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PROJET AGO hook – PROGRAMME BLANC 2008 

 
FONCTION DU MOTIF AGO HOOK DANS LE RNA SILENCING CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA 

 
Lagrange Thierry 

Laboratoire Génome et Développement des Plantes CNRS UMR 5096 - Perpignan 
   

Chez les eucaryotes, les sRNAs sont des effecteurs essentiels du RNA silencing et agissent soit au 
niveau post-transcriptionnel (PTGS) par dégradation des ARN messagers et répression 
tranductionnelle soit à un niveau transcriptionnel (TGS) en servant de guide à la méthylation de l’ADN 
et des histones entraînant la formation d’hétérochromatine. Dans la plupart des cas, la production de 
sRNAs implique l’action sur des matrices ARN double-brin de ribonucleases Dicer-like (DCL). Ensuite, 
les sRNAs ainsi formés sont pris en charge par des protéines appelées Argonautes (AGO) pour 
former des complexes RISC (AGO-containing RNA-induced silencing complex) ou RITS (AGO-
containing RNA-induced transcriptional silencing complex) qui agissent ensuite respectivement dans 
les processus de PTGS et TGS. Le génome d’Arabidopsis code pour 4 protéines de type DCL et 10 
protéines de type Argonaute ce qui conduit à un nombre important de combinaisons DCL/AGO 
possibles pour produire différents sets de sRNAs. La composition moléculaire et le mode d’action des 
complexes RISC et RITS restent peu connus et difficiles à appréhender par la voie de la biochimie.  
 
Nous avons donc proposé dans le projet AGO-Hook d’utiliser la présence des motifs WG/GW, aussi 
connus comme « Ago Hook » comme critères de sélection pour isoler de nouvelles protéines capables 
d’interagir avec une protéine Argonaute et donc potentiellement impliquées dans ces voies de 
silencing. La caractérisation fonctionnelle de ces nouvelles protéines devrait permettre de révéler de 
nouvelles voies et de nouveaux acteurs dans les mécanismes de silencing chez les plantes.  
  



PROJET AMBO – PROGRAMME BLANC 2008 

 
CHEMICAL COMMUNICATION IN BIRDS: REALITY OR EVERGREEN PHANTOM? 

 
Bonadonna Francesco 

Groupe d’Ecologie Comportementale CNRS CEFE UMR 5175 - Montpellier  
   
Birds exhibit a wide array of communication mechanisms (e.g., colours and calls) but rarely display obvious 
olfactory-driven behaviours. This is probably why, despite three decades of physiological and behavioural 
studies establishing the existence of avian olfactory functions, chemical communication has been essentially 
ignored. 
 
Pheromones have never been highlighted in birds, but several species produce characteristic scents that 
may have a social function. For example, odours seem to contribute to the courtship behaviours of ducks 
and chickens.  
 
Combining approaches from chemical and behavioural ecology, we explored the nature and function of 
chemosignals in petrel seabirds. Using innovative analytical methods, we evidence that the preen secretions 
of these birds contain social information including species, sex and identity (i.e. a chemical signature). 
Results further show that some of this information is still present on the plumage, and in the airborne 
volatiles emitted by birds. Moreover, using a new tool developed by our team, we show that "detective mice" 
(i.e., biological olfactometers) can discriminate individual petrel odours and that chicks’ odour is more similar 
to parents odour than to other birds of the same species (a kind of label potentially signalling kinship).  
 
From the receiving side of communication, behavioural experiments show that petrels use the odour of their 
mate to recognise their own nest but, interestingly, prefer the odour of a conspecific to their own. In addition 
petrels can discriminate between the odours of different petrel species, preferring the own species’ odour. 
 
Together, these results indicate that chemical signals can contribute to avian social behaviours; a realisation 
that, challenging the widespread way of thinking about birds, has important implications for behavioural 
processes such as individual recognition and/or mate choice. 
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PROJET AMUCCAS – PROGRAMME BLANC 2008 

 
ABP1 MODULATION OF UBIQUITIN MEDIATED PROTEIN DEGRADATION IN CELL CYCLE AND 

AUXIN SIGNALLING 

 
Perrot-Rechenmann Catherine 

Institut des Sciences du Végétal CNRS UPR2355 - Gif-sur-Yvette  
  
Auxin, in connection with the other phytohormones, is involved in most aspects of plant growth and 
development. The action of auxin at the whole plant level is modulated by the tight regulation of its 
biosynthesis and transport and by its perception by the targeted cells, which involves two types of receptors. 
 
Firstly, the SCFTIR1/AFB-AUX/IAA pathway modulates the transcriptional responses to auxin. Upon auxin 
binding, the SCFTIR1/AFB induces the proteasome-dependant degradation of the AUX/IAA transcription 
repressors. Furthermore, only the SCFTIR1/AFB-Aux/IAA complexes bind auxin with high affinity, introducing 
the notion of co-receptors. Degradation of the AUX/IAA leads to the derepression of ARF transcription 
factors and thus to the transcription of auxin responsive genes.  
 
Secondly, the Auxin Biding Protein 1 (ABP1), associated with the extracellular side of the plasma membrane, 
has been involved in rapid responses to auxin like membrane hyperpolarisation, K+ influx and cell 
expansion. The embryo lethality of abp1 null mutants has compromise the study of the protein in vivo. But 
recently, our lab was able to unravel new functions for ABP1 by using an inducible immunisation against 
ABP1. We showed that ABP1 could interfere with the TIR1-AUX/IAA pathway by affecting the expression of 
auxin responsive genes. Moreover, ABP1 is involved in the regulation of the cell cycle, likely through the 
regulation of auxin-dependant core cell cycle regulators.  
 
Within the project, we are investigating how the TIR1-AUX/IAA and ABP1 pathways are connected.  
Furthermore, we aim to identify the molecular mechanisms underlying ABP1 functions in both auxin 
signalling and cell cycle regulation. To achieve this objective, the two partners are developing a combination 
of biochemical, genetic and cell biology approaches. 
 
 
 

  



PROJET AMUSE – PROGRAMME BLANC 2008 

 
NATURAL VARIATION IN ARABIDOPSIS MUCILAGE FROM SEEDS: 

STRUCTURE, COMPOSITION AND ROLE 
 

North Helen 
Institut Jean-Pierre Bourgin INRA AgroParisTech UMR 1318 - Versailles 

  
Seed coat epidermal cells of myxospermous seeds accumulate complex polysaccharides during seed 
development. When the seed is wetted these burst out and surround the seed to form a mucilage 
capsule. Our previous studies of the mucilage released from seeds of the model plant Arabidopsis 
found that it had an elaborate organisation with different domains and layers varying in their 
polysaccharide components. Relatively little is known about the mechanisms leading to the 
differentiation of the epidermal layer of the seed coat and the deposition and synthesis of mucilage, 
although a number of transcription factors and pectin biosynthesis enzymes have been shown to be 
involved in these processes. The characterisation of one of these by the partner groups of this project 
has demonstrated that seed mucilage is an excellent model for the study of polysaccharide properties; 
specific alterations to pectin structure were shown to result in unpredicted changes in hydroscopic 
properties. The first aim of the AMUSE project has been to identify novel genetic factors that influence 
mucilage synthesis, composition and hydrodynamic properties. A forward genetic approach has been 
used to identify mucilage release mutants from collections of Arabidopsis accessions or T-DNA 
insertion mutants, and the genes affected in three is planned during the project. In the accession 
Djarly we have shown that a pectin methylesterase inhibitor is mutated and functional analyses are 
underway to characterise the precise role of this protein in mucilage production. The genes affected in 
two non-tagged T-DNA mutants are in the process of being identified through a combination of linkage 
analysis to known markers and next-generation sequencing of their genomes. Analysis of their 
mucilage composition has already indicated that they are affected in novel factors. 
 
Naturally occurring genetic variation in a particular trait will be retained if it provides a selective 
advantage. In a simple visual screen we have identified ten independent mucilage release mutants in 
Arabidopsis accessions found either in a region of central Asia or Scandinavia. Eight of the mutants 

are affected in the same gene coding the -galactosidase MUM2. Furthermore, in the different 
accessions 6 independent mutation events have been identified, indicating a strong pressure selecting 
for non-function of this gene. The other two accessions are affected in two different genes and this 
suggests that the characteristic of non-liberation of mucilage is advantageous in the geographical 
regions where the accessions were collected. We are currently investigating possible advantages of 
mucilage retention. Furthermore, the role of mucilage that is released from seeds remains elusive. A 
detailed analysis of mucilage traits has been carried out in the AMUSE project on a collection of over 
300 Arabidopsis accessions with the objective of identifying properties that have been subjected to 
natural selection. The second goal of AMUSE is to link environmental constraints to a selective 
advantage of mucilage characteristics. Mucilage composition, quantity and physico-chemical 
properties has been analysed using Fourier-transform infra-red microspectroscopy, colorimetric 
assays, CPG and HPSEC analysis in high-throughput screens. The data obtained is currently being 
subjected to bioinformatic and biostatistic analyses to identify correlations between geographic and 
climatic data. Preliminary analyses of soluble mucilage show large variations in the amounts and 
properties of the constituent polysaccharides. Physiological tests will subsequently be designed in 
order to validate putative roles of particular mucilage characteristics. 
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PROJET AuxFate – PROGRAMME JCJC 2007 

 
A ROLE FOR THE AUXIN SIGNALLING NETWORK IN CONTROLLING THE ROBUSTNESS OF 

PATTERNING AT THE SHOOT APEX 

 
Vernoux Teva 

Reproduction et Développement des Plantes CNRS UMR 5667 ENS - Lyon 
  
The plant hormone auxin is thought to provide positional information for patterning during development. It is 
still unclear, however, precisely how auxin is distributed across tissues and how the hormone is sensed in 
space and time. The control of gene expression in response to auxin in the model species Arabidopsis 
involves a complex network of over 50 potentially interacting transcriptional activators and repressors, the 
Auxin Response Factors (ARFs) and Aux/IAAs1.  
 
We have performed a large-scale analysis of the Aux/IAA-ARF pathway in the shoot apex of Arabidopsis, 
where dynamic auxin-based patterning controls organogenesis. A comprehensive expression map and full 
interactome uncovered an unexpectedly simple distribution and structure of this pathway in the shoot apex. 
 
A mathematical model of the Aux/IAA-ARF network predicted a strong buffering capacity along with spatial 
differences in auxin sensitivity. We then tested and confirmed these predictions using a novel auxin 
signalling sensor that reports input into the signalling pathway, in conjunction with the published DR5 
transcriptional output reporter2.  
Our results provide evidence that the auxin signalling network is essential to create robust patterns at the 
shoot apex. 
 
 
 
 



PROJET AzoRiz – PROGRAMME BLANC 2008 

 
SPECIFICITE DE LA COOPERATION PHYTOSTIMULATRICE AZOSPIRILLUM LIPOFERUM / RIZ 

 
Wisniewski-Dyé Florence 

Ecologie Microbienne UMR CNRS 5557 Université Lyon 1 - Lyon 
  
Les symbioses mutualistes procaryote-eucaryote reposent sur un dialogue moléculaire entre les deux 
partenaires conduisant à des réponses physiologiques particulières, bien décrit dans le cas des relations 
entre les Rhizobiales et les plantes de la famille des Fabacées. Par comparaison, les symbioses 
associatives s’établissant entre les bactéries PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) et les plantes, 
sont considérées comme des interactions « simples », impliquant des réponses peu ou pas spécifiques. 
Néanmoins, une réponse différentielle suite à l’inoculation par la PGPR Azospirillum a été rapportée en 
fonction des variétés de plusieurs céréales. Des études menées sur le maïs ont montré que l’inoculation 
conduisait à une modification du métabolisme secondaire chez le partenaire végétal ; de plus, Azospirillum 
répond à la présence d’extraits de plante par une induction spécifique de certains gènes  
 
Le projet AZORIZ vise à analyser la spécificité de la symbiose associative, avec comme modèle d’étude 
deux souches d’Azospirillum lipoferum et deux cultivars de riz.  Avec un système d’inoculation simplifié et 
contrôlé, les analyses suivantes ont été entreprises sept jours après inoculation : (i) les effets de chaque 
souche sur les paramètres de croissance de la plante ; (ii) les patrons de colonisation racinaire des souches 
; (iii) la réponse métabolomique de la plante (profilage métabolique) ; (iv)  la réponse transcriptomique de la 
plante ; (v) la réponse transcriptomique d’Azospirillum. 
 
Les résultats obtenus concernant les paramètres de croissance montrent une réponse différentielle de la 
plante en fonction de la souche inoculée et indiquent un effet plus marqué d’une souche sur son cultivar 
d’origine. Cette spécificité ne semble pas être due à des différences de colonisation puisque les deux 
souches de A. lipoferum colonisent de façon similaire les deux cultivars de riz avec une localisation 
préférentielle à l’apex de la racine principale et à l’émergence des racines latérales.  
 
Cependant, des modifications significatives du métabolisme secondaire sur les deux cultivars de riz ont été 
mises en évidence en réponse à l’inoculation, avec des modifications plus marquées pour les extraits issus 
des racines (par comparaison aux extraits issus des feuilles). Les modifications des profils métaboliques se 
traduisent principalement par des variations de l’intensité relative des composés, les composés discriminants 
étant principalement des phénols (acides hydroxycinnamiques et flavonoïdes). 
 
Les réponses transcriptomiques des deux partenaires sont actuellement en cours d’analyse afin d'identifier 
les déterminants génétiques potentiels définissant la spécificité d'interaction.   
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PROJET BALIST – PROGRAMME BLANC 2008 

 
BIOLOGY OF ALVINELLA: ISOBARIC SAMPLING AND TRANSFER 

 
Shillito Bruce 

Systématique, Adaptation et Evolution CNRS/MNHN UMR 7138 UPMC - Paris 
  
Le projet BALIST a pour but d'étudier la Biologie Thermique d'Alvinella pompejana, un des organismes les 
plus thermophiles du monde marin. Cette annélide polychète occupe un habitat réputé hostile à la vie, 
caractérisé entre autres par des températures supérieures à 50°C. En effet, Alvinella colonise les parois de 
cheminées hydrothermales, le long de la Dorsale Est-Pacifique, à des profondeurs dépassant les 2000 m. Le 
projet s'articule en 2 parties :  
 
1 - Permettre l'étude physiologique d'Alvinella, en développant une chaine de conservation de la pression 
hydrostatique, depuis le site de prélèvement in situ (2500 m de profondeur, soit 25 MPa), jusqu'au 
laboratoire situé à bord du navire océanographique, afin de préserver les conditions optimales de survie de 
cet animal très sensible au traumatisme de la récolte. 
2 - Soumettre cet organisme à un programme expérimental, afin de pouvoir mesurer, pour la première fois, 
les réponses à l'hyperthermie chez des sujets vivants. Plusieurs niveaux de réponse sont envisagés : 
comportemental (CTmax), moléculaire (transcriptome, et molécules de réponse au stress de type hsp (Heat 
Shock Protein)). 
 
C'est lors de la mission Mescal, en Mai 2010, que le prototype BALIST a pu être mis en oeuvre. Cet 
instrument a permis pour la première fois le transfert sans décompression d'organismes prélevés par le 
submersible Nautile (Ifremer) équipé du système isobare PERISCOP, depuis le lieu de récolte jusqu'à un 
"aquarium" expérimental à bord du navire laboratoire (Le N/O Atalante, Ifremer). Outre la validation du 
développement technologique, qui élargit les possibilités d'étude biologique en milieu profond, des 
expérimentations préliminaires ont été effectuées sur Alvinella, et les premiers résultats sont ici présentés, 
dans l'attente de la 2ème campagne opérationnelle, prévue en Février 2012. 
 
