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Avant-propos

Les plantes ont accompagné l’histoire de la biologie en contribuant largement à la connaissance du vivant. La génétique est ainsi née avec Johann Gregor Mendel (1822-1884) au milieu du XIXe siècle. Les travaux de Mendel sur le pois l’ont conduit à formuler les lois gouvernant la transmission des caractères héréditaires. En étudiant diverses variétés de maïs dans les années 1940-1950, Barbara McClintock1 (1902-1992) a découvert les éléments mobiles, ou transposons, qui participent à l’évolution des génomes et dont la présence dépasse le cadre des génomes des végétaux. Dans les années 1990-2000, l’étude de l’expression de transgènes chez les plantes a conduit à la découverte de nouveaux mécanismes de régulation génique, relevant non plus de la génétique mais de l’épigénétique (voir l’encadré ci-dessous). Ces mécanismes de régulation génique sont communs aux animaux et aux plantes2. De nouvelles techniques dites d’« interférence par l’ARN » (ARNi) en dérivent, permettant de bloquer spécifiquement l’expression de gènes choisis. Les découvertes et applications qui en découlent ont d’importantes répercussions au-delà du règne végétal ; elles ouvrent notamment de nouvelles voies thérapeutiques.

Les végétaux sont un matériel de choix pour étudier l’hérédité et ses mécanismes, tant génétique qu’épigénétique, ainsi que les mécanismes gouvernant la structuration et l’évolution des génomes (voir encadré ci-dessous). Utilisé en génétique végétale depuis les années 1950, Arabidopsis thaliana s’impose comme plante modèle ou plante de référence par rapport à d’autres plantes modèles dans les années 1980. Un consensus international s’est établi autour de cette plante, permettant une concentration de moyens et d’efforts de la communauté scientifique végétale. Cet effort a conduit, en 2000, au séquençage complet de son génome nucléaire et à l’inventaire complet de l’information génétique du premier génome d’un organisme eucaryote multicellulaire. La génétique végétale change alors d’échelle et ces travaux de séquençage ouvrent la voie à la génomique structurale (voir encadré ci-dessous), permettant l’analyse de la structure et de l’organisation d’un génome dans sa totalité. La génomique fonctionnelle, qui étudie la fonction des gènes, bénéficie de ces avancées, ainsi que des propriétés naturelles d’une bactérie phytopathogène du sol, Agrobacterium tumefaciens, capable de transférer un fragment d’information génétique vers le noyau des cellules végétales et de l’intégrer, dans le génome de ces cellules, de manière stable. Le mécanisme de ce transfert naturel a été finement analysé et exploité. Les plantes ont ainsi été les premiers organismes eucaryotes multicellulaires pour lesquels la transgenèse a été possible. La constitution de collections de mutants étiquetés par transgenèse a ainsi ouvert la voie à la génétique inverse (encadré ci-dessous).

La diversité du monde végétal, sa richesse adaptative et son rôle dans la biosphère font des végétaux un sujet d’étude très important. Organismes autotrophes, ils constituent le premier maillon de la chaîne alimentaire, à l’origine des substances organiques indispensables aux organismes hétérotrophes comme les animaux et l’homme. En effet, grâce à leur capacité photosynthétique et à l’énergie solaire, ils sont capables de synthétiser leur propre matière organique à partir de substances minérales (eau et sels minéraux) et de carbone sous la forme du dioxyde de carbone atmosphérique (Farineau et Morot-Gaudry, 2006). Principaux producteurs d’oxygène, un des sous-produits de la photosynthèse, ils sont également le maillon fondamental de l’écosystème planétaire sans lequel la vie ne pourrait se développer. Par ailleurs, les végétaux synthétisent des « métabolites secondaires » très variées, et sont sources d’une incroyable diversité et richesse chimique. La plupart des plantes étant des organismes fixés, elles subissent, de la part de leur environnement, des contraintes et divers stress (lumière, rayons ultra-violets, sécheresse, froid, pathogènes, herbivores, etc.). Elles font preuve de multiples ressources adaptatives pour y faire face. Enfin, le développement et la différenciation ne sont jamais terminés à l’âge adulte chez les végétaux. Ils possèdent des propriétés de régénération, de multiplication, de cicatrisation et de totipotence remarquables, témoignant de grandes facilités de reprogrammation de leur génome. Ces propriétés accroissent leur capacité d’adaptation.

