriques
tracés en respectant la disposition relative (superposée ou alterne) des différents verticilles
et en repérant si un sépale est superposé a la bractée ou pas.

* La position supere ou infere de I’ovaire est montrée a I’aide d’un sépale, d’un pétale, d’une
étamine et de 1’ovaire prélevés sur une autre fleur et disposés sur le coté.

* Si certaines picces sont soudées, elles sont présentées non séparées mais étalées sur le coté.

9 Remarque

Une observation a la loupe binoculaire d’'une coupe transversale de I'ovaire est souvent
nécessaire pour préciser la structure du gynécée. La dissection des boutons floraux peut
aider a repérer la disposition relative des piéces florales. Celle des jeunes fruits peut aider
a comprendre I'organisation de 'ovaire, a repérer le nombre d’ovules.

(a) Dissection (b) Diagramme
verticilles elliptiques conventions de
4 \ D (fleur zygomorphe) représentation
' ovair;; supére s—axe de la tige cercle (croix si fleur isolée)
~ . e .
Z/ ) \-\—sépale croissants vides ou hachurés
‘ :] [
=1 /I ! 9 étamines soudées = ; croissants pleins
) y pétale .
i ) ou un seul trait
S é schématisation de la coupe
\ At J s ; £y ™ carpelle dovaire avec le nombre de
N 2 pétales ventraux carpelles et la placentation
[ 7z
ST soudés (carene) > i . "B" figurant une coupe
f k \ etamine transversale de l'anthére
arceau indiquant
! 5 sépales que les piéces bractée croissants
| sont soudées

Figure TP11.4 (a) Dissection et (b) diagramme floral de la fleur de luzerne.
La dissection n’est pas légendée, en revanche un titre précise ce que 'on met en évidence avec
les pieces présentées sur le coté.
Sur le diagramme d’une fleur isolée, une croix est figurée a la place de I'axe de la tige.
D’autres éléments typiques ou importants pour la biologie de la fleur peuvent étre représentés
(symboles a I'initiative de I'observateur) : éperons de pétales, nectaires etc.
Les conventions de représentation du diagramme dispensent de légendes : celles de la figure b
ne sont données que pour permettre de comprendre ces conventions.
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1.3 Le diagramme floral et la formule florale

a) Le diagramme floral

C’est une représentation théorique d’une coupe transversale de la fleur sur laquelle figureraient
toutes les pieces florales. Il est rare de toutes les rencontrer sur une seule coupe transversale : le
diagramme est la projection sur un plan de différentes coupes. Comme pour la dissection florale,
le diagramme est orienté en positionnant la bractée et I’axe de la tige. Les différentes pieces sont
représentées en utilisant des figurés conventionnels (figure TP11.4b).

b) La formule florale

La formule florale récapitule les informations sur I’organisation de la fleur. On indique les
éléments suivants en respectant les conventions d’écriture : symétrie, sexe, nombre de picces
florales pour chaque verticille (« n » s’il y a plus de 12 pieces) et leur soudure éventuelle, ovaire
infére ou supere (figure TP11.5).

Luzerne : % 9’ (58) 5P (9)+1E 1C

piéces soudées e/;jtre elles Orchidées : % 9’6T 1E (3C)™~ovaire infére

\ ovaire supére
Sauge : % f (6S) [(5P) 2E] (2C) ~ tépales : pas de différence entre pétales et sépales

Figure TP11.5 Les éléments d’une formule florale.

9 Remarque

Il convient de vérifier que toutes les fleurs mises a disposition ont la méme structure : il
peut y avoir des variations sur le nombre ou la forme des piéces : par exemple hétérostylie
(styles de longueurs différentes), fleurs fertiles et fleurs stériles, etc.

Identifier le genre d’une fleur

11 existe diverses flores qui permettent de conduire une identification raisonnée d’une fleur.
L’exemple pris ici est la « Flore compléte portative » de Gaston Bonnier, avec laquelle il est
possible de déterminer le nom de famille, de genre ou d’espece de I’échantillon étudié.

A chaque étape, deux propositions sont faites (a repérer avec le méme signe distinctif : @, A,
0...) et 'on sélectionne celle qui convient pour I’échantillon a identifier (attention a bien lire
en totalité chaque proposition).

9 Remarque

Les mots et expressions employés sont expliqués dans un glossaire a la fin de I'ouvrage.
Les abréviations employées sont expliguées en tout début d’ouvrage.

A la fin de I'ouvrage figurent les tables des noms de familles, des noms latins des genres,
des noms francais des genres et des noms francais.

Les premiéres pages sont numérotées en chiffres romains (I a XXVII).