 
 
 



PROJET BIOGENIM – PROGRAMME BLANC 2007 

 
EVOLUTION OF INNATE IMMUNITY: SPECIFICITY, REGULATION AND PRIMING OF THE IMMUNE 

RESPONSE IN THE LOPHOTROCHOZOAN, BIOMPHALARIA GLABRATA 

 
Cousteau Christine 

IBSV INRA 4263 CNRS UMR 1301 - Sophia Antipolis 
  
L’immunité innée est la première ligne de défense contre les attaques de pathogènes chez les vertébrés 
comme chez les invertébrés. Connaître le onctionnement et les caractéristiques des processus de l’immunité 
innée représente donc un enjeu majeur aussi bien pour les sciences agronomiques, écologiques et 
évolutives, qu’en santé publique. La plupart des connaissances moléculaires actuelles proviennent de 
travaux sur la réponse antimicrobienne d’invertébrés ecdysozoaires comme D. melanogaster ou C. elegans. 
Dans ce contexte une meilleure connaissance de l’immunité des lophotrochozoaires est déterminante pour 
une future compréhension globale de l’évolution des processus de l’immunité innée. Le projet BIOMGENIM 
avait donc pour objectifs d’analyser, chez le lophotrochozoaire Biomphalaria glabrata (mollusque 
gastéropode, vecteur du parasite humain Schistosoma mansoni), trois paramètres du système immunitaire 
ayant des conséquences écologiques et évolutives majeures : la régulation, la spécificité et le «priming » de 
la réponse immunitaire.  
 
1- La spécificité de la réponse immunitaire de B. glabrata a été explorée par une analyse transcriptomique 
(séquençage massif) ainsi que par une analyse fonctionnelle de gènes candidats. Une comparaison de 
transcriptomes a révélé que l’expression d’environs 20% des transcrits était régulée de façon spécifique en 
réponse à un type de micro-organisme (Deleury et al, en prep). L’analyse fonctionnelle d’une famille 
d’effecteurs de la réponse a permis de découvrir une nouvelle activité à fort potentiel de valorisation (Baron 
et al, en prep ; Coustau et al., 2011). 
2 – L’analyse fonctionnelle d’une cytokine putative (BgMIF) a démontré que chez cet invertébré, tout comme 
chez les vertébrés, MIF est capable de réguler la réponse immunitaire. Elle intervient notamment dans la 
réponse cellulaire vis-à-vis du parasite Schistosoma mansoni (Baeza Garcia et al., 2010). 
3 – Enfin, nous avons confirmé l’existence d’une protection de B. glabrata vis à vis d’une réinfection par S. 
mansoni, et montré que cette protection (i) se maintien dans le temps, (ii) qu’elle est relativement spécifique, 
et enfin (iii) qu’elle repose sur une réponse différente de celle engagée dans les cas de résistance basée 
principalement sur des processus immunitaires humoraux (Gourbal et al., en prep). 
 
Les résultats du projet BIOMGENIM ont donc permis d’établir les bases de données de transcrits impliqués 
dans une réponse immunitaire apparemment spécifique, de démontrer l’implication de cytokines dans la 
régulation de la réponse immunitaire, et de révéler la spécificité et la nature humorale du priming immunitaire 
chez ce lophotrochozoaire. 
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PROJET ChAaIns – PROGRAMME JCJC 2008 

 
FAIBLE UTILISATION DES GLUCIDES ALIMENTAIRES CHEZ LA TRUITE ARC-EN-CIEL : ROLE DES 

INTERACTIONS ENTRE ACIDES AMINES, GLUCOSE ET INSULINE ? 

 
Skiba Sandrine 

Nutrition, Métabolisme, Aquaculture INRA UMR 1067 - Saint-Pée-sur-Nivelle 
  
Les Salmonidés comme la truite arc-en-ciel sont considérés comme des animaux carnivores. Ils présentent 
des besoins relatifs en protéines très élevés mais pas de besoins spécifiques en glucides. Ils sont de fait, 
très inefficaces dans l’utilisation des glucides alimentaires. L’incorporation de glucides dans leur alimentation 
conduit à une baisse de la croissance et une hyperglycémie postprandiale persistante pouvant se maintenir 
au-delà de 24h. Dans le contexte actuel du remplacement de la farine de poisson dans les aliments 
piscicoles par des matières premières d’origine végétale riches en glucides, une meilleure compréhension 
de la régulation du métabolisme de la truite par les hormones et les nutriments est essentielle pour trouver la 
meilleure adéquation possible entre l’animal, les nouveaux aliments et la durabilité des élevages piscicoles. 
Dans ce contexte, le projet ChAaIns a pour objectif d’analyser le rôle des interactions entre insuline, acides 
aminés et glucose dans la faible utilisation du glucose alimentaire chez la truite arc-en-ciel. Pour cela des 
expériences in vivo et in vitro ont été développées pour déterminer le rôle de l’insuline, des acides aminés 
et/ou du glucose dans  la régulation du métabolisme et de la croissance de la truite. 
 
Les expérimentations in vivo ont été basées sur la modification du rapport protéines /glucides des aliments. 
Les conséquences de ces régimes ont été analysées après un unique repas et après 9 semaines 
d’alimentation afin d’étudier la capacité d’adaptation des truites à un nouveau régime.  L’augmentation de la 
proportion des glucides au détriment des protéines lors du tout premier repas perturbe fortement l’activation 
de la voie de signalisation de l’insuline en réponse à la réalimentation. La régulation de l’expression de 
gènes clés du métabolisme intermédiaire est également fortement perturbée. Nos résultats suggèrent une 
absence d’inhibition de la néoglucogenèse hépatique lorsque le rapport protéines/glucides diminue alors que 
l’expression de la glucokinase (enzyme responsable de la phosphorylation du glucose) est très fortement 
induite. Ces mécanismes contribuent probablement au maintien de l’hyperglycémie. La régulation de 
l’expression des gènes de la lipogenèse et de l’oxydation des acides gras souligne également le rôle 
primordial des acides aminés comme substrat lipogénique et énergétique. Des phénomènes d’adaptation ont 
été mis en évidence après 9 semaines d’alimentation comme par exemple la mise en place de l’inhibition par 
la réalimentation de l’expression des gènes hépatiques de la néoglucogenèse chez les truites nourries avec 
une forte proportion de glucides. Au niveau musculaire, la diminution du rapport protéines/glucides inhibe 
l’activation des protéines impliquées dans la protéosynthèse après un premier repas mais n’affecte pas 
l’expression des gènes des principaux systèmes protéolytiques (Ubiquitin/protéasomal et 
autophagie/lysosomal). L’apparition à long terme d’un effet de la composition du régime sur la régulation 
postprandiale de l’expression de certains gènes de l’autophagie suggère néanmoins la mise en place de 
mécanismes d’adaptation. Ce travail expérimental in vivo a permis de démontrer l’importance de la 
composition en macronutriments sur la régulation de l’expression des gènes du métabolisme et de la 
croissance. 
 
Parallèlement des expériences ont été réalisées en cultures primaires d’hépatocytes ou de cellules satellites 
de truite pour caractériser le rôle respectif de l’insuline/IGF1, des acides aminés et du glucose dans la 
régulation de l’expression des gènes du métabolisme et de la croissance. Au niveau hépatocytaire, ces 
travaux ont démontré le rôle des acides aminés dans le contrôle de l’expression des gènes du métabolisme 
glucido-lipidique par des mécanismes moléculaires pouvant impliquer ou non la voie de signalisation TOR. 
Les études conduites sur myoblastes indiquent que, contrairement aux mammifères, l’IGF1 n’exerce qu'un 
rôle modéré dans la régulation de l'expression des gènes du système protéolytique autophagique/lysosomal. 
Les mécanismes de l’autophagie semblent en revanche inhibés par les acides aminés mais pas par le 
glucose. Ces mécanismes pourraient impliquer, du moins en partie, la voie de signalisation TOR. 
 
En conclusion, ces approches in vivo et in vitro ont permis de mettre en évidence l’importance des 
interactions entre insuline et nutriments dans la régulation du métabolisme de la truite et nous éclairent sur 
les mécanismes à l’origine de la faible utilisation du glucose chez la truite arc-en-ciel. 
 
 

  



PROJET ColonSGS – PROGRAMME JCJC 2007 

 
QUAND LA DIVERSITE GENETIQUE PEUT-ELLE SURFER SUR UNE VAGUE DE COLONISATION ? 

 
Klein Etienne 

Biostatistiques et Processus Spatiaux INRA UR 546 - Avignon 
  
Comprendre comment les processus démographiques transitoires à l’œuvre sur le front d’une colonisation 
déterminent durablement la diversité génétique d’une population.   
 
De nombreuses espèces/populations ont connu la colonisation d’un nouvel environnement ou la 
recolonisation d’un espace perdu. Ces phénomènes d’expansion spatiale sont particulièrement étudiés pour 
leur implication dans les invasions biologiques ou les déplacements d’aire de répartition dus aux 
changements environnementaux. Les études existantes concernant l’avancée d’un front de colonisation 
portent essentiellement sur la dynamique de la colonisation et pointent l’hétérogénéité de l’environnement, 
l’existence d’événements de dispersion à longue distance et la diminution du taux de reproduction à faible 
densité (effet Allee) comme des processus déterminants pour la vitesse de colonisation.  
 
L’objectif du projet ColonSGS était de comprendre comment ces processus démographiques affectent la 
distribution spatiale de la diversité génétique. On sait en effet que cette distribution est fortement et 
durablement impactée lors du passage de la colonisation du fait d’effets de fondation successifs mais aussi 
du mélange génétique résultant de la dispersion à longue distance. Nous nous sommes en particulier 
demandé qui et où sont les individus qui contribuent le plus à l’avancée de la colonisation et comment cela 
influence la structure génétique spatiale.  
 
L’analyse mathématique des processus de colonisation a reposé sur l’analyse d’équations déterministes de 
réaction-diffusion et d’intégro-différence et l’étude de leur solution pour comprendre comment la vitesse de 
colonisation dépend des conditions initiales, de l’hétérogénéité du milieu, de l’existence de dispersion à 
longue distance ou d’un effet Allee. L’analyse mathématique du devenir de plusieurs sous-composantes 
d’une population obéissant à une équation de réaction-diffusion offre un nouveau regard sur ces modèles 
très étudiés. Parallèlement, des simulations numériques de modèles représentant des individus discrets a 
permis d’étudier la position et le nombre d’individus qui contribuent à l’avancée du front et l’effet de la 
dispersion à longue distance sur leur distribution. Ces simulations permettent également d’étudier si la 
dispersion à longue distance facilite ou limite la possibilité pour un gène de « surfer » sur le front de 
colonisation et ainsi d’appauvrir la diversité génétique. 
Nous avons confronté ces résultats théoriques à des données démographiques et génétiques obtenues 
dans deux populations de hêtres et de cèdres en cours d’expansion sur le Mont-Ventoux. Dans ces deux 
études, nous avons comparé l’histoire de la colonisation et la distribution de la diversité génétique actuelle.  
 
Nos résultats montrent qu’en présence de dispersion à longue distance ou d’un effet Allee la diversité 
génétique est conservée sur le front de colonisation. Dans ces deux cas, les individus qui contribuent à 
l’avancée du front sont plus nombreux et plus en aval du front, limitant les effets de dérives génétiques. La 
distribution initiale des individus a également un effet et peut notamment conduire à une accélération du 
front. Dans le cas du hêtre cette distribution initiale explique la forte diversité génétique à l’intérieur des 
populations à l’échelle de la zone de recolonisation, et l’absence de différentiation spatiale marquée entre 
populations. A l’inverse, sur la population de cèdres, qui colonise linéairement depuis un périmètre restreint, 
nous observons un renforcement de la structure génétique spatiale au cours de l’expansion. 
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PROJET CR2M – PROGRAMME JCJC 2008 

 
HETEROGENEITE INDIVIDUELLE, TEMPORELLE ET SPATIALE EN DYNAMIQUE DES 

POPULATIONS : LES MODELES MIXTES DE CAPTURE-RECAPTURE 

 
Gimenez Olivier 

CNRS CEFE UMR 5175 - Montpellier  
  
La dynamique des populations s’intéresse à l’évolution dans le temps et l’espace des effectifs et de la 
structure des populations. Les modèles associés permettent de répondre à des questions importantes en 
biologie de la conservation, en écologie et en évolution. Toutefois, en conditions naturelles, il est difficile de 
pouvoir estimer les paramètres démographiques nécessaires pour calibrer ces modèles, principalement à 
cause de l’impossibilité pratique de voir ou capturer de manière exhaustive. Les modèles de capture-
recapture, développés dans les années 60, permettent d’estimer les principaux paramètres démographiques 
en prenant en compte une probabilité de détection imparfaite. Malgré tout, ces modèles font généralement 
l’hypothèse contraignante d’homogénéité des paramètres (entre individus en particulier), avec le risque de 
biais statistique et d’inférence biologique erronée. Dans notre projet Capture-Recapture Mixed Models 
(CR2M), nous avons étendu les modèles standards de capture-recapture pour incorporer les différentes 
sources d’hétérogénéité. Ces développements méthodologiques ont été motivés par plusieurs cas d’étude 
en biologie des populations qui nous ont permis d’illustrer l’intérêt de notre approche (estimation des effectifs 
et du taux de croissance de la population française de loups, gestion des populations françaises de 
sangliers, quantification des compromis évolutifs chez le saumon Atlantique, influence de l’expérience sur la 
reproduction de mouettes tridactyles, description des patrons de sénescence de survie chez la mouette 
rieuse, quantification de la pression de chasse chez la bécasse, effet du climat sur la reproduction du fou à 
pieds rouges, distinction des effets environnementaux vs. génétiques sur la survie de mésanges bleues, 
prise en compte des différences inter-populations et inter-spécifiques chez les chauve-souris). Enfin, nous 
avons assuré l’adoption de notre cadre de travail via l’implémentation des modèles et algorithmes dans un 
logiciel.  
 
Ces résultats ont été obtenus grâce à une équipe travaillant à l’interface des biostatistiques et de la biologie 
des populations composée de chercheurs, d’ingénieurs, d’étudiants de Master, de doctorants et post-
doctorants en partie financés par l’ANR. 
 
 
 
 



PROJET DDB1 complex – PROGRAMME BLANC 2007 

 
ROLE OF THE DDB1 COMPLEX IN INTEGRATING CHROMATIN REMODELLING AND DNA REPAIR 

DURING PLANT DEVELOPMENT 

 
Bowler Christopher 

Biolgie Moléculaire des Organismes Photosynthétiques CNRS UMR 8186 ENS - Paris 
  
In the frame of the 'DDB1 complex' ANR project, we proposed to investigate the multifaceted roles that 
Cullin4-associated DDB1 complexes may play in plant cells to interface chromatin remodeling, protein 
ubiquitination and DNA repair.   
 
We first characterized the role of the CUL4DDB1-associated DDB2 protein, and showed that it acts through 
the Global Genome Repair pathway as a UV-lesion recognition factor. This study further revealed a novel 
role for the ATR signalling factor in the relocation of DDB1a protein pool from the cytosol to the nucleus upon 
UV exposure. This task then focused on DET1, an evolutionarily conserved gene in multicellular organisms. 
In plants, DET1 was originally identified through genetic screens as a repressor of plant 
photomorphogenesis that associate with factors of the ubiquitin-mediated proteolytic pathway and regulate 
the expression of hundreds genes. Independent research in human cells also led to a role for DET1 in 
protein degradation of c-jun. Because DET1 associates with DDB1 and regulates DDB2 gene expression, we 
investigated its putative role in DNA repair. This revealed an impact of DET1 on nucleotide-excision repair 
efficiency. DET1 acts with CUL4 to favor UV-dependent DDB2 degradation, and DET1 protein itself is 
degraded upon UV irradiation in a CUL4-dependent way. Altogether, this work allowed us to propose a 
mechanism in which DET1 and DDB2 cooperate during the DNA excision repair process (Molinier et al, 
PLoS genet. 2008; Castells et al, Plant J. 2010; Castells et al, EMBO J. 2011).  
 