Le monde végétal est ainsi infiniment plastique ; cette plasticité s’exprime à divers niveaux, adaptatif, évolutif, morphologique, physiologique, génétique et témoigne d’une très grande richesse qui reste à explorer. L’incroyable diversité des végétaux, leurs compétences chimiques, leurs potentialités adaptatives remarquables, ainsi que leur plasticité ontogénique sont inscrites dans leurs génomes et épigénomes. Leur étude devrait permettre de mieux appréhender le potentiel qu’ils représentent pour l’homme et la biosphère. Ainsi le séquençage de plusieurs génomes de plantes de référence (Planches 1 à 3) a été entrepris. Pour certaines, il a été achevé, ouvrant de nouvelles perspectives pour comprendre l’organisation et l’évolution des génomes.

Le présent ouvrage se propose d’offrir au lecteur un panorama de la génétique moléculaire végétale afin de mieux suivre et appréhender les évolutions de ce domaine. Il se veut accessible à un public ayant des bases de biologie générale. Dans une première partie, il présente une description des différents génomes végétaux et aborde les aspects les plus récents de la régulation de l’expression des gènes. Il s’appuie sur les connaissances acquises à partir de génomes de référence, en particulier celui d’A. thaliana. Dans une seconde partie, les outils qui ont conduit à ces connaissances sont présentés. Comme les premiers généticiens des plantes, nous avons trouvé pertinent d’utiliser les déterminants génétiques de la couleur des fleurs (les gènes de la voie de biosynthèse des anthocyanes et quelques-uns des gènes régulateurs) comme « fil rouge » pour illustrer cet ouvrage (Planche 4). Nous avons choisi de faire référence à des articles dont les travaux nous ont inspirés pour construire ce livre. Dans certains cas, des expériences pertinentes ou des éclaircissements méthodologiques sont présentés sous forme d’encadrés.

Certaines notions sont rappelées en fin d’ouvrage sous forme d’annexes. Le lecteur trouvera des notions de biologie végétale présentant le cycle de reproduction des angiospermes et quelques caractéristiques des végétaux (hormones, totipotence, méristème) dans l’annexe 1, ainsi que des notions de base en génétique dans l’annexe 2. Il nous est également apparu nécessaire de présenter sous forme synthétique les différentes étapes de la régulation des gènes eucaryotes (Annexe 3). Par ailleurs, certains ouvrages pourront être consultés en complément (Alberts et al., 1992 ; Griffiths et al., 2006 ; Lewin, 2007 ; Allis et al., 2007 ; Battey et al., 1993 ; Prat et al., 2006 ; Morot-Gaudry et Briat, 2004).

Génétique : science de l’hérédité. La génétique étudie les caractères héréditaires des individus, leur transmission au fil des générations et leurs variations (mutations). L’étude de la transmission héréditaire des caractères a permis l’établissement des lois de Mendel.

Génétique moléculaire : elle a pour objet d’étudier la structure et la fonction des gènes au niveau moléculaire. Elle utilise l’information génétique portée par l’ADN et étudie comment cette information est exprimée.

Génétique inverse : elle étudie le phénotype des mutants affectés dans une séquence nucléotidique d’un gène déterminé, tandis que la génétique moléculaire part d’un mutant pour identifier le gène, puis la séquence nucléotidique affectée par la mutation responsable du phénotype.

Régulation génique : c’est le contrôle cellulaire de la quantité et de la temporalité du produit d’un gène. Ce produit peut être l’ARN messager ou la protéine. Toutes les étapes de l’expression d’un gène peuvent être modulées depuis le niveau transcriptionnel jusqu’au niveau post-traductionnel. La régulation est la base de la différenciation et de l’adaptabilité d’un organisme.

Épigénétique : ce terme a été proposé au début des années 1940 par le généticien Conrad Waddington pour désigner une nouvelle science étudiant les mécanismes par lesquels le génotype engendre le phénotype. Dans sa définition moderne, le terme épigénétique caractérise toute modification potentiellement réversible qui n’affecte pas la séquence de l’ADN et qui soit cependant transmissible lors de la mitose et/ou de la méiose. Ces modifications se situent ainsi au-dessus (épi) du niveau de l’ADN (l’information génétique) et s’inscrivent sur la chromatine pouvant alors participer à la régulation de l’expression des gènes.

Génomique : elle répertorie l’ensemble des gènes d’un organisme vivant et en étudie les fonctions. La génomique structurale via la cartographie et le séquençage décrit l’organisation du génome et fait l’inventaire des gènes. La génomique fonctionnelle utilise l’ensemble des données du génome pour étudier l’expression du génome dans son ensemble et a pour objet de comprendre les interactions entre les gènes au cours de différents processus biologiques.