Exemple : la luzerne

Reportez-vous d’abord au tableau général de la page X de la flore. A chaque étape,
les choix successifs des caractéres sont séparés par le signe « < », a la fin de chaque
étape une fleche indique le choix (en gras) qui permet d’avancer dans la détermination.

1. p. X : plante ayant des fleurs... < fleurs non réunies en capitule... < fleurs a deux enve-
loppes de couleur et de consistance différente < corolle papilionacée...
— Section C : plantes a corolle papilionacée, p. XVIII

2. Section C : plante n’ayant pas ces caracteres
— Papilionacées, p. 65
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3. Papilionacées : feuilles non terminées par une vrille ou par un filet < feuilles a O, 1,
2 ou 3 folioles... < stipules (= expansions de certaines feuilles situées a la base du
pétiole) de plus de 3 mm de longueur... < stipules trés différentes des folioles
— 3° groupe, p. 67

4. 3¢ groupe : fleurs a caréne non contournée... < caréne obtuse au sommet... < calice
a 5 divisions peu inégales < fruit plus ou moins enroulé sur lui-méme...

— Genre Medicago, p. 73 ; Luzerne [37 espéces]

5. Genre Medicago : fruit courbé sur plus d’un seul tour...< fruit sans épines ni tuber-
cules...

— Série 2, p. 74

6. Série 2 : bord extérieur du fruit mdr sur un cercle de 4 a 8 mm de diamétre < fleurs
violettes, bleues ou bleuatres...

— Medicago sativa, luzerne cultivée
Entre crochets, des caractéristiques (lieux de récolte, taille des plants, couleur des
fleurs, période de floraison) permettent de vérifier la cohérence de la détermination.

Relier caracteéres floraux et modes de pollinisation

3.1 Des fleurs a pollinisation anémogame

L’exemple des poacées permet d’illustrer les caractéristiques rencontrées chez les plantes dont
le pollen est transporté par le vent : on parle de pollinisation anémogame.

a) Des fleurs groupées au périanthe réduit

Les fleurs sont regroupées en épillets, inflorescences élémentaires des poacées, eux-mémes
regroupés en grappe lache comme chez 1’avoine (figure TP11.6), ou grappe condensée en épi
comme chez le blé. L’épillet comporte en général a sa base deux bractées appelées glumes qui
entourent I’inflorescence. Chaque fleur est protégée par deux glumelles. Le périanthe se limite
a deux glumellules, petites pieces vertes qui, lors de I’épanouissement de la fleur, écartent les
glumelles, permettant ainsi la sortie des antheres et des stigmates (figure TP11.7b).

épillet ouvert TRk
(inflorescence L% glume supérieure
élémentaire) - Y
' fleur 2
pédoncule ; A

‘
e

fleur 1

fleur 2

7oncule
1.cm| glume inférieure — - \ g
(a) Inflorescence d'avoine cultivée (c) Schéma de l'organisation d'un épillet

Figure TP11.6 Inflorescence d’avoine cultivée (Avena sativa, poacée).
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stigmates plumeux 1 mm
ovaire i ‘
filet trés souple et long
glumellules
déhiscence—__ / anthere
des antheéres : sortant de la fleur
libération du pollenx et se balancant au vent

(b) Organisation d'une fleur de poacée

stigmates
anthére ouverte  recouverts

dispersion du pollen  de pollen

-

I."&‘.

1 mm

photo F. Celle Sy photo L. O'Connor —
(a) Inflorescence de brise intermédiaire (c) Grains de pollen (d) Stigmates et anthéres
(Briza media, poacée), étamines sorties de mais (MO x 400) vus a la loupe binoculaire

Figure TP11.7 La fleur de poacée et la pollinisation anémogame.

b) Des anthéres pendantes, un pollen abondant

A maturité, les longs filets des étamines placent les anthéres hors du périanthe. Leur balance-
ment dans le vent facilite la dispersion des nombreux grains de pollen de petite taille, 1égers
et lisses (figure TP11.7).

c) De grandes surfaces réceptrices du pollen

Les stigmates sont de taille importante, plumeux ou collants, exposés en surface, ce qui favo-
rise la réception du pollen transporté par le vent (figure TP11.7).

3.2 Des fleurs a pollinisation entomogame

90 % des plantes a fleurs sont pollinisées par des insectes en quéte de nourriture ou d’un parte-
naire et qui transportent involontairement le pollen d’un plant a I’autre.

a) Des structures attractives pour les insectes

e Des pieces périanthaires de couleurs vives exercent une attraction visuelle ; la forme et la
couleur des pétales miment parfois I’aspect de femelles d’insectes (figure TP11.8).

* Des nectaires, souvent localisé€s a la base des pétales, sécretent le nectar, liquide sucré
consommé par les insectes ; ils consomment également le pollen, riche en réserves.