Still within this framework, we investigated further the role of DET1 at the chromatin level. A first hint linking 
DET1 and chromatin came from our early observation that it directly binds histone H2B tails in a nucleosome 
context (Benvenuto et al, Cur. Biol. 2002). Considering DET1 association with ubiquitin-ligase activities, we 
therefore analysed histone H2B ubiquitylation (H2Bub) in the Arabidopsis det1-1 mutant and revealed a 
dramatic reduction (> 50%) of global H2Bub level. This is the only mutant identified with such a defect, apart 
from the recently identified hub mutants for the H2B ubiquitin-ligase itself (the Arabidopsis homologs of yeast 
Bre1) that do not longer deposit this histone mark. Aiming to identify DET1-targeted chromatin sites in the 
genome, we mapped H2Bub domains in both wild-type and det1-1 mutant using a ChIP-on-chip approach 
with a NimbleGen tiled array. This allowed producing the first genome-wide analysis of H2Bub chromatin 
mark in plants, defining that H2Bub mark associates with more than 10 000 genes in A. thaliana wild-type 
seedlings. As expected from its role in yeast and mammals, we observed that H2Bub is restricted to the 
transcribed regions and mostly associates with active genes. Moreover, by comparison with a dozen of 
epigenomic maps obtained in identical growth conditions, H2Bub was showed to correlate with other histone 
marks associated with transcription elongation, namely histone H3 hypermethylated on lysines 4, 9 and 36. 
These data have been introduced in a manuscript that produces a reference plant epigenome map 
comprising a broad set of 11 histone marks and DNA cytosine methylation (Roudier et al, EMBO J. 2011). 
Data obtained in det1-1, in contrast, reveal that H2Bub mark is almost erased from genes in this mutant. The 
remaining level of H2Bub seems to be a surprising redeposition onto specific families of transposable 
elements (TEs). Examination of det1-1 transcripts indeed reveals a significant de-repression of some TEs 
with increased H2Bub level, in agreement with the demonstration that H2Bub metabolism contributes to 
transcriptional gene silencing. These unexpected data indicate that DET1 may, directly or indirectly, have a 
general role on histone H2B ubiquitylation on genes and TEs, possibly by affecting its deposition during 
transcription.  
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PROJET DEEP – PROGRAMME JCJC 2008 

 
DISENTANGLING EVOLUTIONARY AND ECOLOGICAL PROCESSES SHAPING PATTERNS OF 

GROUNDWATER BIODIVERSITY 

 
Douady Christophe 

Laboratoire d’Ecologie des Hydrosystèmes Naturels et Anthropisés CNRS UMR 5023 - Lyon 
  
The key outcome of the project is to disentangle evolutionary and ecological explanations underlying 
groundwater biodiversity patterns. Recognizing that patterns alone are never suff`icient to infer the 
underlying processes, we put much effort in developing tests that permit investigation of relevant 
mechanisms using molecular markers, stable isotope ratios, and modelling. More precisely, our project is 
threefold. First, it focuses on random processes of birth, death and migration at play in groundwater. Second, 
we explore the role of biotic interactions in influencing distributional patterns using two model organisms 
having parapatric distributions. Third, we bring historical factors together with chance and necessity in a 
modelling approach.  
 
Here we present our main results in term of (i) acquiring high quality mitochondrial datasets, (ii) testing the 
role of extrinsic and intrinsic factors in the diversification of stygobionts, (iii) establishing the relative 
significance of speciation from surface ancestors and speciation from stygobiotic ancestors in the 
diversification of stygobionts, (iv) documenting food­webs in karst environments, (v) testing the influence of 
food competition and (vi) temperature as main structuring factors of parapatric distributions, and finally (vii) 
confronting realised versus potential niche of our focal species. 
 
 
 



PROJET DISTRIMET – PROGRAMME BLANC 2007 

 
MOLECULAR MECHANISMS OF METAL COMPARTMENTATION IN PLANT CELLS 

 
Thomine Sébastien 

Institut des Sciences du Végétal CNRS UPR 2355 - Gif-sur-Yvette 
  
Transition metals, such as iron (Fe) and manganese (Mn), are essential to many biochemical processes. 
They play key roles in respiratory and photosynthetic electron transfer chains in mitochondria and 
chloroplasts. However, due to their ability to react with oxygen to produce reactive oxygen species, the 
presence of free metal threatens the cytoplasm redox balance. In plant cells, the vacuole constitutes a 
reservoir in which metals can be stored without adverse effects. In photosynthetic cells, chloroplasts are the 
major site where metals are used. Plant cell metal homeostasis requires transporters to shuttle metals 
between the different compartments. The DISTRIMET project aimed at (i) identifying novel players in 
intracellular metal homeostasis and their relationship with known components, (ii) developing imaging 
techniques to visualize metal localization in seeds and leaves at the tissue, cell and subcellular levels, (iii) 
studying the impact of disturbed intracellular metal homeostasis on metal storage in seeds and plant 
responses to stress. 
 
During the course of the DISTRIMET project, we have developed a histological method for detection of Fe in 
plant tissues and cells based on Perls staining. This method proved very powerful to screen for mutants 
altered in seed iron patterning. It also led to the striking discovery that plant cell nucleolus contains a high Fe 
concentration. We also implemented methods based on X-ray fluorescence: the use of PIXE (Particle 
Induced X-ray Emission) allowed quantification of the tissue localization of Fe, Mn and zinc in seeds. 
Synchrotron radiation micro X Ray Fluorescence (µXRF) and µPIXE confirmed the presence of quantitatively 
high Fe concentrations in the plant cell nucleolus. 
 
In seeds, we found that ferritin is present but does not represent a major site for Fe storage. Iron instead is 
stored in vacuoles by the iron transporter VIT1 during seed development and released by two redundant 
metal transporters NRAMP3 and NRAMP4 during germination. We could show connections between 
vacuolar and plastidial Fe pools: enhanced Fe sequestration in the vacuole by either knocking out NRAMP3 
and 4 or overexpressing VIT1 leads to a decrease in ferritin content. The hypersensitivity of nramp3nramp4 
mutants to low Fe is dependent on the activity of VIT1. Further analysis of the function of Arabidopsis ferritins 
in the vegetative phase led to the surprising discovery that their role is rather to protect cells from oxidative 
damage caused by Fe excess than to quantitatively store Fe.  
 
We also investigated the role of citrate, a known Fe ligand, in Fe allocation through the functional 
characterization of the citrate efflux transporter FRD3. In plants lacking FRD3, seed germination and pollen 
development are impaired as a result of a defect of Fe acquisition. We have therefore proposed that FRD3 
mediated-citrate release in the apoplastic space is important for efficient transfer of Fe between adjacent 
tissues lacking symplastic connections. 
 
Finally, the search for novel players in intracellular metal homeostasis led to the identification of AtNRAMP1 
as a high affinity Mn uptake transporter of Arabidopsis roots. Together with our data showing that 
AtNRAMP2, AtNRAMP3 and AtNRAMP4 are involved in providing Mn to the chloroplast for proper function 
of photosystem II in photosynthetic cells, these results point to a crucial role for NRAMP transporters in Mn 
homeostasis in plant cells, in addition to their function in iron nutrition. 
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PROJET DREP – PROGRAMME BLANC 2007 

 
DIVERSITE ET ROLES DES EUMYCETES DANS LE PELAGOS 

 
Sime-Ngando Télesphore 

Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement CNRS UMR 6023 - Clermont-Ferrand 
  
Les champignons microscopiques sont très largement méconnus dans les écosystèmes pélagiques. 
Récemment, nous avons pu montrer que ces organismes constituent une part importante de la diversité 
phylétique des microorganismes eucaryotes dans le pélagos lacustre, où certains ont été et sont confondus 
avec des protistes. Cette découverte, en conjonction avec les différentes stratégies trophiques des 
eumycètes (saprotrophie, parasitisme) et de leur potentiel comme sources d’éléments nutritifs essentiels à la 
croissance des prédateurs, pose aujourd’hui la question du rôle des eumycètes dans le fonctionnement des 
écosystèmes aquatiques et des cycles biogéochimiques associés.  
 
C’est dans ce cadre scientifique que se situent les objectifs du projet DREP - Diversité et Rôles des 
Eumycètes dans le Pélagos (ANR-07-BLAN-0370 CSD7) – portant sur l’écologie des eumycètes pélagiques 
de différents lacs d’Auvergne. La mise en œuvre de ce projet nous a permis (i) de préciser la diversité des 
eumycètes par affiliation génétique du gène codant pour l’ARNr 18S, (ii) d’élaborer des outils, notamment 
moléculaires, permettant une étude quantitative fiable des différents stades de vie, et (iii) de déterminer le 
rôle fonctionnel de ces microorganismes, notamment comme agents régulateurs du développement 
phytoplanctonique. Les résultats acquis nous ont également permis d’inclure ces organismes, en tant que 
maillon trophique individualisé, dans les modèles de flux de matière et d’énergie qui transitent par les 
écosystèmes lacustres.  
 
 
 
 

  



PROJET DspCellDeath – PROGRAMME JCJC 2007 

 
CARACTERISATION DE LA MORT CELLULAIRE INDUITE PAR DSPA/E CHEZ ARABIDOPSIS 

 
Fagard Mathilde 

Laboratoire des Interactions Plantes Pathogènes INRA/AgroParisTech/UPMC UMR 217 - Paris 
 
La bactérie Erwinia amylovora est l’agent responsable du feu bactérien du Pommier. Son pouvoir pathogène 
repose sur un système de sécrétion de type III (T3SS) qui lui permet de secréter dans l’apoplaste et/ou 
d’injecter dans la cellule végétale des effecteurs protéiques. Contrairement à la plupart des autres bactéries 
phytopathogènes, le pouvoir pathogène d’E. amylovora dépend d’un petit nombre d’effecteurs de type III 
(T3E). Au moins deux d’entre eux, HrpN et DspA/E, sont d’importants facteurs de virulence. L’effecteur 
DspA/E est injecté dans la cellule végétale et est indispensable au pouvoir pathogène d’E. amylovora 
puisqu’un mutant dspA/E est non pathogène. De plus, l’expression transitoire de DspA/E in planta a montré 
que DspA/E peut à lui seul induire la mort cellulaire sur plante hôte et non hôte. Nous avons montré qu’E. 
amylovora induit chez Arabidopsis des symptômes nécrotiques et que DspA/E est nécessaire à  cette 
induction. Le but de ce projet est de déterminer le mode d’action de DspA/E dans la cellule végétale en 
utilisant le système modèle Arabidopsis. 
 
Dans ce projet, nous avons combiné des approches de génétique moléculaire d’Arabidopsis, de biologie 
cellulaire et de génétique de la levure. Afin de caractériser la mort cellulaire induite par DspA/E, nous avons 
analysé les réponses d’Arabidopsis à la bactérie sauvage en comparaison au mutant dspA/E. En 
complément, nous avons analysé des plantes transgéniques exprimant DspA/E sous le contrôle d’un 
promoteur inductible par l’oestradiol (système XVE) par transcriptome. Les réponses que nous avons 
analysées concernent la production de symptômes et la modulation du transcriptome. En parallèle, nous 
avons criblé chez la levure des mutants capables de supprimer la mort cellulaire induite par DspA/E. 
L’ensemble des résultats obtenus nous a permis d’identifier plusieurs processus impliqués dans la mort 
cellulaire induite par DspA/E. In fine, ces résultats pourront s’avérer utiles dans la lutte contre le feu 
bactérien du pommier. 
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PROJET DynaBio – PROGRAMME BLANC 2007 

 
HOW BIOFILMS STICK: THE CASE FOR CHARACTERIZING THE PHYSICAL-CHEMICAL PROPERTIES 

OF BACTERIAL EXOPOLYMERS (EPS) 

 
Block Jean-Claude 

LCPME CNRS UMR 7564 - Nancy 
  
Biofilms are organized microbial populations (bacteria, algae, yeasts, …) that stick to any inert or alive 
material and accumulate on surfaces where water is available (plant roots, tree leafs, river stones, water 
pipes, tooth, …). Microorganisms in biofilm produce an organic “glue” made of extracellular homo- and 
heteropolymers (proteins, polysaccharides, glycoconjugates, nucleic acids) that governs the adhesion of the 
biofilm on surfaces, brings viscoelasticity and cohesiveness to the biofilm, and finally provides a more or less 
complex 3D-architecture. More than the cell envelopes, this extracellular matrix represents the real interface 
between the cells and their environment and full fill different functions apart from structuring the biofilm. On 
the one hand the matrix works as a reservoir for hydrolytic exoenzymes, a trap for macromolecules to be 
biodegraded, and in the other hand it acts as a barrier against environmental stress. With this respect, 
converging observations suggest a constant re-organization of this matrix by biofilm cells as a response to 
changing environmental conditions. In situ characterization of the biofilm matrix and especially of its physical-
chemical properties represented the main scientific challenge of this project. 
 
One of the major difficulties targeted by this ANR blanc 2007 research programme was to confirm 
experimentally and to observe in situ (without extraction of the exopolymers), the spatial variation of the 
physical-chemical properties of the EPS matrix (for example the hydrophylic/hydrophobic balance, the redox 
status). To do so we decided to develop home made nanoprobes based on quantum dots (QDs) technology. 
QDs are fluorescent and photostable nanoparticles of semiconductors (CdSe, CdTe, PbS, ZnSe, …) or 
metals whose excitons are confined in all three dimensions. Apart from their good photostability, QDs 
present the advantage of having an emission wavelength that is sizeand chemical composition-dependant, 
which make them tunable for the requirement of the experiment. Another challenge was to design 
nanoparticles unable to penetrate bacterial cells. Among the available different QDs the most used in 
biological applications are the core/shell of cadmium chalcogenides (CdSe/ZnS) types. Here we engineered 
new CdSe core QDs, functionalized with ligands bearing moieties for the specific labelling of hydrophobic 
domains and redox status of EPS matrix but not the cell envelopes. The diffusion in and the labelling of the 
EPS matrix by the engineered QDs were measured by combining optical and confocal microscopy and 
especially fluorescence correlation spectroscopy (FCS). In order to probe hydrophobic microdomains of the 
EPS matrix of biofilms, we have synthesised core/shell QDs of cadmium selenides (CdSe/CdS, CdSe/ZnS) 
by organometallic route. These QDs were functionalized with ligands bearing hydrophilic moieties such as 3-
mercapto propionic acid (CdSe/CdS@MPA), or hydrophobic moieties such as phenylalanine amino-acids 
(CdSe/ZnS@DHLA-Phe). This key step of our work leads to the establishment a QD toolbox with many 
different variants of specific characteristics (amphiphilic properties, charge, hydrodynamic diameter, …). 
Then we have shown by FCS and using geostatistical tool (semivariogram calculation) that the relatively 
hydrophilic QDs (e.g. CdSe/CdS@MPA) were diffusing easily across the biofilm where they accumulated 
quit regularly. On the contrary the more hydrophobic nanoprobes (e.g. (CdSe/ZnS@DHLA-Phe) showed a 
more contrasted spatial pattern with rapid immobilisation, and clusters formation within the biofilm. This 
accumulation was observed only in the intercellular space in connection with the EPS matrix and not with the 
cell surfaces (controls with planktonic cells did not show any accumulation of QDs onto the envelopes). 
 
 
 



PROJET EcoGenome – PROGRAMME BLANC 2008 

 
SPECIES SPECIFIC ECOLOGICAL ADAPTATION OF BACTERIAL GENOMIC SPECIES REVEALED BY 

COMPARATIVE AND FUNCTIONAL GENOMICS IN AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 

 
Nesme Xavier 

Ecologie Microbienne UMR CNRS 5557 Université Lyon 1 - Lyon 
  
In the current debate on the significance of species in bacteria, we investigated the idea that bacterial 
speciation might be caused by adaptation to a specific ecological niche. Indeed bacterial species are 
presently defined as coherent genomic groups although there is still no mechanism proposed to explain the 
separation of bacterial species in such coherent genomic groups. While specific niches are generally 
unknown, we thought that it is possible to infer them by exploration of genomic specificities.  
 
Here we tested the following ideas: i) imprints of species adaptations should be found in the genome of 
present members of a species, ii) functional analysis of imprints might permit us to infer the specific 
ecological niche of a species, and iii) this might help to elucidate mechanisms involved in the speciation of 
bacterial genomic species. In the model case of the Agrobacterium tumefaciens species complex, the gene 
contents of 25 strains were determined relative to a reference strain (C58) by comparative genomics. We 
found genes present in all members of one genomic species and lacking in other closely related species. 
These genes were shown to encode adaptation to a specific niche (namely within a rhizospheric habitat).  
This allowed us to point out fitness islands encoding functional units specific of the model species. Several 
functions involved plant secreted compounds (sugars, phenolics) outlining a niche mainly defined by 
commensal plant-bacterium interactions of a soil bacterium known to be a rhizosphere inhabitant. 
 