Épigénomique : cette discipline étudie à l’échelle d’un chromosome ou d’un génome la distribution des différentes marques de la chromatine (méthylation de l’ADN, modifications des histones, etc.) en relation avec l’expression des gènes.
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Quelques espèces de référence

Un petit nombre d’espèces végétales présentant des intérêts agronomiques, ou représentatives d’un groupe important, voire ayant une biologie particulière (symbiose mycorhizienne, fixation de l’azote atmosphérique comme chez les légumineuses) ont été choisies par la communauté des végétalistes afin d’étudier leur génome. On les appelle des « espèces de référence ». Les efforts des scientifiques se sont tout d’abord porté sur Arabidopsis thaliana, puis sur une céréale, le riz. L’objectif était de pouvoir disposer de deux modèles d’organisation des génomes correspondant à la dichotomie régnant parmi les angiospermes entre dicotylédones et monocotylédones (cf. Annexe 1). Les progrès réalisés dans les techniques de génomique à haut débit ont ensuite permis de diversifier les programmes de séquençage. Nous présentons ici quelques espèces de référence (cf. Planches 1 à 3) dont le séquençage des génomes est soit déjà réalisé, soit à un bon niveau d’avancement, soit en cours.

[image: e9782759202942_i0002.jpg]Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynhold, encore appelée arabette de Thalius, arabette des Dames, arabette rameuse, fausse arabette ou arabette des prés, est une petite plante dicotylédone très commune de la famille des Brassicaceae (anciennement famille des crucifères) à laquelle appartiennent le chou et le colza. A. thaliana a été choisi dans les années 1980 comme espèce de référence pour des études en génétique moléculaire végétale, du fait des propriétés suivantes :

– un cycle de reproduction court, de l’ordre de 6 semaines ;

– une petite taille permettant de la cultiver facilement et en grand nombre, tant in vitro en boîtes de Pétri qu’en serre ;

– une grande prolificité (plusieurs milliers de graines de petite taille [0,5 mm de long] par plante, logées dans des fruits appelés siliques) ;

– une autogamie facilitant d’obtention de lignées pures (cf. Annexe 1) ;

– une petite taille du génome nucléaire, de l’ordre de 125 méga paires de bases (Mpb) ;

– une faible proportion de séquences répétées dans son génome (10 à 15 %).

Le potentiel d’Arabidopsis pour des études génétiques est apparu à la communauté scientifique dès les années 1950. Les premières collections de mutants ont été obtenues et de nombreuses accessions3 présentant une grande diversité écologique, morphologique ou physiologique ont été répertoriées. Pour faciliter les études génétiques et moléculaires, une accession devait être fixée et le choix s’est porté sur l’accession Columbia, originaire des États-Unis (Col-0). Les accessions Wassilewskija (Ws), originaire de Russie, et Landsberg (Ler), originaire d’Allemagne, sont également très utilisées. Plusieurs centaines de milliers de mutants d’A. thaliana sont actuellement répertoriés dont les mutations affectent la morphologie, le développement, la transition florale, la physiologie (résistance aux herbicides, au froid, à la sécheresse, à la salinité, aux agents pathogènes, etc.), les voies métaboliques, les voies de transduction des signaux, etc.

En 1990, le projet international de séquençage du génome d’A. thaliana (International Arabidopsis Genome Research Project) est créé. Dix ans plus tard, grâce à la coopération d’équipes japonaises, américaines et européennes, le séquençage de 114,5 Mpb sur les 125 Mpb est réalisé, et quelque 28 000 gènes sont répertoriés sur les 5 paires de chromosomes que compte A. thaliana. Le séquençage a été précédé par l’établissement de cartes génétiques et physiques. Les analyses bioinformatiques des gènes prédits permettent d’attribuer une fonction à 69 % d’entre eux ; une proportion importante des gènes est consacrée à la régulation de leur expression. Seulement 10 % des gènes ont une fonction qui a fait l’objet d’études plus spécifiques. Les études sont maintenant axées sur l’attribution d’une fonction à l’ensemble de ces gènes et sur le lien entre gènes et phénotypes.


[image: e9782759202942_i0003.jpg] Medicago truncatula

Les légumineuses représentent une source essentielle de protéines, tant pour l’alimentation humaine qu’animale et pour la production d’huiles industrielles. De plus, ce sont les seules plantes capables de fixer l’azote atmosphérique grâce à l’établissement d’une symbiose avec les bactéries du genre Rhizobium. Deux espèces de référence se sont dégagées : Lotus japonicus et Medicago truncatula qui ont l’avantage d’être des espèces diploïdes et autogames. M. truncatula est par ailleurs proche du pois, Pisum sativum, espèce très utilisée par les généticiens et présentant également un intérêt agronomique (pois fourrager pour l’alimentation du bétail). Le séquençage du génome de M. truncatula (8 chromosomes par génome haploïde, environ 500 Mpb) a été entrepris.