* La corolle des fleurs zygomorphes présente un ou des pétales inférieurs ménageant une large
surface facilitant I’ atterrissage et induisant un positionnement précis du pollinisateur (figures
TP11.8 et 11.9).

» La production de molécules odorantes permet une attraction olfactive.

b) Des dispositifs optimisant la pollinisation

Une tres grande diversité de structures et de mécanismes contribue a faciliter I’accrochage des
grains de pollen sur le corps de I’insecte et leur dépdt sur le stigmate d’une autre fleur. Les grains
de pollen sont de grande taille (et produits en moindre quantité que chez les fleurs anémoga-
mes) ; ils présentent une exine tres ornementée adhérant au pollinisateur.
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Chez la sauge, I’insecte heurte la base des étamines qui basculent et déposent du pollen sur
son dos (figure TP11.9). Chez certaines orchidacées (figure TP11.9), les pollinies sont reliées
par un petit pédoncule a un disque collant qui se fixe sur le corps de I’insecte.

Figure TP11.8 Un exemple d’organisation attractive pour les insectes : la fleur des orchidacées.
(a) Ophrys frelon (Ophrys holosericea) ; (b) ophrys mouche (Ophrys insectifera).
Le pétale inférieur, ou labelle (L) présente un aspect qui mime une femelle d’'une espece
précise d’insecte ; les grains de pollen sont regroupés en deux amas, les pollinies (P).

antheres basculées
sur I'abdomen de l'insecte

style

(a) Vue d'ensemble corae
de l'inflorescence (b) Détail d'une fleur (c) Dissection florale

Figure TP11.9 Un exemple de dispositif optimisant la pollinisation chez la sauge
des prés (Salvia pratensis, lamiacée).

3.3 Des dispositifs favorisant I’allopollinisation

Bien que la plupart des fleurs soit hermaphrodite, il existe des dispositifs favorisant la pollini-

sation croisée ou allopollinisation (par opposition a I’autopollinisation).

» Séparation des sexes dans 1’espace : chez les especes dites monoiques, les fleurs sont uni-
sexuées, soit males soit femelles et le plant porte les deux types de fleurs. C’est le cas du mais
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(Zea mays, poacée), par exemple. Chez les especes dites dioiques, les fleurs males et les fleurs
femelles sont portées par des individus différents.

* Séparation des sexes dans le temps : par exemple chez la paquerette (Bellis perennis, astéra-
cée), les étamines sont mires avant le pistil.

anthéres hautes

style court

gros grains
de pollen

Figure TP11.10 L’hétérostylie chez la primeveére (Primula grandiflora, primulacée).
(a) Fleur longistylée ; (b) fleur brévistylée ; (c) grains de pollen de chaque type de
fleur. Seuls les petits grains de pollen des fleurs longistylées peuvent germer sur les
petites papilles stigmatiques des fleurs brévistylées, et seuls les gros grains de pollen
des fleurs brévistylées peuvent germer sur les grosses papilles stigmatiques des fleurs
longistylées.

* Obstacle mécanique a I’autopollinisation : Chez les orchidacées, le rostellum est une structure
saillante localisée sous les pollinies et les séparant du stigmate. Chez la primevere (Primula
sp., primulacées), on distingue des individus a style long (fleurs longistylées) et des individus a
style court (fleurs brévistylées). Cette hétérostylie s’accompagne de différences portant sur la
taille des papilles stigmatiques et du pollen, et la localisation des antheres : ces caractéristiques
imposent une fécondation croisée (figure TP11.10).

S’entrainer

o Sélectionnez la ou les proposition(s) cohérente(s)
avec le diagramme floral présenté ci-contre (figure TP11.11) :
0O a. La fleur est gamosépale.

o b. Lovaire est infere.

O c. La fleur est zygomorphe.

O d. Les étamines sont soudées aux pétales.
O e. La placentation est pariétale.

Figure TP11.1
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@ Pour I’échantillon présenté sur photo ci-contre
(figure TP11.12), déterminez les caractéris-
tiques de I'inflorescence et le type de symétrie
de la fleur.

9 Pour la dissection florale ci-contre
(figure TP11.13) :
O a. Précisez si cette dissection est com-
plete, sinon indiquez ce qu’il conviendrait

d’ajouter. s '
O b. Réalisez le diagramme floral correspon- i Bt . ™
dant. SR [
0 c. Etablissez la formule florale. - ; ) VT P

Figure TP11.13
Récapitulez, sous la forme d’un tableau, les caractéristiques des fleurs (et inflorescences) a
pollinisation anémogames et entomogames.
A partir de la dissection florale présentée sur la photo ci-dessous (figure TP11.14), établis-
sez la formule florale correspondante.
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Figure TP11.14
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