Finding the primary ecology of a given taxon just by scrutinizing specific genome features gives rise to a 
renewed ecological inspection of the bacterial lifestyle. It, moreover, provides candidate genes and functions 
to undertake subsequent functional genomics analyses to test the reality of ecological inferences. 
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PROJET ECTOCLIM – PROGRAMME JCJC 2007 

 
PROJET ECTOCLIM : ADAPTATIONS CLIMATIQUES ET SENSIBILITE THERMIQUE DES 

ECTOTHERMES 

 
Lourdais Olivier 

Centre d’Etudes Biologiques de Chizé CNRS UPR 1934 - Chizé 
  
Le réchauffement global est désormais un phénomène clairement établi qui devrait s’accélérer dans le futur. 
Un pré-requis essentiel pour prédire l’impact du réchauffement sur la biodiversité est de comprendre les 
mécanismes proximaux par lesquels les espèces vont répondre aux changements environnementaux. La 
grande majorité des organismes sont des ectothermes dont la température corporelle est directement 
influencée par les conditions ambiantes et affecte l’ensemble de leurs performances. Ils sont caractérisés 
par un niveau extrême de plasticité phénotypique et des possibilités de dispersion généralement limitées. 
Une augmentation de la température devrait affecter tous les aspects de leur cycle de vie à différentes 
étapes, depuis le développement embryonnaire, la croissance, jusqu’à la vie adulte. Les vertébrés 
ectothermes sont donc des modèles particulièrement pertinents pour étudier les effets des changements 
climatiques sur la biodiversité. Selon la théorie métabolique de l’écologie, le taux métabolique est un 
paramètre biologique central qui fournit un lien entre l’individu, la population et l’écosystème (Brown et al. 
2004). Le métabolisme influence la vitesse de la plupart des processus biologiques et contrôle la croissance, 
la reproduction et la survie. Dans ce contexte, l’identification des adaptations métaboliques d’une espèce est 
une étape nécessaire pour prédire sa sensibilité au changement climatique.  
 
L’objectif principal du projet ECTOCLIM est de comprendre les adaptations climatiques de reptiles 
squamates (lézards et serpents) afin de prédire l’impact du changement de température ambiante. Nous 
avons développé une approche comparative en considérant des espèces proches qui diffèrent dans leur 
biogéographie et leurs affinités climatiques. Notre postulat principal est que les adaptations climatiques vont 
déterminer les capacités d’ajustement des espèces avec des possibilités de compensation plus réduites face 
au réchauffement chez les espèces à affinités froides. Les reptiles présentent une grande tolérance aux 
variations de température corporelle en comparaison avec les endothermes. Cette souplesse physiologique 
est cruciale car elle permet d’examiner de façon expérimentale les effets des modifications des conditions 
environnementales. Par exemple, il est possible d’imposer des régimes contrastés de température corporelle 
à la fois aux embryons en développement ou aux adultes sans induire d’effets pathologiques.  
 
Un caractère innovant d’ECTOCLIM est précisément de reposer sur une approche expérimentale pour 
étudier l’impact du réchauffement climatique. ECTOCLIM s’est structuré en trois axes complémentaires :  
- Nous avons tout d’abord, testé l’hypothèse d’adaptations métaboliques au froid en comparant les normes 
de réactions métaboliques d’espèces proches à répartitions contrastées. 
- Dans un second temps, nous avons déterminé les stratégies de thermorégulation d’espèces proches qui 
semblent répondre différemment aux changements climatiques récents. Nous avons notamment combiné 
des modèles corrélatifs et mécanistes pour clarifier les déterminants de la distribution. 
- Enfin, nous avons étudié l’effet des manifestations climatiques extrêmes de façon corrélative (suivi sur les 
dates de naissance) mais aussi expérimentale en imposant des régimes thermiques en conditions 
contrôlées. 
Ces travaux en cours de publication devraient directement contribuer à une meilleure compréhension des 
effets des modifications climatiques. 
 
 
 



PROJET ENVI-DEVO – PROGRAMME JCJC 2008 

 
EVOLUTION OF THE INTEGRATION BETWEEN ENVIRONMENT AND DEVELOPMENT IN LAND PLANT 

 
Menand Benoit 

Laboratoire de Génétique et Biophysique des Plantes  CNRS/CEA UMR 6191 - Marseille 
  
Land plants (embryophytes, including bryophytes and vascular plants), which are anchored to the soil during 
most of their life cycle, must adapt their growth and development to environmental fluctuations like light 
intensity, temperature and nutrient availability. Our laboratory uses selected model plants like the vascular 
plant Arabidopsis thaliana and the bryophyte Physcomitrella patens to characterize molecular mechanisms 
that integrate environmental changes and plant growth, and to understand how they have evolved through 
land plant evolution. The moss P. patens is particularly interesting because bryophytes are an ancient group 
of land plant that diverged from vascular plants more than 400 millions years ago and may therefore help us 
understand fundamental mechanisms of plant adaptation to environmental stresses. 
 
This ANR project focus on the eukaryotic TOR (Target Of Rapamycin) / S6 kinase signaling pathways in P. 
patens. The TOR kinase is a conserved central regulator of eukaryotic growth in response to environmental 
stresses that integrates different environmental signals to control growth and development. TOR and S6K 
genes are conserved in plants but little is known about their function. We will present the recent 
advancements on our work using mutants made in our laboratory and pharmacological approaches to study 
the TOR/S6K pathway. Our results suggest a function of Physcomitrella patens TOR/S6K signaling in the 
control of plant cell growth and differentiation in response to environmental stresses. 
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PROJET ERGO – PROGRAMME BLANC 2007 

 
LE TRANSPORT RE-GOLGI DANS LES PLANTES : COMPLEMENTATION FONCTIONNELLE DANS LA 

LEVURE, SIGNAUX D’EXPORTS DE CARGOS SECRETOIRES ET FONCTIONS DANS LA 
PATHOGENESE VIRALE 

 
Ritzenthaler Christophe 

Institut de Biologie Moléculaire des Plantes  CNRS UPR 2357 - Strasbourg 
  
Le complexe COPII permet le transport antérograde de cargos sécrétoires depuis le réticulum 
endoplasmique (RE) vers le Golgi chez les eucaryotes. L’assemblage des vésicules COPII se produit en 
surface de domaines spécialisés du RE dénommés sites d’exports du RE (ERES) et requiert essentiellement 
les protéines Sec12, Sar1, Sec23, Sec24, Sec13 et Sec31 du complexe COPII. Ce complexe intervient dans 
la sélection des cargos membranaires via la reconnaissance spécifique de signaux d’exports présents 
essentiellement dans la queue cytoplasmique des cargos transmembranaires (TMC). Une grande variété de 
sites d’exports du RE a été identifiée et classée en trois catégories principales selon les résidus impliqués : 
di-acide, hydrophobes ou di-basique. La reconnaissance de ces sites d’export fait intervenir essentiellement 
3 protéines à savoir Sec24, Sec23 et Sar1 et dont de multiples isoformes existent chez Arabidopsis, 
augmentant ainsi les combinaisons possibles de reconnaissance et de sélection des motifs d’exports. 
L’objectif du projet ANR ERGO était d’étudier la dynamique spatio-temporelle de tous les composants 
majeurs COPII d’Arabidopsis, de déterminer la fonction des différentes isoformes d’Arabidopsis et de mieux 
comprendre le mécanisme de sélection des TMC. Pour ce faire, deux systèmes modèles, Arabidopsis and S. 
cerevisiae ont été utilisés.  
 
Afin de valider la fonction des gènes COPII d’Arabidopsis nous avons proccédé à de la complémentation 
fonctionnelle en utilisant des mutants COPII de S. cerevisiae présentant un phénotype thermosensible. Nous 
avons ainsi pu identifier pour chacune des familles AtSar1, AtSec12, AtSec13 et AtSec24, une isoforme 
capable de complémenter à la fois la léthalité associée au phénotype thermosensible et la secrétion du 

de ces isoformes et 
montrer qu’elles se localisent principalement au niveau du RE.  
 
L’étude de différents cargos secrétoires tels que PDLPs (protéines membranaires de type I) et de différentes 
enzymes de glycosylation (protéines membranaires de type II) a révélé que l’export du réticulum 
endoplamsique de ces protéines dépend de l’activité de Sar1 et plus généralement de la voie de sécrétion 
COPII. Il apparaît aussi que l’extrémité N-terminale (extrémité cytosolique et segment transmembranaire) 
des protéines membranaires de type II est suffisante pour relocaliser une protéine marqueur (GFP) dans les 
compartiments précoces du systèmes endomembranaires de sécrétion (ER + Golgi) et que le segment 
transmembranaire porte un signal spécifique permettant la rétention et la sous-compartimentation de ces 
enzymes dans l’appareil de Golgi. Enfin, les protéines chimériques de type CT/TMD-GFP ou TMD-GFP 
empruntent la voie COPII, mais ne semblent pas présenter de signal d’export du réticulum endoplasmique. A 
l’inverse un signal de rétention situé sur l’extrémité cytosolique est nécessaire pour leur rétention dans le 
réticulum endoplasmique. Concernant les TMC de type I, nous avons montré que le domaine 
transmembranaire est nécessaire et suffisant à l’adressage, processus qui fait intervenir des résidus 
hautement conservés. Enfin, l’adressage des cargos PDLP nécessite l’intervention de myosines spécifiques 
de la famille XI et dont ont a pu démontrer l’activité à la fois dans le transport de ces cargos et dans le 
mouvement de virus via les plasmodesmes.   
 
 
 
 



PROJET EvoSymTer – PROGRAMME JCJC 2008 

 
EVOLUTIONARY DYNAMICS OF SYMBIOTIC COMMUNITIES: A CASE STUDY IN TERMITE-PROTIST 

ASSOCIATIONS 

 
Dedeine Franck 

Institut de Recherche sur la Biologie de l’Insecte CNRS UMR 6035 - Tours 
  
Several protist groups are necessary for the survival of lower termites because these gut symbionts are 
required for the degradation of lignocellulose. On the other hand, these protists are usually strictly anaerobic 
and cannot survive outside their gut habitat. Therefore, one would expect that such inter-dependent 
associations would be evolutionary stable, exhibiting a general pattern of co-cladogenesis. Previous studies 
revealed, however, that species composition of protist communities can vary between termite families and 
genera, suggesting that strict cospeciation between termites and their symbionts have not occurred.  
 
In this poster, I will first present the co-evolutionary patterns of the associations between protists and lower 
termites. In a second part, I will present our results focusing on the protist communities of the subterranean 
termites of the genus Reticulitermes (Rhinotermitidae). The obtained data set reveals that, even during the 
diversification of a single genus of termite, termite-protist associations are evolutionary unstable and in 
perpetual dynamics. The possible reasons for such evolutionary dynamics of these symbiotic systems will be 
discussed.  
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PROJET FeSGrx – PROGRAMME JCJC 2007 

 
THE ROLES OF GLUTAREDOXINS IN IRON HOMEOSTASIS 

 
Rouhier Nicolas 

Interactions Arbres-Microorganismes INRA UMR 1136 - Nancy 
  
Glutaredoxins are small oxidoreductases structurally related to thioredoxins. They have two major proposed 
biochemical roles, the reduction of disulfide bonds or the binding of iron-sulfur clusters both of which usually 
involve glutathione. Binding various types of iron-sulfur clusters, some glutaredoxins seem to be required for 
iron sensing or iron-sulfur cluster assembly machineries. This latter role is supported by the ability of the 
hologlutaredoxins to rapidly and efficiently transfer their clusters to apo-proteins in vitro. It has been 
proposed that they can act either as scaffold or carrier proteins. On the other hand, the role of other 
glutaredoxins binding more stable clusters is not yet clear, although it has been proposed that they might 
serve as redox sensor. Plants contain several Grxs able to incorporate iron-sulfur clusters. The putative 
functions of these Grxs is discussed in the light of the spectroscopic, biochemical and functional analysis of 
these proteins indicating that they have various subcellular localisations and cluster stability. 
 
 



PROJET FloSym – PROGRAMME BLANC 2007 

 
EVOLUTION DE LA SYMETRIE FLORALE 

 
Damerval Catherine 

Génétique Végétale CNRS UMR 8120 -Sud INRA AgroParisTech - Gif-sur-Yvette 
  
La fleur, typiquement composée de sépales, pétales, étamines et carpelles, est la structure reproductrice 
caractéristique des angiospermes, groupe qui constitue 90 % de la biodiversité végétale terrestre actuelle. 
Elle présente une immense diversité d’aspect, dont la symétrie est une composante importante. Le type de 
symétrie joue un rôle dans la spécificité des interactions plantes-pollinisateurs, et constitue donc un 
caractère adaptatif. Comprendre l’origine et l’évolution de ce caractère représente un enjeu majeur en 
biologie évolutive, avec des retombées potentielles pour la compréhension de la structuration de la 
biodiversité. Le gène CYCLOIDEA (CYC) contrôle la symétrie florale de la gueule de loup, mais également 
du lotier. Ces deux espèces appartiennent à deux groupes (les Lamiales et les Fabales, respectivement) qui 
n’ont pas d’ancêtre commun immédiat, ce qui implique que la symétrie bilatérale (un plan séparant deux 
moitiés images dans un miroir) de la fleur chez chacune d’entre elles est apparue indépendamment au cours 
de l’évolution. 
 
Ceci soulève deux grands types de questions :  
- Existe-t-il des caractéristiques florales spécifiques (développement et/ou nombre d’organes, par exemple) 
qui influencent l’évolution de la symétrie dans différents groupes de plantes ? 
- Des gènes de type CYC ont-ils été recrutés de manière répétée pour la construction de la symétrie florale ?  
C’est à ces questions que nous avons cherché à répondre à l’aide de plusieurs approches complémentaires 
: 
- Recensement du nombre de transitions du type de symétrie à l’échelle des groupes majeurs 
d’angiospermes 
- Reconstruction de l’évolution de caractères floraux dans un cadre phylogénétique pour rechercher, grâce 
aux méthodes de l’analyse comparative, si certaines architectures florales conditionnent le type de symétrie  
- Caractérisation des homologues de CYC dans de nouveaux groupes d’angiospermes pour mieux 
appréhender l’évolution de cette famille de gènes 
- Etude fine du développement d’un panel d’espèces choisies d’après leurs relations phylogénétiques et leur 
type de symétrie florale 
- Caractérisation de l’expression d’homologues de CYC chez ces espèces, pour évaluer leur rôle potentiel 
dans le type de symétrie.  
 
Les résultats obtenus seront présentés. Ils ont fait l’objet de 5 publications dans des revues à comité de 
lecture, dont une revue sur invitation, et 13 communications à des congrès nationaux ou internationaux. Six 
articles sont en préparation pour finaliser la valorisation de nos travaux. 
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PROJET GALA-RUBI – PROGRAMME JCJC 2007 

 
FUNCTIONAL DIVERSIFICATION OF THE GALA TYPE-THREE EFFECTOR FAMILY 

CONTRIBUTES TO RALSTONIA SOLANACEARUM ADAPTATION ON DIFFERENT PLANT 
HOSTS 

 
Peeters Nemo 

Laboratoire des interactions Plantes Micro-organismes CNRS/INRA UMR 2594/441 - Toulouse 
  
Type-3 effectors from phytopathogenic bacteria exhibit a high level of functional redundancy, hampering the 
evaluation of their precise contribution to pathogenicity. This is illustrated by the GALA type-3 effectors from 
Ralstonia solanacearum, which have been shown to be collectively, but not individually, required for disease 
on Arabidopsis thaliana and tomato. We investigated evolution, redundancy and diversification of this family 
in order to understand the individual contribution of the GALA effectors to pathogenicity. 
 
• From sequences available, we reconstructed GALA phylogeny and performed selection studies. We then 
focused on the GALAs from the reference strain GMI1000 to examine their ability to suppress plant defense 
responses and contribution to pathogenicity on three different host plants: A. thaliana, tomato (Lycopersicum 
esculentum) and eggplant (Solanum melongena). 
 
• The GALA family is well conserved within R. solanacearum species. Patterns of selection detected on 
some GALA family members, together with experimental results, show that GALAs underwent functional 
diversification. 
 