[image: e9782759202942_i0004.jpg]Oriza sativa

Le riz, Oriza sativa, est une monocotylédone, une céréale ayant une importance agronomique majeure. C’est le principal aliment pour plus de la moitié de la planète et sa culture représente 30 % de la production mondiale de céréales. Récemment, le riz s’est imposé comme espèce modèle pour les monocotylédones, du fait de son importance économique mais aussi de la taille réduite de son génome, comparée aux autres céréales (12 chromosomes par génome haploïde, 430 Mpb, soit 5 et 40 fois plus petit que celui du maïs et du blé, respectivement). De plus, les techniques de transformation du riz sont disponibles, ainsi que de nombreuses ressources génétiques. Le séquençage du génome du riz a débuté en 1997 autour d’un consortium international (International Rice Genome Sequencing Project) qui mobilise plusieurs pays (Japon, Chine, Union européenne, États-Unis, Corée du Sud, Taïwan, Inde, etc.). Plusieurs organismes de recherche et firmes privées participent à cet effort de séquençage qui s’appuie sur l’établissement de cartes génétique et physique. Un des objectifs de ce programme est l’identification de gènes contrôlant les caractères agronomiques pour faciliter la création de nouvelles variétés de riz, mais également pour améliorer d’autres céréales ou monocotylédones. En effet, de grands blocs de gènes homologues ont des arrangements relativement conservés entre les différentes céréales (phénomène de synténie, cf. Chapitre 7). L’analyse du génome du riz permettra ainsi de rechercher et d’étudier les gènes homologues chez diverses monocotylédones de grande culture (blé, maïs, etc.).
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Les arbres forestiers ont une importance économique et écologique très importante. La nécessité d’une espèce ligneuse de référence a donc émergé. En 2002, le choix s’est porté sur le peuplier, Populus trichocarpa, appartenant à la famille des Salicaceae. Le peuplier est une plante dioïque (cf. Annexe 1) à croissance très rapide (1 à 2 m par an) ; il produit une grande quantité de pollen et les hybridations sont aisées. P. trichocarpa est diploïde, compte 38 chromosomes et son génome est de relative petite taille (485 Mpb, soit 4 fois plus quA. thaliana). De plus, le peuplier a de bonnes capacités de multiplication végétative et se transforme. Ces caractéristiques en ont fait une espèce ligneuse intéressante pour des études génétiques et moléculaires. Le génome de P. trichocarpa a été séquençé (Tuskan et al., 2006), révélant deux épisodes de duplication ayant laissé pour témoignage quelques 8 000 paires de gènes dupliqués et toujours présents. Il possède quelques 45 500 gènes codant pour des protéines, soit un peu plus qu’A. thaliana. Des études portant sur des gènes impliqués notamment dans le mode de croissance pérenne, le port, la formation du bois ou la redistribution des nutriments accompagnant les changements saisonniers pourront être entreprises et serviront à mieux comprendre le développement et le fonctionnement d’autres ligneux.


[image: e9782759202942_i0006.jpg]Triticum sp.

Le blé fait partie des trois plus grandes céréales cultivées, en termes de surface, avec le maïs et le riz. C’est, avec le riz, la céréale la plus consommée par l’homme, sa consommation remontant à la plus haute Antiquité. Le blé est une plante annuelle qui appartient au genre Triticum. Il existe plusieurs blés, dont deux ont une importance économique : le blé dur (Triticum turgidum ssp durum), espèce tétraploïde possédant 4 jeux de 7 chromosomes (28 chromosomes), utilisé pour produire les semoules et les pâtes alimentaires, et le blé tendre (Triticum æstivum), espèce héxaploïde à 6 jeux de 7 chromosomes (42 chromosomes), utilisé pour la panification.

Un consortium international (International Wheat Genome Sequencing Consortium) a été créé pour obtenir la séquence du génome du blé tendre. C’est le premier projet de séquençage d’une plante polyploïde. La polyploïdie joue un rôle très important dans l’évolution des eucaryotes et constitue ainsi un mécanisme important de diversification et de génération de variabilité génétique. Le séquençage du génome du blé aidera à comprendre comment la polyploïdie participe à l’évolution des espèces. Le génome du blé tendre a une taille équivalente à cinq fois celle du génome humain et quarante fois celle du riz (17 Gpb). La première étape de cette étude est la construction d’une carte physique ancrée sur les cartes génétiques disponibles. Le séquençage viendra dans une seconde étape.


[image: e9782759202942_i0007.jpg]Vitis vinifera

La vigne, Vitis vinifera, constitue une espèce majeure pour l’agriculture française et européenne. Cependant, la vigne est une espèce difficile à étudier. En effet, c’est une plante pérenne, avec un fort taux d’hétérozygotie (résultant d’événements de sélection pour obtenir un grand nombre de cépages) et possédant un cycle de reproduction long. La vigne est une espèce diploïde possédant 19 paires de chromosomes. Son génome est relativement petit : on estime sa taille à 475 Mpb. Des cartes génétiques ont été réalisées en utilisant comme matériel des plantes issues de croisements interspécifiques. Pour accélérer l’acquisition de connaissances sur des caractères agronomiques tels que la résistance aux maladies, la tolérance au stress hydrique, la maturation et la qualité de la baie, le développement d’outils en génomique s’est révélé nécessaire. La communauté scientifique internationale s’est ainsi organisée autour d’un consortium (International Grape Genome Project) chargé de coordonner le développement des ressources génomiques sur la vigne et le séquençage de son génome (achevé en 2007).


[image: e9782759202942_i0008.jpg] Zea maïs

Le maïs, Zea maïs, est la céréale la plus cultivée au monde, devant le riz et le blé. Le maïs est une plante qui n’existe pas à l’état sauvage sous sa forme actuelle. Son origine a longtemps été sujette à controverses. Cependant, on s’accorde maintenant à dire que la téosinte est l’ancêtre du maïs cultivé. La sélection par l’homme de mutants de téosinte, qui allaient aboutir au maïs actuel, aurait commencé il y a 7 000 à 9 000 ans (Doebley et al., 2006) dans le bassin du fleuve Balsas, au sud-ouest du Mexique. Malgré les grandes différences morphologiques entre le maïs et la téosinte, ces deux espèces ne diffèrent que par un nombre étonnamment faible de gènes. Des croisements entre des plants de maïs cultivés et des plants de téosinte ont permis de cloner un certain nombre d’entre eux, en majorité des facteurs de transcription qui rendent compte de ces principales différences architecturales. D’autres études faisant appel à des analyses de populations ont revélé l’existence de nouveaux gènes responsables du « syndrome de domestication »4, élargissant le spectre des fonctions. Ces études se poursuivent sur plusieurs plantes cultivées.

Le maïs possède un grand génome d’environ 2,5 Gpb, organisé en 10 chromosomes. Le génome du maïs a une taille similaire à celle du génome humain et il est environ 21 fois plus grand que celui d’Arabidopsis. Son organisation est beaucoup plus complexe car 88 % de l’ADN est constitué de séquences répétées. Les gènes ne représentent donc que 12 % et forment des îlots dans cet « océan » de séquences répétées. De plus, ce génome est très polymorphe5. Un consortium s’est constitué (Consortium for Maize Genomics) avec pour objectif de séquencer spécifiquement les régions génomiques enrichies en gènes.





Fil rouge : biosynthèse des anthocyanes

[image: e9782759202942_i0009.jpg] Généralités

Les anthocyanes sont des métabolites secondaires de la famille des flavonoïdes, produits par les angiospermes. Ce sont des pigments colorés responsables de la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines (cf. Planche 4). Ils forment une vaste famille de molécules aux formules chimiques très diverses dont les couleurs (du bleu au rouge en passant par le mauve et l’orange) dépendent de leur structure et du pH du milieu intracellulaire. Ainsi, en milieu basique, la couleur tend vers le bleu, tandis qu’en milieu acide elle tend vers le rouge. Les anthocyanes sont synthétisées par les cellules épidermiques ou sous-épidermiques de différents organes. En plus de leur rôle dans la pigmentation, elles ont des fonctions biologiques multiples (protection contre les rayons ultra-violets et les pathogènes, signalisation pendant la nodulation6, transport des auxines, etc.).


[image: e9782759202942_i0010.jpg] Structure des anthocyanes

Les anthocyanes possèdent une structure de base, le 2-phényl-1-benzopyrilium (cation flavylium), constituée de trois cycles aromatiques, responsable du pouvoir absorbant (chromophore) (Figure 1). Cette structure porte plusieurs fonctions hydroxyle dont l’une est glycosylée par différents oses (glucose, galactose, rhamnose, arabinose), oligosides ou hétérosides. Les structures finales des anthocyanes sont ainsi très variées et complexes. La fraction osidique des anthocyanes assure leur solubilité dans le milieu aqueux des vacuoles et influe sur leur spectre d’absorption (effet bathochrome ou décalage vers le bleu, effet hypsochrome ou décalage vers le rouge). Les anthocyanes sont extraites par l’alcool et peuvent être séparées par chromatographie.
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Figure 1. Structure de base des anthocyanes.