• We conclude that functional divergence of the GALA family likely accounts for its remarkable conservation 
during R. solanacearum evolution and could contribute to R. solanacearum’s adaptation on several host 
plants. 
 
 
 



PROJET GENARCH – PROGRAMME BLANC 2007 

 
TESTING THE FISHERIAN MECHANISM OF SEXUAL SELECTION: ON THE GENETIC RELATIONSHIP 

BETWEEN MALE SIGNALING AND FEMALE PREFERENCE TRAITS IN THE ACOUSTIC 
LEPIDOPTERA 

 
Greenfield Michael 

Institut de Recherche sur la Biologie de l’Insecte CNRS UMR 6035 - Tours 
  
Models of indirect (genetic) benefits sexual selection predict linkage disequilibria between genes that 
influence male traits and female preferences, owing to either non-random mate choice or physical linkage. 
Such linkage disequilibria (genetic correlation) can promote and accelerate the evolution of male traits and 
female preferences to exaggerated levels. Nonetheless, relatively few empirical studies have measured the 
genetic correlation between male traits and female responses in natural populations, and even fewer have 
determined whether an observed correlation was the result of either non-random mate choice or physical 
linkage (e.g. pleiotropy).  
 
We studied signals and preferences in an acoustic pyralid moth, Achroia grisella, in which males attract 
females with a rhythmic train of sound pulses and females prefer songs that are loud and delivered at a 
faster rhythm. Both male acoustic signal characters and female preferences are repeatable and heritable 
traits. In addition, female choice is based largely on male song, while males do not appear to provide direct 
benefits at mating in this species. In this context, some genetic correlation between song and preference 
traits is expected. We employed a standard crossing design between inbred lines of A. grisella and used 
AFLP loci as well as SNPs to build a genetic map for this species and locate quantitative trait loci (QTLs) that 
influence male song and female preference for song.  
 
Our analyses revealed QTLs of moderate strength that influence various male song and female preference 
traits. Importantly, synteny with Bombyx mori allowed us to identify the Z (sex) chromosome among the 
linkage groups in our map. Thus, we found that a QTL influencing a critical male song trait is located on the Z 
chromosome, a prediction of sexual selection theory.  On the other hand, we found no evidence of specific 
co-localization of QTLs influencing male signal and female preference traits on the same linkage groups. 
Similarly, other work performed at a quantitative genetic level failed to identify any significant genetic 
correlation resulting from non-random mate choice. These findings suggest that the sexual selection process 
would proceed at a modest rate in A. grisella and that evolution toward exaggerated character states may be 
tempered. We suggest that this equilibrium state may be more the norm than the exception among animal 
species. 
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PROJET GLUTAPHOTO – PROGRAMME BLANC 2008 

 
GLUTATHIONYLATION IN THE PHOTOSYNTHETIC MODEL-ORGANISM CHLAMYDOMONAS 

REINHARDTII: A PROTEOMIC SURVEY 

 
Lemaire Stéphane 

Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire des Eucaryotes CNRS/UPMC FRE 3354 - Paris 
  
Protein glutathionylation is a redox post-translational modification occurring under oxidative stress conditions 
and playing a major role in cell regulation and signaling. This modification has been mainly studied in non-
photosynthetic organisms while much less is known in photosynthetic organisms despite their important 
exposure to oxidative stress due to changes in environmental conditions. We report a large scale proteomic 
analysis which allowed identification of 225 glutathionylated proteins in the eukaryotic unicellular green alga 
Chlamydomonas reinhardtii using biotinylated glutathione and streptavidin affinity chromatography. 
Moreover, 56 sites of glutathionylation were also identified after peptide affinity purification and tandem mass 
spectrometry. The targets identified belong to a wide range of biological processes and pathways among 
which the Calvin cycle appears as a major target. The glutathionylation of four enzymes of this cycle, 
phosphoribulokinase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, ribose-5-phosphate isomerase and 
phosphoglycerate kinase was confirmed in vitro by Western blot and activity assays. The results suggest that 
glutathionylation could constitute a major mechanism of regulation of the Calvin cycle under oxidative stress 
conditions. 
 
 
 
 



PROJET Heme c' – PROGRAMME BLANC 2007 

 
APPROCHE PLURIDISCIPLINAIRE POUR L’ETUDE DE MUTANTS DE PHOTOSYNTHESE ORIGINAUX 

 
De Vitry Catherine 

IBPC CNRS/UPMC UMR 7141 - Paris 
  
Les cytochromes de type c-type contiennent des hèmes attachés par une et plus souvent deux liaisons 
covalentes thioéthers entre les vinyls de l’hème b et les thiols de résidus cystéines de l’apocytochrome. 
Cette modification post-traductionnelle dépend de protéines de biogenèse spécifiques associées à la 
membrane, dénommées systèmes de maturation de cytochrome c. Ce projet a porté sur le système CCB ou 
Système IV sur la face négative des membranes pour la fixation de l’hème ci (hème c’) sur le cytochrome b6 
à travers une unique liaison thioéther présent chez tous les organismes à photosynthèse oxygénique. Nos 
études génétiques dans l’ague verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii ont conduit à la caractérisation 
d’abord de quatre loci CCB nucléaire puis d’un cinquième (non publié). Notre analyse de mutants d’insertion 
d’Arabidopsis thaliana dans des homologues de CCB a établi la généralisation de ce système dans les 
plantes vasculaires. Nous avons profité du mutant du ligand cystéine qui contient les mêmes CCB que dans 
le sauvage mais est bloqué à la toute dernière étape de fixation de l’hème ci au cytochrome b6 pour piéger 
et identifier les complexes transitoirement formés dans le processus de livraison d’hème. 
 
Les souches manquant l’hème ci ont gardé une certaine activité photosynthétique, mais leurs complexes b6f 
sont hautement protéase sensibles. Cela nous a permis par mutagenèse aléatoire de mutants ccb de 
Chlamydomonas et sélection pour la restauration de la phototrophie d’isoler des mutants de protéase 
stabilisant des complexes cytochrome b6f manquant l’hème ci (Malnoë et al, en préparation). Plusieurs de 
ces mutants affectent les ATP-dépendantes zinc métalloprotéases FtsH de la membrane photosynthétique 
(FtsH1 et FtsH2). Nous avons exploité les possibilités de combiner mutations chloroplastiques et nucléaires 
dans Chlamydomonas et d’étudier in vivo par spectroscopie d’absorption résolue en temps l’activité 
photosynthétique. Par exemple, nous avons combiné des mutations pour accumuler, purifier par étiquette 6-
His et caractériser le fonctionnement de complexes b6f manquant les hèmes bh et ci, qui permettent la 
croissance photosynthétique et de coupler un transfert d’électrons à un transfert de protons 
transmembranaire en dépit d’un Q-cycle interrompu. Nous avons montré que les protéases FtsH régulent les 
complexes de la membrane photosynthétique pour s’adapter aux conditions de stress et contrôler 
l’accumulation des protéines partiellement assemblées ou endommagées (Malnoë et al, en préparation). 
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PROJET Hi-Flo – PROGRAMME BLANC 2008 

 
BASES GENETIQUES ET HISTOIRE DE LA DIFFERENTIATION ADAPTATIVE CHEZ LES ESPECES 

MARINES A FORT FLUX GENIQUE 

 
Bierne Nicolas 

Institut des Sciences de l'Évolution CNRS UMR 5554 - Montpellier 
  
La génétique des populations marines tire son originalité dans la manipulation de paramètres 
démographiques extrêmes rarement rencontrés dans l’environnement terrestre: très grande fécondité, très 
grande taille des populations et dispersion à longue distance par une phase larvaire planctonique. Une 
prédiction est que l’adaptation locale devrait être plus coûteuse pour les espèces marines que pour les 
espèces terrestres, parce que les échelles de dispersion surpassent l’hétérogénéité spatiale de 
l’environnement. Paradoxalement, les animaux marins ont pourtant prouvé qu’ils étaient capables de payer 
le coût de l’adaptation locale. 
 
Le premier objectif du projet Hi-Flo était de développer des prédictions théoriques permettant de mieux 
interpréter les effets de la sélection dans les populations structurées. Le deuxième objectif était d’identifier 
des locus sous sélection par la méthode des scans génomiques, de reconstruire l’histoire de ces locus et 
d’identifier le type de sélection à l'œuvre, chez plusieurs espèces d’invertébrés marins à fort flux génique 
(moules, huitres, télines et crépidules). 
 
Dans ce poster seront décrit (i) la méthode de scan génomique utilisée dans le projet, avec un exemple chez 
l'huitre, (ii) un résultat théorique: la signature chromosomique laissée sur la diversité neutre liée à un locus 
d'adaptation locale ou à un locus sous sélection positive dans une population structurée, et (iii) un résultat 
empirique illustrant les attendus théoriques: la reconstruction de l'histoire adaptative d'un locus identifié être 
sous sélection chez la moule. 
 
 
 
 

  



PROJET INSAVEL – PROGRAMME BLANC 2008 

 
EXPLORING AVERSIVE LEARNING IN HONEYBEES: THE OLFACTORY CONDITIONING OF THE 

STING EXTENSION REFLEX  
 

Giurfa Martin 
Research Centre for Animal Cognition CNRS UMR 5169 - Toulouse 

  
Honeybees are model organisms for the study of learning and memory. However, the study of learning and 
memory in bees has focused so far on appetitive learning and memory, based on the fact that bees learn to 
associate different sensory stimuli with sucrose reward, used as the equivalent of nectar in a foraging 
context.  
 
Here we studied whether besides appetitive learning, bees are capable of learning and memorizing about 
aversive events in their environment. We established a novel protocol for the study of aversive learning in the 
laboratory, the olfactory aversive conditioning of the sting extension reflex (SER). In this laboratory protocol, 
a harnessed bee, which responds with an extension of its sting to a noxious stimulation of a 7,5 v electric 
shock, learns that a neutral odorant anticipates the shock and starts exhibiting, therefore, the SER to the 
odorant as a consequence of learning. We show that this learning is truly aversive as bees trained in this 
way avoid afterwards the punished odorant when they can freely move within a Y-maze. Aversive learning 
leads to the formation of long-term, aversive memories that can be retrieved several days after training and 
that depend on protein synthesis. Moreover, while reward is mediated via octopaminergic signaling, 
punishment is mediated via dopaminergic signaling within the honeybee brain. The relative insulation of 
these two neural modules determines that bees can master simultaneously aversive and appetitive 
associations. Such a hedonic modularity underlies the existence of different, uncorrelated behavioral 
syndromes within a hive, with some bees being more responsive to appetitive stimuli and others to aversive 
stimuli. Higher sensitivity to aversive punishment determines better aversive learning performances and this 
translates into task specialization with nectar foragers being more sensitive to the electric shock and 
therefore learning better aversive associations, and guards being less sensitive, i.e. more tolerant to the 
shock and therefore learning less well aversive associations.  
 
All in all, our studies uncovered the unsuspected world of aversive learning in bees and established new 
research avenues spanning from the evolution of sociality in a social insect to the molecular bases of 
aversive learning in insects. They could allow, in the future, establishing management strategies allowing 
bees to avoid aversive treatments of cultures in the field. 
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PROJET LAGUNEX – PROGRAMME JCJC 2007 

 
UTILISATION DES LAGUNES COTIERES PAR LES POISSONS MARINS ET TRANSFERTS DE 

MATIERE A L'INTERFACE MER-CONTINENT  

 
Darnaude Audrey 

ECOSYM CNRS/IRD/IFREMER UMR 5119 - Montpellier  
  
En évaluant l'importance des lagunes dans le cycle de vie de deux poissons emblématiques (la dorade 
royale Sparus aurata et la sole commune Solea solea) dans le Golfe du Lion (Méditerranée NO), les 
recherches entreprises dans le cadre du projet LAGUNEX ont permis de mieux comprendre le lien entre 
apports continentaux, productivité côtière, espèces exploitées et vulnérabilité des habitats et des espèces 
aux changements globaux et locaux en cours. 
 En effet, la Méditerranée est une mer naturellement pauvre en nutriments. La productivité côtière y est donc 
fortement liée aux apports des fleuves et des rivières. Lorsque, comme dans le Golfe du Lion, le littoral est 
parsemé d'une mosaïque de lagunes côtières (ou "étangs"), l'essentiel des apports continentaux en 
nutriments et en matière organique s'y retrouve piégé, avant même d'atteindre (et enrichir) la zone côtière. 
Ce phénomène, et la forte productivité des écosystèmes lagunaires qui en découle, expliquent probablement 
la présence fréquente de poissons marins dans les lagunes, en Méditerranée comme dans le reste du 
Monde. En général, les lagunes sont colonisées par ces poissons année après année, mais surtout au stade 
juvénile, l'essentiel du stock retournant en mer pour se reproduire. Les implications écologiques et 
biologiques de l'utilisation des lagunes côtières par ces poissons sont donc potentiellement fortes, tant pour 
le maintien des pêcheries locales que pour celui de certains processus biogéochimiques essentiels pour le 
maintien de la vie en zone côtière, comme les flux de matières à l'interface mer-continent.  
 
Afin de mieux appréhender ce phénomène et ses conséquences, deux techniques de pointe en écologie 
marine ont été combinées dans le cadre de ce projet. L'utilisation des isotopes stables du carbone et de 
l'azote a permis de reconstituer les flux de matière au sein des réseaux trophiques lagunaires et de prouver 
l'incorporation significative de carbone d'origine continentale dans la chair des juvéniles de sole et de dorade 
pendant leur séjour en lagune. L'étude fine de la composition microchimique des otolithes d'adultes pêchés 
en mer a permis de reconstituer leur histoire de vie et quantifier l'importance du passage en lagune pour 
chaque espèce, notamment au stade juvénile. En combinant ces résultats, il a été possible de préciser 
l'intensité de l'export de carbone terrestre vers la zone côtière associé à l'exploitation des lagunes par les 
poissons marins. Dans le Golfe du Lion, cet export est significatif et contribue fortement au maintient des 
stocks de poissons exploités en mer, notamment ceux de sole et de dorade dont la valeur économique et 
emblématique n'est plus à démontrer. 
 
 
 



PROJET LeafFlux – PROGRAMME BLANC 2007 

 
FUNCTION AND REGULATION OF PLANT LEAF AQUAPORINS 

 
Maurel Christophe 

Institut de Biologie Intégrative des Plantes CNRS UMR 5004 INRA UMR 0386 SupAgro - Montpellier 
  
Plant productivity results from a trade-off between water loss by transpiration and assimilation of atmospheric 
carbon dioxide (CO2). Leaf stomata which mediate the exchange of water and CO2 between the plant and 
the atmosphere have been extensively studied. Parallel fluxes of water and CO2 also occur in inner leaf 
tissues. Yet, the molecular bases and regulation of these fluxes are poorly understood. Aquaporins are 
channel proteins that facilitate the diffusion of water, small neutral solutes and/or gases across the plasma 
and intracellular membranes of plant cells. The function in plant leaves of aquaporins of the Plasma 
membrane Intrinsic Proteins (PIP) subfamily was addressed by a combination of genetic, molecular and 
physiological approaches in Arabidopsis thaliana. Water transport assays in excised rosettes or isolated 
protoplasts revealed contrasting effects of irradiance on leaf water transport. These assays were also used 
to phenotype single or multiple PIP knock-out mutants. In combination with tissue-specific gene expression 
patterns, these measurements establish the contribution of specific PIP isoforms to water transport in the 
veins and/or the mesophyll. The data also show that several PIPs, including PIP2;1 contribute to light-
dependent changes of rosette hydraulic conductivity (Kros). Plants that ectopically express PIP2;1 showed 
an enhanced responsiveness of Kros to irradiance and pointed to a post-translational regulation mechanism. 
In agreement with this, mass spectrometry-based analyses revealed light-induced quantitative changes in 
the phosphorylation of PIP2;1 at two C-terminal adjacent sites. PIPs have also been proposed as potential 
facilitators of CO2 transport during photosynthetic assimilation. A possible dual localization of PIPs, in the 
plasma membrane and in the outer chloroplast membrane was investigated by Fluorescence Lifetime 
Imaging Microscopy (FLIM) using a GFP fusion approach. Combined gas exchange and chlorophyll 
fluorescence measurements also revealed an alteration of mesophyll conductance to CO2 in some of the 
PIP knock-out mutants.  The consistency of these data with regard to a model whereby PIPs facilitate 
membrane diffusion of CO2 in mesophyll cells  will be discussed.   
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PROJET METAMAP – PROGRAMME BLANC 2007 

 
METABOLIC MAPPING OF GENE FAMILIES : A NEW STRATEGY FOR THE DISCOVERY OF 

OVERLOOKED PATHWAYS. 