[image: e9782759202942_i0012.jpg] Voie de biosynthèse

La voie de biosynthèse des anthocyanes, bien que complexe, est l’une des voies métaboliques les plus étudiées (cf. Planche 4). Les précurseurs des anthocyanes sont le malonyl-CoA et le 4-coumaryl-CoA, ce dernier provenant de la phénylalanine via l’enzyme phénylalanine-ammonia-lyase (PAL). Ils sont condensés par la Chalcone synthétase (CHS) et donnent la chalcone (jaune). La chalcone isomérase (CHI) catalyse l’isomérisation de la chalcone en naringénine (incolore). La naringénine est transformée en dihydrokaempferol par la flavone 3-hydroxylase (F3H). Le dihydrokaempferol peut être hydroxylé sur le cycle aromatique en 3’ ou en 5’. Les dihydroflavonols sont réduits en leucocyanidines par la dihydroxyflavonol réductase (DFR). Les leucocyanidines subissent des étapes d’oxydation, de déshydratation et de glycosylation pour donner les anthocyanes colorées. La pélargonidine est rouge brique, la cyanidine est rouge et la delphidine est bleue en milieu acide.
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Les gènes de la biosynthèse des anthocyanes ont été initialement étudiés chez le maïs (Zea maïs), le pétunia (Petunia hybrida) et le muflier (Antirrhinum majus). Des gènes homologues chez Arabidopsis thaliana ont été identifiés. Les noms de ces gènes dérivent des mutants ayant permis leur identification (par exemple, la dénomination tt dérive des mutants transparent testa chez A. thaliana dont les graines sont non pigmentées) (Tableau 1).

Par ailleurs, un certain nombre de gènes régulateurs de l’expression des gènes codant les enzymes de cette voie de biosynthèse ont été identifiés (Tableau 2).

Tableau 1. Noms des différentes enzymes de la voie de biosynthèse des anthocyanes, abréviations et mutants correspondants.


[image: e9782759202942_i0014.jpg]


Tableau 2. Gènes régulateurs de la voie de biosynthèse des anthocyanes.


[image: e9782759202942_i0015.jpg]






Première partie

Les génomes végétaux





Chapitre 1

Génomes cytoplasmiques

Vers le milieu des années 1970, les premiers outils de la génétique moléculaire ont été appliqués à l’ADN présent dans deux types d’organites cytoplasmiques, les mitochondries et les plastes, et plus particulièrement les chloroplastes. En effet, du fait de la taille réduite de leur génome, ces organites se prêtaient bien aux premières analyses moléculaires basées alors sur le fractionnement du génome par des enzymes de restriction et sur le clonage des fragments de restriction ainsi obtenus. Ce n’est que bien plus tard que ces génomes ont été séquencés entièrement (années 1990). Curieusement, un déclin d’intérêt pour leur étude a suivi. Cependant, la mise au point de la transformation génétique du chloroplaste a réactivé récemment l’intérêt pour l’organisation et l’expression de ce génome cytoplasmique. Par ailleurs, le génome mitochondrial des plantes présente des similitudes dans son organisation avec celui des mitochondries de certains parasites animaux, et pourrait servir de modèle pour étudier les mécanismes de recombinaison.
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Généralités

Les plastes sont des organites cytoplasmiques présents chez les végétaux. Ils dérivent de la différenciation de plastes immatures ou proplastes et acquièrent différentes fonctions ou spécialisations. Ainsi, parmi les différents types de plastes, on distingue les amyloplastes permettant le stockage de l’amidon, les chromoplastes renfermant divers pigments, ou les chloroplastes ayant pour principale fonction d’assurer l’activité photosynthétique. Les plastes se multiplient par division binaire (fission) comme des bactéries et proviennent toujours de plastes pré-existants. Ils possèdent tous un génome propre.

Les chloroplastes sont délimités par une double membrane. Dans l’espace intérieur (stroma) des chloroplastes, on trouve de petites vésicules discoïdales appelées thylacoïdes, dont les empilements forment des grana. Les complexes protéiques photosynthétiques (pigments chlorophylliens, carotènes, etc.) sont enchâssés dans les membranes des thylacoïdes. Ils assurent la capture de l’énergie lumineuse et sa transformation en énergie chimique sous forme de molécules d’ATP (adénosine triphosphate) et de NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). Cette énergie est ensuite utilisée pour différentes réactions chimiques. La plus importante est la fixation du CO2 atmosphérique (carbone inorganique) sur le ribulose 1,5-diphosphate et la production de 2-phosphoglycérate (carbone organique). Cette réaction est catalysée par une enzyme, la ribulose 1,5-diphosphate carboxylase (rubisco), et participe à un cycle de réactions (cycle de Calvin) qui permet la régénération de l’accepteur de CO2 (le ribulose 1,5-diphosphate) et la production de glucides. Ces glucides servent ensuite dans diverses réactions métaboliques. De nombreuses autres réactions chimiques utilisant l’énergie produite par la photosynthèse ont lieu dans le stroma des chloroplastes (biosynthèse d’acides gras, d’acides aminés, etc.) et les produits de ces réactions sont ensuite exportés vers le cytosol.