 
Werck-Reichhart Danièle 

Institut de Biologie Moléculaire des Plantes  CNRS UPR2357 - Strasbourg 
  
Isoprenoid metabolism is the largest source of natural bioactive compounds (including phamaceuticals, 
antioxidants, scents and aromas) and represents a major economic target for pharmaceutical, cosmetics and 
agro-food industries, but it remains very superficially explored, even in model organisms. A predictive 
approach, based on in silico gene co-expression analysis, was implemented to identify candidate genes 
potentially involved in terpenoid metabolism in Arabidopsis thaliana. This analysis was initially focused on co-
expressed terpene synthases (TPS) and cytochromes P450 (P450) to identify the enzymes involved in 
functionalization of terpenoids. For the functional validation of the candidate genes, optimization of suitable 
and flexible expression tools was required that could be further exploited for production of relevant 
compounds. Annotation and functional characterization of grapevine terpene synthases was simultaneously 
initiated to set the stage for a similar approach in a plant of high agronomic interest. 
 
Arabidopsis candidate genes have been selected with main focus on monoterpenoids and flower-specific 
expression. The co-expression of the selected genes was confirmed by RT-qPCR, and then refined by 
visualization of promoter expression using fusions with a reporter gene, for showing that they were 
specifically expressed in the anther filaments. Enzyme functional validation required implementation of 
optimized tools for recombinant expression in yeast and in planta. To this end, yeast strains were engineered 
that accumulate GPP or FPP and express a plant P450 reductase. Methods for transient expression and co-
expression in planta were developed and validated, as well as techniques for extraction and analysis of 
volatiles (solid phase extraction and CG/MS) and of functionalized derivatives (LC-MS/MS). We showed that 
the different recombinant expression systems were non-equivalent in terms of resulting products, and their 
relevance has been discussed to reconsider previously published data.  
 
TPSs and P450s were expressed/co-expressed in engineered yeast strains, as well as transiently in leaves 
of Nicotiana benthamiana. Both systems were efficient to obtain the volatile products from TPS. Products of 
the terpene synthases activities were shown to vary depending on the recombinant system used for their 
expression. Emission of volatile compounds was strongly reduced upon P450 co-expression. As predicted, 
co-expressed P450s converted the TPS products into oxygenated products. Different P450s led to different 
oxygenated linalool products. The final (most likely conjugated) metabolites formed in the anther filaments 
are being investigated using a set of KO mutants. This is not a trivial work due to the amount of filament 
material available. Collaboration is searched for investigating the ecological impact of these compounds on 
plant-insect interaction. 
 
METAMAP confirms the efficiency of the predictive strategy to reveal new metabolic pathways. Allowing 
development of new methods and tools, it opened for us the access to several national, international and 
industrial collaborative projects. It reveals the role of a novel P450 family in the biosynthesis of iridoids. As 
oxygenated linalool derivatives are major components of aromatic grape berries, it sets the stage of further 
investigations of this family that shows exceptional “blooming” in grapevine in relation to wine aroma. 
 
 
 
 



PROJET MIRETTE – PROGRAMME JCJC 2007 

 
MIGRATION ET REPRODUCTION CHEZ LES TORTUES MARINES, TRAJECTOIRES 

ECOPHYSIOLOGIQUES 

 
Georges Jean-Yves 

Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien - Strasbourg 
  
Dans le contexte actuel de réchauffement climatique et d’intensification des activités humaines, l’étude de 
l’influence de la variabilité environnementale sur la structure et la dynamique des populations est à la base 
des modèles prédictifs de la distribution et de l’abondance des ressources vivantes. Les récents modèles 
suggèrent par exemple que dans les océans, qui jouent par ailleurs un rôle clé dans la régulation du climat, 
les écosystèmes vont subir, ou subissent déjà, des changements radicaux tels que l’effondrement des 
stocks de pêches ou la prolifération de méduses. Une récente étude propose comme hypothèse que ces 
espèces de plancton gélatineux pourraient dominer certains écosystèmes au détriment des populations de 
poissons et des activités humaines qui les exploitent.  
 
C’est pour mieux comprendre et prédire l’impact des changements globaux sur les écosystèmes marins et 
leurs ressources, que le projet MIRETTE vise à étudier les liens possibles entre les modes de MIgration et 
de REproduction chez les Tortues marines et les Trajectoires Ecophysiologiques qu’elles peuvent adopter 
pour optimiser leur valeur sélective au cours d’une saison de ponte ou sur des saisons successives. 
MIRETTE vise en particulier à établir les liens existant entre les conditions océanographiques et le 
comportement de migration des tortues marines et les conséquences sur la reproduction et la dynamique de 
population de ces espèces menacées d’extinction. Le choix s’est porté sur la tortue luth Dermochelys 
coriacea, qui compte parmi les rares prédateurs naturels des méduses, et représente ainsi un indicateur 
biologique naturel des possibles changements mentionnés plus haut.  
 
MIRETTE est basé sur le suivi traditionnel de l’activité de ponte d’une population de tortues luth nidifiant en 
Guyane, considérée comme l’une des plus importantes au monde, ainsi que sur un suivi original de l’état de 
santé des animaux d’identité et d’histoire reproductrice connues à partir d’observations directes et de 
mesures biométriques de terrain et d’analyses biochimiques, physiologiques et génétiques en laboratoire.  
 
MIRETTE, projet de 4 ans (2008-2011) soutenu par l’ANR, propose ainsi d’établir la contribution  des 
déterminants environnementaux et individuels de la reproduction chez cette espèce et contribuer à la mise 
en place de plans de gestion et de conservation des écosystèmes marins et de leurs ressources naturelles 
ainsi qu’au Plan de Restauration des Tortues Marines de Guyane. 
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PROJET MONOGAMIX – PROGRAMME BLANC 2008 

 
SEX ROLES DURING CONSPECIFIC TERRITORIAL DEFENCE IN THE ZENAIDA DOVE, ZEINADA 

AURITA 
 

Cézilly Frank 
Biogéosciences CNRS UMR 5561 - Dijon 

  
Social monogamy in vertebrates often involves the joint defence of an all-purpose territory by pair members. 
Although both sexes presumably benefit from holding a territory, sex-related variation is often observed in 
territory defence at the inter-specific level, particularly in birds. Most studies of territorial defence in 
monogamous birds, however, have been conducted on songbirds or on bird species living in temperate 
areas. In contrast, data on non-oscine tropical bird species remain scarce.  
 
We experimentally studied territorial defence in 20 pairs of Zenaida doves, Zenaida aurita, a tropical and 
territorial monogamous bird species that maintains year-round pair bonds. Overall, males responded to 
intrusions more frequently than females. However, sex of the intruder had no effect on the reactivity of both 
male and female residents. The use of aggressive behaviours of various intensities did not differ between 
males and females, irrespective of the sex of intruder. Although the percentage of male responses was 
significantly and negatively correlated to that of the females, the observed percentage of joint defence was 
significantly lower than it would have been expected if pair members were reacting independently of each 
other. Finally, variation in reactivity of females to intruders was positively related to variation in intrusion 
pressure between trials, whereas no such trend was observed in males.  



PROJET MYOTROPHY – PROGRAMME BLANC 2008 

 
ROLE DE LA MYOSTATINE DANS LES VOIES DE REGULATION INTRACELLULAIRES DE 

L'EQUILIBRE ATROPHIE/HYPERTROPHIE DU MUSCLE SQUELETTIQUE 

 
Picard Brigitte 

Herbivores INRA UR 1213 - Clermont-Ferrand 
  
Le contrôle de la masse musculaire est déterminé par un équilibre dynamique entre les processus 
cataboliques et anaboliques. Au cours de la dernière décennie, myostatine, un membre de la famille des 
TGFß, a été identifié comme un facteur clé dans le contrôle de la croissance du muscle squelettique. Des 
mutations ou délétions, dans le gène correspondant sont à l’origine du phénotype culard bien connu chez les 
bovins producteurs de viande. Myostatine est un régulateur négatif de la croissance musculaire très 
conservé entre espèces, des rongeurs à l’homme. Le projet MYOTROPHY1 s’intéresse à la compréhension 
des mécanismes moléculaires par lesquels myostatine contrôle l’équilibre atrophie/hypertrophie du muscle 
squelettique. Son originalité repose sur l’utilisation d'une combinaison de différents modèles animaux 
(souris, bovin, truite) et cellulaires (cultures primaires issues de ces trois espèces et lignées C2C12) 
d'hypertrophie et d'atrophie musculaires.  
 
Ce projet a donné lieu d’une part à la mise au point de modèles d’atrophie et d’hypertrophie musculaires. En 
particulier, un modèle d’atrophie musculaire a été développé chez la souris par électroporation du gène 
myostatine. Il est utilisé pour l’analyse de l'effet d’une sur-expression de myostatine. De plus, une nouvelle 
technique de culture primaire de cellules satellites purifiées à partir de muscle de bovin a été développée. 
D’autre part, ce projet a apporté des résultats originaux dont les principaux concernent l’identification de 
nouvelles cibles de myostatine par les approches de génomique (protéomique et transcriptomique). 
Notamment les voies cellulaires de survie/apoptose et des éléments de la voie Wnt canonique ont été 
identifiées pour la première fois comme cibles de myostatine. Une étude in vitro sur cellules de souris a 
montré une augmentation de la taille des myotubes en l'absence de myostatine. Elle a de plus démontré que 
la présence de myostatine est nécessaire pour l'atrophie induite par un traitement au CoCl2 mimant une 
hypoxie. Une interaction entre myostatine et le système protéolytique calcium dépendant a été établie.  
 
Enfin, il a été clairement démontré que les variations de l'activité de FoxO1 ne sont pas associées aux 
variations de l'expression de la myostatine chez la truite. Ces résultats suggèrent fortement que FoxO1 ne 
serait pas un facteur déterminant dans la régulation de l'expression de la myostatine chez la truite. Ainsi, 
l’ensemble de ces résultats fournit des données originales sur le rôle de myostatine dans l'équilibre 
atrophie/hypertrophie du muscle squelettique. 
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PROJET NITRAPOOL – PROGRAMME BLANC 2008 

 
ETUDE DES ELEMENTS CONTROLANT LES POOLS DE NITRATE DANS LA CELLULE VEGETALE 

 
Vedele Françoise 

Institut Jean-Pierre Bourgin INRA AgroParisTech UMR 1318 - Versailles 
  
L’ion nitrate est présent dans différents compartiments des cellules végétales. Au contraire du pool 
vacuolaire, le pool de nitrate cytosolique est relativement constant et joue deux rôles fondamentaux : (i) il 
assure la croissance et le développement de la plante en étant le lieu de réduction du nitrate en nitrite (ii) il 
joue un rôle de signal dans le contrôle des différentes étapes du développement de la plante en régulant 
l’expression de nombreux gènes. Enfin le chloroplaste contient à la fois du nitrate, en quantité constante et 
du nitrite. 
 
Les mécanismes capables de moduler la taille des pools de nitrate sont de deux types : i) les flux de nitrate à 
travers les différentes membranes de la cellule, plasmalemme ou tonoplaste, à partir ou vers le milieu 
extérieur et pendant les échanges entre compartiments cellulaires ii) la réduction du nitrate par la nitrate 
réductase qui a lieu dans le cytosol. Le maintien d’une homéostasie du nitrate cytosolique, condition 
essentielle à son rôle signal, requiert donc une coordination étroite  à la fois entre ces différents flux et avec 
la voie d’assimilation du nitrate.  
 
Le partenaire 1 a identifié un acteur majeur de l’influx racinaire (AtNRT2.1), localisé sur la membrane 
plasmique et isolé un transporteur de nitrate localisé sur le tonoplaste (AtNRT2.7), impliqué dans le 
chargement en nitrate de la vacuole dans les graines.  
 
Le partenaire 2 a étudié finement la famille AtCLC dont un des membres est un acteur clé de l’accumulation 
du nitrate dans les vacuoles de cellules foliaires, la protéine AtCLCa qui fonctionne comme échangeur 
2NO3-/H+ localisé sur le tonoplaste.  
 
Les objectifs du projet sont d’étudier i) l’impact d’une modification des flux à travers le tonoplaste sur les flux 
à travers la membrane plasmique et sur la concentration du nitrate vacuolaire et cytosolique ii) l’impact d’une 
modification des flux à travers la membrane plasmique sur les flux à travers le tonoplaste et les pools de 
nitrate vacuolaire et cytosolique. Ces études reposeront sur l’analyse de génotypes particuliers, modifiés 
pour l’expression d’un gène cible codant pour un transporteur localisé soit sur la membrane plasmique 
(AtNRT2.1 et AtCLCc) soit sur le tonoplaste (AtNRT2.7 et AtCLCa).  
 
 
 
 



PROJET POLYCOMBARA – PROGRAMME BLANC 2008 

 
MECHANISM OF GENE SILENCING MEDIATED BY A VARIANT OF POLYCOMB REPRESSIVE 

COMPLEX 1 IN ARABIDOPSIS THALIANA 

 
Gaudin Valérie 

Institut Jean-Pierre Bourgin INRA AgroParisTech UMR 1318 - Versailles 
  
Polycomb Repressive Complexes (PRC1 and PRC2) are key chromatin complexes in gene regulation, 
involved in several aspects of cell life, development and responses to internal and external cues, in 
eukaryotes. While PRC2 is conserved in plants and has important functions in seed development, flowering 
time regulation, vernalization response or cell fate determination, the plant PRC1 was more recently 
discovered and remains to be better characterized. LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1), which 
recognizes the epigenetic mark H3K27me3 as does Polycomb (Pc), a subunit of PRC1 in animals, is a major 
PRC1-core component. 
 
The POLYCOMBARA project aims to study the functions and the composition of LHP1/PRC1 complexes in 
A. thaliana in order to understand the specificity and the mode of action of the plant Polycomb-mediated 
repression. During the course of the ANR project, we have characterized new LHP1-binding proteins, LIF2 
and RING-domain proteins. The LIF2 RNA binding protein suggests intriguing links between plant PRC1 
complexes and the RNA world whereas RING-domain proteins were shown to interact with LHP1 and are 
involved in histone H2A ubiquitination and plant gene silencing. Interplay of histone code with PRC1 
silencing was also characterized to better understand the establishment of chromatin modifications at PRC1-
targeted loci. 
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PROJET PUMPKin – PROGRAMME BLANC 2008 

 
ENERGIZING THE PLANT PLASMA MEMBRANE: TOWARDS A MOLECULAR FRAMEWORK ON THE 
INTEGRATED ROLES OF PROTON PUMPS, SHAKER K+IN CHANNELS AND ASSOCIATED PROTEIN 

NETWORKS 
 

Leung Jeffrey 
Institut des Sciences du Végétal CNRS UPR2355 - Gif-sur-Yvette  

  
Chez toutes les cellules, l'énergisation de la membrane plasmique par des pompes ioniques constitue une 
fonction cruciale. Ces pompes excrètent des ions (Na+  ou H+) de manière active en utilisant l'énergie 
d'hydrolyse de l'ATP. Elles convertissent ainsi cette énergie sous la forme d'un gradient électrochimique 
transmembranaire d'ions (Na+ ou H+). Ce gradient entraîne le fonctionnement de systèmes de transport 
secondaires (canaux ioniques, symports, uniports...) qui assurent les échanges d'ions minéraux et de 
solutés organiques avec le milieu extérieur et participent à des chaînes de signalisation, électrique ou 
calcique par exemple. 
 