Selon la théorie endosymbiotique, les chloroplastes, et les plastes d’une façon plus générale, proviennent d’une ou plusieurs symbioses entre des bactéries photosynthétiques (probablement des ancêtres des cyanobactéries) et une cellule hôte eucaryote. Au cours de l’évolution, de nombreux transferts naturels de gènes du génome plastidial vers le génome nucléaire se sont effectués, à des vitesses différentes selon les espèces végétales. Ainsi, le nombre de gènes restant présents dans le génome plastidial varie d’une espèce à l’autre. Par ailleurs, ces transferts naturels de gènes vers le noyau peuvent toujours s’opérer. Certaines fonctions cellulaires (transcription, traduction, etc.) sont encore assurées par les plastes, mais leur biologie est largement dépendante du noyau. Ainsi, la plupart des protéines actives dans les plastes sont les produits de gènes nucléaires. Le nombre des protéines chloroplastiques codées par le noyau est de l’ordre de 2 500 à 4 000. Synthétisées dans le cytosol, elles sont importées dans le chloroplaste grâce à un système de ciblage faisant intervenir d’une part des séquences peptidiques signal7 spécifiques, généralement éliminées lorsque la protéine est dans le chloroplaste, et d’autre part des complexes protéiques membranaires jouant le rôle de récepteurs-transporteurs.

La transmission du génome plastidial d’une génération à la suivante est non mendélienne (transmission cytoplasmique) et, en général, essentiellement maternelle. Le noyau joue un rôle prépondérant dans la différenciation des proplastes, le contrôle de la division du plaste, ainsi que dans le maintien et la réplication de son génome.




Structure de l’ADN chloroplastique

Le génome chloroplastique (ADNcp) se présente sous la forme de molécules circulaires d’ADN (acide désoxyribonucléique) tout comme les génomes bactériens. Une cellule chlorophyllienne possède en moyenne une centaine de chloroplastes et un chloroplaste renferme une centaine de copies de cette molécule circulaire.


Tableau 1.1. Taille de quelques génomes chloroplastiques.




	Espèce
	Taille (kpb)



	Pin
	Pinus sp.
	120



	Riz
	Oriza sativa
	134



	Arabette
	Arabidopsis thaliana
	154



	Tabac
	Nicotiana tabacum
	156



	Ginkgo
	Ginkgo biloba
	158



	Pelargonium
	Pelargonium horteum
	217



	Clamydomonas
	Chlamydomonas reinhardtii
	292






Ainsi, une cellule possède environ 10 000 copies d’un gène chloroplastique. Le génome chloroplastique du tabac a été le premier génome séquencé (Shinozaki et al., 1986) et, depuis, d’autres séquençages complets ont été réalisés. La taille des molécules circulaires d’ADNcp est comprise en moyenne entre 120 et 160 kpb (Tableau 1.1). Chez les plantes parasites non chlorophylliennes, la taille du génome des plastes est réduite (50 à 73 kpb) du fait de la perte de gènes attachés aux fonctions photosynthétiques.

Chez la plupart des organismes, le génome chloroplastique comporte deux régions répétées et inversées (IR, Inverted Repeat) encadrant une région relativement longue et une autre plus courte (Figure 1.1). Les séquences répétées inversées chloroplastiques portent notamment les gènes codant pour les ARN ribosomiques (ARNr). Le génome chloroplastique compte en moyenne 120 à 130 gènes. Environ 70 gènes codent des protéines impliquées dans l’expression de ce génome (ARN polymérase, protéines ribosomales, facteurs de traduction, etc.) ou dans les processus bioénergétiques de la photosynthèse ou de la photorespiration (protéines membranaires des thylacoïdes, grande sous-unité de la ribulose biphosphate carboxylase (gène rbcL), ATP synthétase, etc.). Le génome code également des protéines ribosomiques (3 à 5) et des ARN de transfert (environ 30).
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Figure 1.1. Schéma d’organisation du génome chloroplastique.

Génome chloroplastique avec ses deux régions répétées et inversées IR (Inverted Repeat) encadrant une région relativement longue (LSC) et une plus courte (SSC). PS : protéines des photosystèmes I et II.








Expression des gènes chloroplastiques

Les gènes chloroplastiques sont souvent organisés en « cluster » (groupe de gènes) et sont cotranscrits en pré-ARN polycistroniques qui sont ensuite maturés en ARN plus petits. Les gènes sont transcrits de manière constitutive, ce qui suggère que l’expression des gènes chloroplastiques est régulée au niveau post-transcriptionnel. La transcription dépend de deux ARN polymérases d’origine et de fonctionnement différents. La première est une ARN polymérase chloroplastique, constituée de 4 sous-unités homologues aux 4 sous-unités α, α’, β et β’ de l’ARN polymérase bactérienne ; elle reconnaît des promoteurs de type bactérien. La seconde est une ARN polymérase nucléaire, proche des ARN polymérases des bactériophages T3 et T7, et reconnaît d’autres types de promoteurs.

Les transcrits chloroplastiques (souvent polycistroniques, contenant éventuellement des introns) subissent divers processus de maturation : production d’ARN messagers (ARNm) monocistroniques par action d’endonucléases et d’exonucléases, épissage en cis et en trans (Figure 1.2) et édition. L’édition des ARN correspond à une modification de la séquence de l’ARNm mature, ce dernier n’étant alors plus complémentaire à la séquence ADN du gène initial. Ce processus qui existe chez les protozoaires, les mammifères et les virus n’a été décrit chez les plantes que pour des gènes chloroplastiques et mitochondriaux. Le mécanisme d’édition est lié à une désamination spécifique de certaines cytosines, ce qui entraîne l’apparition d’une base uracile s’appariant avec l’adénine. Ces substitutions de nucléotides peuvent générer une nouvelle ponctuation par apparition de nouveaux codons d’initiation et codons « stop », voire de nouvelles protéines (Figure 1.3). L’épissage en trans et le processus d’édition (Bock, 2000) rendent difficile la prédiction des protéines à partir des séquences nucléotidiques chloroplastiques.

La traduction des ARNm chloroplastiques est assurée par une machinerie de synthèse protéique chloroplastique de type procaryote. En effet, tant les ribosomes chloroplastiques 70S formés par une sous-unité8 50S (ARNr 23S, 5S et 4,5S) et une sous-unité 30S (ARNr 16S) que les ARN de transfert (ARNt) chloroplastiques sont proches de leurs homologues chez les procaryotes. Ces observations ainsi que le caractère polycistronique des unités transcriptionnelles témoignent d’une origine endosymbiotique. La présence d’introns suggère que le génome chloroplastique aurait acquis, au cours de l’évolution, des caractéristiques eucaryotes.
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Figure 1.2. Exemples de maturation d’ARNm chloroplastiques.

L’ARNm mature codant la protéine ribosomale S12 (rps12) chez le tabac provient de deux événements d’épissage : l’un en cis (entre les exons E2 et E3) et l’autre en trans (entre les exons E1 et E2 qui sont portés par deux messagers différents). Chez l’algue Chlamydomonas, le gène psaA1 codant une protéine du photosystème I est tripartite. La formation de l’ARNm mature résulte de deux événements d’épissage en trans.






[image: e9782759202942_i0020.jpg]


Figure 1.3. Exemples d’édition d’un ARNm chloroplastique.

La première modification (1) permet la création d’un codon d’initiation de la traduction (codon « start ») codant la méthionine (Met). La seconde modification (2) crée une substitution d’un acide aminé (sérine en leucine) et génère une modification de la séquence protéique. La troisième (3) crée un codon d’arrêt de la traduction (codon « stop »). Un nouveau polypeptide est ainsi produit.





Le génome nucléaire contrôle la plupart des fonctions métaboliques des chloroplastes. En particulier, les deux tiers des protéines ribosomales du chloroplaste sont d’origine nucléaire. La double origine, nucléaire et chloroplastique, de certains complexes chloroplastiques tels que la rubisco (constituée par l’assemblage de 8 grandes sous-unités chloroplastiques [rbcL] et 8 petites sous-unités nucléaires [rbcS]) implique une régulation coordonnée de l’expression des deux génomes nucléaire et chloroplastique.
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Généralités

Les mitochondries constituent le lieu essentiel de la production d’énergie de la cellule. Siège de plusieurs voies métaboliques dont l’aboutissement est la formation de molécules d’ATP (cycle de Krebs et chaîne respiratoire), elles abritent également d’autres voies métaboliques essentielles. Comme les chloroplastes, les mitochondries sont des organites à double membrane. Leur membrane interne est invaginée et forme des crêtes. Les enzymes catalysant les réactions du cycle de Krebs sont localisées essentiellement dans la matrice mitochondriale, alors que les complexes enzymatiques de la chaîne respiratoire sont membranaires et assurent à la fois un transfert d’électrons et une translocation de protons vers l’espace intermembranaire.

L’énergie électrique du potentiel membranaire et l’énergie chimique du gradient de concentration de protons (gradient de pH) ainsi créées sont utilisées par l’ATP synthétase qui fonctionne comme une pompe à protons inversée.

Étayée par des analyses phylogénétiques d’ADN bactériens et mitochondriaux, l’hypothèse d’une origine endosymbiotique des mitochondries est largement acceptée. Les mitochondries dériveraient de la phagocytose par une cellule eucaryote primordiale de bactéries (probablement apparentées aux...
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