Chez les plantes, l'énergisation de la membrane plasmique implique des ATPases pompes à protons (H+ 
ATPases). L'excrétion des ions H+  a pour effet de créer un gradient de potentiel électrochimique de H+  
entre l'intérieur et l'extérieur de la cellule. Ces pompes sont très énergétiques et électrogènes. Le gradient 
de potentiel électrique (intérieur de la cellule négatif) peut être bien plus grand que dans les cellules 
animales, inférieur à  250 mV dans certaines situations. Le contrôle de la polarisation cellulaire implique une 
interaction fonctionnelle entre les H+ ATPases responsables de l'énergisation membranaire et des canaux 
potassiques assurant un influx de K+ , qui constitue un shunt électrique du flux de H+  sortant. Outre leur 
rôle dans le contrôle du potentiel de membrane, les ions K+  ainsi absorbés sont impliqués dans la 
régulation de la turgescence cellulaire et les fonctions connexes, comme par exemple la croissance 
cellulaire ou les mouvements des cellules de garde qui contrôlent l'ouverture des stomates à la surface des 
feuilles et les échanges gazeux de la plante avec l'atmosphère (fixation de CO2 par photosynthèse, perte de 
H2O par transpiration).  
 
Notre objectif est d'explorer les mécanismes de régulation et d'interactions fonctionnelles des pompes H+ -
ATPases et des canaux potassiques de la famille Shaker, responsables de la grande majorité des flux de K+  
à la surface des cellules. Nous cherchons en particulier à mieux comprendre les régulations auxquelles ces 
protéines sont soumises par l'identification de nouvelles protéines régulatrices. Pour cela nous avons utilisé 
une combinaison de plusieurs approches: tests fonctionnels dans l'ovocyte de xénope, complémentation 
d'un mutant de levure déficient pour le transport de K+ ,  tests d'interaction en split-ubiquitine et BiFC 
(Bimolecular Fluorescence Complementation). Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, nous avons 
observé un effet inattendu de l'ATPase AHA1 sur l'activité de canaux Shaker, indépendant du potentiel de 
membrane et de l'activité de l'ATPase. Au niveau de la plante, des mesures de transpiration sur feuilles 
excisées ont révélé des anomalies du fonctionnement des stomates chez les mutants affectés dans le 
fonctionnement des canaux et des ATPases. Des protéines candidates pour la régulation des  ATPases et 
des canaux ont été repérées, et ont fait l'objet d'un début de caractérisation fonctionnelle dans la levure, 
l'ovocyte de xénope et/ou dans la plante. 
 
 
 
 



PROJET RARE – PROGRAMME BLANC 2007 

 
DIVERSITY OF METABOLIC INTERACTIONS INSIDE AN ARSENIC-RICH MICROBIAL ECOSYSTEM 

REVEALED BY META- AND PROTEO-GENOMICS 

 
Bertin Philippe 

Génétique Moléculaire, Génomique et Microbiologie CNRS UMR 7156 - Strasbourg 
  
By their metabolic activities, microorganisms play a crucial role in the biogeochemical cycles of elements. 
The complete understanding of these processes requires however the deciphering of both the structure and 
the function, including synecologic interactions, of microbial communities. Using a metagenomic approach, 
we demonstrated here that an acid mine drainage highly contaminated with arsenic is dominated by seven 
bacterial strains whose genomes were reconstructed. Five of them represent yet uncultivated bacteria and 
include two strains belonging to a novel bacterial phylum present in some similar ecosystems, and which 
was named “Candidatus Fodinabacter communificans”. Metaproteomic data unravelled several microbial 
capabilities expressed in situ, such as iron, sulfur and arsenic oxidation that are key mechanisms in 
biomineralization, or organic nutrient, amino acid, and vitamin metabolism involved in synthrophic 
associations. A statistical analysis of genomic and proteomic data and RT-PCR experiments allowed us to 
build an integrated model of the metabolic interactions that may be of prime importance in the natural 
attenuation of such anthropized ecosystems. 
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PROJET Regupath – PROGRAMME BLANC 2007 

 
GENETIC REGULATORY NETWORK AND TOPOLOGICAL STATE OF DNA IN THE EXPRESSION OF 

THE MAIN VIRULENCE GENES OF DICKEYA DADANTII 

 
Nasser Henri William 

Microbiologie, Adaptation et Pathogénie CNRS UMR 5240 - Lyon 
  
Dickeya dadantii (formely Erwinia chrysanthemi) is an enterobacteria responsible for the soft rot disease of 
many plants of agricultural importance. Its pathogenicity is characterized by a rapid necrosis of 
parenchymatous tissues and a broad host specificity. Soft rot symptoms are associated with the synthesis of 
extracellular degradative enzymes, mainly pectate lyases (Pels), which degrade the plant cell walls. 
However, an efficient colonization of the plant requires additional factors such as production of 
exopolysaccharides, iron assimilation and proteins able to fight the plant defense reactions. The main 
objective of this project was to elucidate the mechanisms occuring in the bacteria during the transition from 
latent phase to disease expression. To this end, we took into consideration both the impact of changes in the 
structural organization of the chromosome, the transcription machinery and global metabolism. 
 
Expression of the D. dadantii virulence genes, particularly the pel genes, is modulated by a complex 
regulatory network involving various regulators, the activity of which is modulated by different stimuli such as 
pectic compounds (KdgR), growth phase (Fis), catabolic repression (CRP), temperature and nutritional 
starvation (H-NS, PecT and Fis). Using qualitative mathematical modelling a hierarchy of the relative 
importance of the numerous regulators has been established. This qualitative analysis also highlighted that 
the minimal, but essential, subnetwork underlying Pels synthesis is the feedback loop concerning pectin 
catabolism, which mostly involves the repressor KdgR, the Pels and the metabolic aspect of the network.  
Quantitative modeling of this network revealed that pectic compounds are completely degraded before the 
peak of induction of pel genes. This paradox could compensate the dilution of the enzymes during infection. 
A dynamic model of the impact of substrate concentration on the production of Pels has also been 
established.  
 
The stimuli modulating the virulence gene expression also act on the structural organisation of DNA and 
remarkably, two main regulators of the virulence genes, H-NS and Fis, are chromatin structuring proteins. 
We have showed that the expression of the virulence genes is modulated by changes in the DNA topology 
and that H-NS and Fis adjust the global structural modifications of the chromatin at the virulence gene 
promoters in order to optimize their expression. Regulation of the transcription of the virulence genes by a 
dynamic cooperation between the transcription machinery (RNA polymerase and regulators) and the 
topological state of DNA was proposed.  
 
Analysis of the expression of D. dadantii genome was performed at different stages of infection in order to 
identify genes differentially expressed during the infection process. Circuits responsible for the coordination 
of gene expression were investigated in laboratory conditions mimicking the events encountered by the 
bacteria during infection. These analysis allowed the identification of new regulators of virulence and showed 
a strong antagonism between basal metabolism and synthesis of virulence factors. Extraction of regulatory 
networks from these data was initiated using different softwares. This should provide precise information on 
the mechanisms that allow the bacteria to adapt to various changes in its environment. 
 
 
 
 



PROJET RETROMER – PROGRAMME BLANC 2008 

 
ROLE DU COMPLEXE RETROMERE DANS LE DEVELOPPEMENT CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA 

 
Gaude Thierry 

Reproduction et Développement des Plantes CNRS/INRA/ENS UMR 5667 - Lyon  
  

The retromer complex localizes to endosomal membranes and is involved in protein trafficking. In mammals, 
it is composed of a dimer of Sorting Nexins (SNXs) and of the core retromer consisting of Vacuolar Protein 
Sorting (VPS)26, VPS29 and VPS35. This complex is involved in the recycling of receptors, known as 
vacuolar sorting receptors (VSRs), which mediate the transport of vacuolar hydrolases. It allows retrieval of 
VSRs from endosomes back to the trans-Golgi Network (TGN), and hence their reuse for multiple rounds of 
hydrolase delivery to the vacuole. The retromer is strongly conserved among eukaryotes; we found all 
retromer components to be conserved in the A. thaliana genome (Vanoosthuyse et al., 2003; Jaillais et al., 
2007).  
 
We showed that SNX1 interacts with the kinase domain of various receptor kinases, including the 
Arabidopsis CLAVATA1 receptor, which is implicated in meristem development and stem cell maintenance 
and the Brassica SRK receptor involved in self-incompatibility (SI), a cell/cell recognition system that 
prevents inbreeding in flowering plants (Vanoosthuyse et al., 2003). These data suggest that the plant 
retromer might have a role in a variety of signal transduction pathways, for example through the regulation of 
PRK recycling. Our work and the studies in animal and other plant models highlight the essential functions 
that endocytosis and the retromer complex may play in the regulation of developmental processes in various 
organisms. However, its exact role in these pathways is still elusive and the different developmental 
processes in which the retromer is involved remain to be determined. The aim of our ANR project is to 
investigate the function of the retromer in the regulation of SI and other plant developmental processes in the 
model plant A. thaliana.  
 
Our work revealed some unique features of the plant retromer compared to its yeast and animal 
counterparts, notably regarding its molecular assembly, membrane recruitment (Pourcher et al., 2010; 
Santambrogio et al., submitted), and functions (Jaillais et al., 2007; Pourcher et al., 2010). 
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PROJET RHYTHMS – PROGRAMME BLANC 2007 

 
ROLE OF HYDROGEN PEROXIDE IN THE ESTABLISHMENT OF THE MEDICAGO TRUNCATULA  

SINORHIZOBIUM MELILOTI SYMBIOSIS 

 
Puppo Alain 

CNRS UMR 6192 INRA - Nice 
  
Les Légumineuses occupent une place importante en agriculture, puisqu’on estime qu’elles sont cultivées 
sur environ 200 millions d’hectares (soja, pois, haricot, arachide, luzerne). Leur caractéristique remarquable 
réside dans la capacité à établir une symbiose avec des bactéries du sol, regroupées sous le nom générique 
de Rhizobium. Cette interaction symbiotique conduit à la formation de nouveaux organes sur les racines, 
appelés nodosités, qui sont capables de réduire l’azote atmosphérique en ammoniac, directement 
assimilable par la plante. Elle contribue donc fortement à la réduction des coûteux intrants azotés et de la 
pollution des nappes phréatiques qu’ils induisent. Il y a donc un intérêt majeur à mieux comprendre comment 
s’établit cette interaction. Or il est maintenant clair que les espèces actives de l’oxygène (et en particulier le 
peroxyde d’hydrogène, H2O2) jouent un rôle majeur de signal dans le développement des plantes et lors de 
leurs interactions biotiques.  
 
L’objectif de ce projet a donc été de mieux définir l’implication de l’H2O2 dans la mise en place et le 
fonctionnement de cette symbiose, dans une visée d’optimisation d’un processus dont les retombées socio-
économiques sont importantes. Le projet, mené sur le couple symbiotique modèle Medicago truncatula – 
Sinorhizobium meliloti, a fait appel à des technologies variées telle que celle de l’ARN interférant, la 
construction de mutants bactériens, la transcriptomique et la microscopie confocale. 
 
La réalisation de ce projet a donné lieu à la première étude phylogénétique des gènes codant des NADPH 
oxydases chez M. truncatula, a permis de montrer que la production d’H2O2 via une de ces enzymes est de 
nature à moduler l’activité de fixation d’azote de la nodosité mature. Ceci met en évidence le rôle de l’H2O2 
comme signal dans l’optimisation du fonctionnement de la symbiose. Il apparaît par ailleurs que S. meliloti 
perçoit les variations de la concentration d’H2O2 intracellulaire et module en conséquence et de façon 
différenciée son expression génique. 
 
 
 
 



PROJET RNAPATHS – PROGRAMME BLANC 2008 

 
INTEGRATION OF RNA QUALITY CONTROL AND RNA SILENCING PATHWAYS IN ARABIDOPSIS 

 
Mallory Allison 

Institut Jean-Pierre Bourgin INRA AgroParisTech UMR 1318 - Versailles 
  
RNA silencing is an essential mechanism regulating gene expression and defense against invading nucleic 
acids. Conserved among a wide range of organisms, RNA silencing is directed by 20-24nt small RNAs, 
which bind ARGONAUTE (AGO) effecter proteins and guide RNA cleavage and translational repression in a 
sequence-specific manner. The two major classes of small RNAs, siRNAs and miRNAs are produced 
through cleavage of perfectly or imperfectly double-stranded RNA (dsRNA) precursors, respectively. RDR6 
(RNA Dependent RNA Polymerase 6) and SGS3 (Suppressor of Gene Silencing 3) are key components of 
the siRNA-directed silencing pathway and are involved in the synthesis of dsRNA. Aberrant RNA molecules 
are stabilized by SGS3 and used by RDR6 as template to synthesize dsRNA, which is bound by RNAseIII 
enzymes and cleaved to siRNAs.   
 
In addition to small RNA-directed silencing, eukaryotic cells have evolved several additional mechanisms to 
detect and eliminate aberrant or dysfunctional RNAs. These processes, known as RNA Quality Control 
(RQC), are mediated by a diverse group of RNA-binding proteins. Key steps in controlling such RNAs are the 
removal of the 5'-CAP structure, a process that is mediated by a suite of proteins including DCP1 and VCS, 
and deadenylation.   
 
We are interested in understanding the integration of RQC, siRNA and miRNA silencing pathways using 
Arabidopsis thaliana as a model system to study the dynamics of RNA degradation processes in vivo. Using 
RNA silencing reporter lines and miRNA pathway mutants, we have found that the miRNA pathway 
represses siRNA-directed silencing by limiting the availability of AGO1, the primary AGO involved in RNA 
silencing (Martinez de Alba et al., in press). Indeed, specifically increasing AGO1 protein availability by 
expressing a miRNA resistant version of AGO 1 was sufficient to enhance RNA silencing.   
 
In addition, the localization of different RNPs involved in RQC and siRNA mediated silencing pathways has 
been analyzed. Using fluorescent fusion proteins, we have determined that SGS3 and RDR6 colocalize in 
cytoplasmic mobile foci that are located in the proximity of DCP1-containing P-bodies. Our results will shed 
light into the mechanisms by which RQC and RNA silencing pathways protect the cell from dysfunctional 
endogenous RNAs and from exogenous invading RNAs. 
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PROJET SCHISTOPHEPIGEN – PROGRAMME BLANC 2007 

 
HOW DOES CO-EVOLUTION DRIVE COMPATIBILITY POLYMORPHISM IN BIOMPHALARIA 

GLABRATA / SCHISTOSOMA MANSONI INTERACTION? 

 
Mitta Guillaume 

Biologie et Ecologie Tropicale et Méditerranéenne CNRS UMR 5244 - Perpignan 
  
The coevolutionary dynamic playing in host-parasite interactions leads to an arms race between host and 
parasite. In certain models like the Biomphalaria glabrata/Schistosoma mansoni interaction, this arms race 
results in a compatibility polymorphism for which the molecular bases remained largely unknown. We 
recently identify several molecular determinants that could explain this phenomenon. They are involved in 
immune recognition and effector processes. Concerning recognition, we identified polymorphic antigens from 
S. mansoni that we called S. mansoni Polymorphic Mucins (SmPoMucs). We showed that SmPoMucs 
interact with diversified immune receptors from the mollusk, the Fibrinogen-related Proteins (FREPs). The 
confrontation of SmPoMucs and FREPs repertoires from each parasite and host individual could define 
partly the fate (compatible or incompatible) of the interaction. Concerning immune effectors, we studied the 
production of Reactive Oxygen Species (ROS) by B. glabrata and the S. mansoni ability to neutralize these 
molecules using ROS scavengers. We showed that a phenotypic concordance exists between the levels of 
host ROS production and parasite ROS scavengers’ production in compatible associations. All together 
these results suggest that the compatibility polymorphism in the B. glabrata/S. mansoni interaction is a 
multifactorial phenomenon resulting from reciprocal adaptation of molecules involved in recognition and 
effector mechanisms. 
 
 
 



PROJET SiXY – PROGRAMME JCJC 2008 

 
PLANT SEX CHROMOSOMES IN THE NEXT-GENERATION SEQUENCING ERA 

 
Marais Gabriel 

Laboratoire Biométrie et Biologie Evolutive CNRS UMR 5558 - Lyon 
  
The theory for the evolution of sex chromosomes mainly comes from data in mammals, drosophila and birds, 
all having old sex chromosomes. Alternative model organisms to study sex chromosomes include Silene 
latifolia, a dioecious plant with heteromorphic sex chromosomes that originated only about 10 MY ago. 
Previous work suggests that S. latifolia XY chromosomes have gradually stopped recombining and that the Y 
is undergoing degeneration as in animal sex chromosomes. However, this earlier work has been greatly 
limited by the slow pace of sex-linked gene identification in this species (1-2 new genes / year) and <20 such 
genes are currently known. This situation is now changing thanks to next-generation sequencing 
approaches. In this project, our aim was to use such approaches to obtain large amounts of S. latifolia 
sequences and to perform large-scale analysis of sex chromosomes for the first time in this species. We 
obtained large amounts of trancriptomic data using Illumina deep sequencing and genomic data by 
sequencing BACs and identified many new sex-linked genes. 
 
Using this new data, we could address the questions of how X and Y chromosomes stop recombining in S. 
latifolia, the extent of Y degeneration in S. latifolia (Y gene loss in particular), and the existence of dosage 
compensation in plant sex chromosomes. We also collected transcriptomic data in other Silene species to do 
comparative analysis and study the effect of becoming dioecious on genome evolution. For some specific 
questions, the data is not sufficient in S. latifolia and we switched to humans to perform both data analysis 
and theoretical work.  
 
This project was developed in Lyon at the LBBE with help from the Rhone-Alpes bioinformatic center and 
from collaborators in Switzerland (A. Widmer, ETH Zurich), Portugal (I. Gordo, Gulbenkian Inst.), Ireland (A. 
McLysaght, Trinity College Dublin), USA (M. Long, Univ. Chicago) and other countries. It yielded to 6 
published (or in press) articles. 4 more articles are either submitted (3) or in preparation. 
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PROJET SphingopolaR – PROGRAMME BLANC 2007 

 
ROLE DES SPHINGOLIPIDES DANS LA POLARITÉ CELLULAIRE ET LE DEVELOPPEMENT VEGETAL 

 
Faure Jean-Denis 

Institut Jean-Pierre Bourgin INRA AgroParisTech UMR 1318 - Versailles 
  
L'objectif du projet SphingopolaR est de comprendre le rôle des sphingolipides dans la mise en place et le 
maintien de la polarité cellulaire et de son impact sur le développement des plantes. Les sphingolipides sont 
des molécules structurales nécessaires à la formation de microdomaines membranaires mais aussi des 
molécules de signalisation régulant la prolifération et la différenciation cellulaire. La connaissance des 
mécanismes moléculaires et cellulaires associés aux sphingolipides reste encore très parcellaire chez les 
plantes supérieures. La combinaison des données acquises chez la levure d'une part et des outils de 
génomique fonctionnelle chez la plante modèle Arabidopsis thaliana d'autre part offre aujourd'hui la 
possibilité d'élucider certaines des fonctions des sphingolipides dans la physiologie cellulaire végétale.  
 
Le projet s'est focalisé sur le rôle de la longueur des chaînes d'acides gras des sphingolipides ainsi que sur 
les sphingolipides neutres ou glucosylcéramides. Le projet est structuré autour de 3 axes. En premier lieu, 
l'analyse fonctionnelle de 4 gènes impliqués dans des étapes clefs de la biosynthèse des sphingolipides 
combinée avec l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques du métabolisme des sphingolipides a permis de préciser 
la fonction des ces molécules dans la physiologie de la plante. Un deuxième axe de recherche a consisté 
dans l'analyse du rôle  des sphingolipides dans la mise en place et le maintien de la polarité cellulaire. L'effet 
d'une modification quantitative et qualitative du contenu en sphingolipides sur la polarité cellulaire a été 
étudié en prenant le transport polarisé de l'auxine comme système modèle. Un troisième axe de recherche 
s'est focalisé sur le rôle des sphingolipides dans la régulation de la dynamique membranaire (compartiments 
endomembranaires et trafic vésiculaire).  
 
En conclusion, ce projet combinant des approches intégrées et multidisciplinaires a associé des études du 
niveau de la plante entière et de la cellule, ce qui a permis de révéler des fonctions non suspectées des 
sphingolipides sur la distribution polaire de protéines et le développement de la plante. Il a aussi permis 
d'approfondir la relation fonctionnelle entre la dynamique des compartiments endomembranaires et leurs 
machineries de transport associées. 
 
Le projet a résulté dans la publications de 7 publications dont 6 associées avec au moins deux partenaires 
du consortium. 
 
 
 
 



PROJET STAMP – PROGRAMME BLANC 2007 

 
OCELET : UN LANGAGE DE MODELISATION ET UN OUTIL DE SIMULATION DE DYNAMIQUES 

PAYSAGERES 

 
Lo Seen Danny 

Cemagref/CIRAD UMR TETIS - Montpellier  
  
L’analyse d’images satellite prises à plusieurs années d’intervalle montre que les paysages changent au 
cours du temps. Ces changements sont révélateurs de processus en cours, multiples et complexes, que les 
chercheurs ont pour objectifs de comprendre et de décrire. Pour faire le lien entre les changements observés 
et les processus qui en sont à l’origine, ils utilisent la modélisation spatiale et temporelle, à différentes 
échelles d’analyse. Plusieurs approches de modélisation ont été proposées pour répondre à ce besoin, les 
plus connues étant basées sur les automates cellulaires, les systèmes multi-agents, les systèmes à 
évènements discrets, les systèmes à compartiments et les systèmes d’information géographique. Ces 
approches ont chacune trouvé des domaines d’applications où elles ont pu montrer leurs intérêts, mais la 
recherche sur la modélisation de l’environnement reste organisée autour d’outils peu compatibles entre eux, 
dans des communautés très dynamiques et finalement assez cloisonnées, alors même que l’intégration de 
différentes disciplines est plus que jamais nécessaire pour répondre aux nombreuses questions importantes 
auxquelles nos sociétés actuelles sont confrontées.  
 
Une faiblesse de ces approches est la forte contrainte liée au format utilisé pour représenter les entités 
spatiales, ce qui oblige le modélisateur à réfléchir en termes de grilles, points, lignes ou polygones. Pour 
tenter de lever cette contrainte, nous explorons ici une approche basée sur l’emploi de primitives de 
modélisation. Pour cela, il a fallu identifier et définir formellement les concepts essentiels pour le 
modélisateur, construire un langage informatique de modélisation (baptisé Ocelet), avec grammaire et 
syntaxe, pour manipuler ces concepts, et ensuite construire le compilateur, l’interface de modélisation et 
l’environnement d’exécution de simulations. Avec Ocelet, le paysage est considéré comme un système où 
des entités interagissent entre elles au travers de relations. Le langage peut utiliser des primitives 
préconstruites pour décrire ces entités, les mettre en relation, et établir des scénarios d’évolution du 
système. L’étude de plusieurs cas réels et complexes, aussi divers que la dynamique des mangroves sur les 
côtes guyanaises ou la fièvre de la vallée du Rift dans la zone des mares du Ferlo au Sénégal, a permis non 
seulement d’identifier les concepts appropriés, mais aussi de les mettre à l’épreuve. 
 
Le résultat concret de ce projet est un outil qui permet de modéliser avec une grande liberté d’expression 
une portion de territoire pour pouvoir simuler son évolution dans le temps. Il se présente comme un 
environnement logiciel donnant accès à un ensemble de méthodes et des bibliothèques de primitives, que 
les modélisateurs peuvent enrichir ou utiliser selon leurs besoins. L’approche est basée sur la manipulation 
de graphes (objet mathématique exprimant un ensemble d’entités dont certaines sont en interaction), qui 
sont employés ici de manière innovante pour la modélisation de paysages dynamiques.   
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PROJET StreptoFlux – PROGRAMME BLANC 2007 

 
GENE FLUX IN STREPTOMYCES: CONJUGATIVE TRANSFER, CHROMOSOMAL RECOMBINATION 

AND IMPACT OF BIOTIC FACTORS 

 
Leblond Pierre 

Laboratoire de génétique et microbiologie INRA UMR 1128 - Nancy 
 

  
Parmi les mécanismes évolutifs, le transfert horizontal est le processus le plus rapide et efficace de 
génération de variabilité chez les bactéries. Ce processus fournit un flux constant d’information génétique 
permettant l’acquisition de nouvelles fonctions dont certaines peuvent favoriser l’adaptation de Streptomyces 
à son environnement sol. L’impact des facteurs biotiques sur l’efficacité de transfert d’information dans la 
rhizosphère impliquant les Streptomyces est peu documenté bien que ces bactéries sont bien connues pour 
interagir avec de nombreux autres genres bactériens et différents champignons dans leur environnement 
naturel. 
 
La conjugaison est le mécanisme de transfert horizontal le plus probablement responsable de l’acquisition 
de séquences nouvelles par les Streptomyces, notamment en raison du grand nombre d’éléments 
conjugatifs (plasmides linéaires ou circulaires, et éléments intégrés au chromosome) capables de mobiliser 
des séquences chromosomiques. 
 
Le programme StreptoFlux affiche trois objectifs majeurs : 
• caractériser les mécanismes d’acquisition d’information génétique, 
• caractériser les mécanismes d’intégration de cette information au sein du chromosome, 
• tester l’influence sur ces mécanismes d’échange de la présence de bactéries, champignons et plantes qui 
partagent naturellement l’écosystème des Streptomyces. 
 
Des études antérieures ont montré que le génome des Streptomyces, qui est linéaire, est composé de 
différentes régions: (i) une région “core” centrale contenant les gènes essentiels et (ii) deux bras comportant 
majoritairement des gènes de contingence. La comparaison des génomes de Streptomyces a révélé une 
augmentation des évènements d’insertions et délétions (indels) vers les extrémités du chromosome. Ainsi 
ces observations suggèrent que le gradient d’indels pourrait résulter de deux phénomènes non exclusifs. 
Premièrement, la fréquence d’apparition de cassures double-brin pourrait augmenter vers les extrémités du 
chromosome. Deuxièmement, la réparation des cassures double-brin par recombinaison homologue ou 
illégitime pourrait dépendre de la localisation de la cassure sur le chromosome. 
 
Les mécanismes de recombinaison qui permettent d'intégrer l'information génétique au niveau d'une cassure 
double-brin sont la recombinaison homologue et la recombinaison illégitime dite NHEJ (pour non 
homologous end-joining). Les questions posées sont donc de savoir (i) quels sont les mécanismes de 
recombinaison présents chez S. ambofaciens qui permettent l'intégration d'information génétique au niveau 
d'une cassure double-brin et (ii) quels sont les facteurs, biotiques et abiotiques, qui influencent ces 
mécanismes. 
  
Les travaux réalisés ont ainsi permis de: 
• mettre en évidence les acteurs majeurs du système NHEJ chez S. ambofaciens, 
• créer des contextes mutants permettant d'étudier l'implication des systèmes de recombinaison dans la 
variabilité chromosomique de S. ambofaciens, 
• découvrir des facteurs biotiques influençant le transfert d'éléments génétiques chez Streptomyces. 
 
 
 
 
  



PROJET SUPPR – PROGRAMME JCJC 2007 

 
AN ARABIDOPSIS DUAL-LOCALIZED PENTATRICOPEPTIDE REPEAT PROTEIN INTERACTS WITH 

NUCLEAR PROTEINS INVOLVED IN GENE EXPRESSION REGULATION 
 

Giegé Philippe 
Institut de Biologie Moléculaire des Plantes CNRS UPR 2357 - Strasbourg 

  
During a general survey of pentatricopeptide repeat (PPR) proteins, we have identified a subset of PPR 
proteins bound to polysomes in plant mitochondria. 
 
As part of this family of proteins, PNM1 (for PPR protein localized to the nucleus and mitochondria 1) is 
particularly interesting. It is a novel PPR protein that is dual localized to mitochondria and nuclei in 
Arabidopsis thaliana. Genetic complementation showed that loss of PNM1 function in mitochondria, but not 
in nuclei, is lethal for the embryo. In mitochondria, it is associated with polysomes and may play a role in 
translation. In the nucleus it binds proteins involved in regulating gene expression, especially a TCP 
transcription factor. This class of proteins was recently shown to control the expression of nuclear genes 
encoding mitochondrial proteins that contain cis-acting “site II” regulatory elements in their promoter regions. 
The analysis of mutant plants showed that some genes with site II elements have increased expression 
levels when PNM1 is not present in the nucleus. This suggests that PNM1 might act as a negative regulator 
for the expression of an unknown number of genes with site II elements. Altogether, PNM1 might act as a 
nuclear regulator and / or could be a retrograde messenger molecule from mitochondria to the nucleus for 
the fine-tuning of nuclear gene expression required for mitochondrial biogenesis. 
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PROJET SYMDYNAMICS – PROGRAMME BLANC  

 
A KEY ROLE FOR CA2+ SIGNALING DURING HOST-REGULATED ENDOSYMBIOTIC ROOT 

COLONIZATION 

 
Barker David 

Laboratoire des interactions Plantes Micro-organismes CNRS/INRA UMR 2594/441 - Toulouse 
  
The successful establishment of mutualistic associations between higher plants and soil microbes such as 
nitrogen-fixing rhizobia and arbuscular mycorrhizal (AM) fungi requires that the respective microsymbionts 
traverse outer root tissues without activating host defence responses. This highly regulated process, known 
as accommodation, is achieved via the sequential differentiation of specialised transcellular compartments 
within epidermal and outer cortical root cells. The primary objective of this ANR project has been to study the 
cellular signaling and re-modeling associated with this unique mode of apoplastic infection and to attempt to 
identify conserved mechanisms of endosymbiotic accommodation. Here we will focus on the development of 
novel tools for studying microbe-host signaling in planta during root colonisation and the results that have 
been obtained in relation to the role of host Ca2+ signaling both prior to and during outer root cell infection by 
rhizobia and AM fungi. 
 
It has been known for over a decade that, prior to root infection, rhizobia signal to their host legume plant by 
secreting specific lipochito-oligosaccharides known as Nod factors. These molecules trigger a plant signaling 
pathway essential for subsequent infection and which is characterised by the activation of cytosolic Ca2+ 
spiking in root epidermal cells. On the assumption that this key secondary messenger would also be involved 
in transducing both rhizobial and AM signals during apoplastic root infection we have developed 
experimental protocols for these two endosymbioses based on in vivo calcium reporters known as 
cameleons in order to monitor Ca2+ fluctuations within different cellular compartments throughout all stages 
of outer root colonization. In particular, we introduced a nuclear-targeted cameleon into roots of the model 
legume Medicago truncatula and have been able to show for the first time that rhizobial Nod factors also 
activate oscillatory calcium spiking within the nucleus of the root hair (Sieberer et al., 2009, Plant Physiol. 
151, 1197-1206).  
Using both cytoplasmic and nuclear cameleon reporters we were then able to demonstrate that Ca2+ spiking 
is indeed present during rhizobial and AM infection, and that the spiking pattern (or signature) depends upon 
the precise stage of infection. Furthermore, we have been able to correlate the Ca2+ signaling response with 
the complex intracellular dynamics involving nuclear migration and cytoplasmic remodeling which precedes 
and accompanies cell infection. Most strikingly, our results reveal identical high frequency Ca2+ spiking 
signatures during the initial stages of outer cortical cell entry by both microsymbionts (Sieberer et al., 2011, 
Plant J., submitted). These findings therefore provide strong evidence in favour of a conserved apoplastic 
infection mechanism for root endosymbiotic infection.  
 
Finally, the nuclear-localised cameleon was also exploited in order to evaluate the role of Ca2+ signaling 
during pre-infection stages of the AM association. In this way, we have been able to show that a 
characteristic Ca2+ spiking response is triggered in host epidermal cells in direct contact with AM hyphal 
adhesion structures known as hyphopodia. Furthermore, this signaling depends on host genes required for 
successful AM infection and the calcium signature is distinct from that elicited by rhizobial signals (Chabaud 
et al., 2011, New Phytol., 189, 347-355). This discovery implies that diffusible fungal elicitors activate an 
essential AM-specific signal transduction pathway prior to infection and that this Ca2+ signaling response is 
different from that observed during subsequent infection. We therefore anticipate that legume roots 
expressing cameleon reporters can be used to identify these novel symbiotic fungal signals as well the 
associated host perception machinery.  
 
 
 
 



PROJET SYMPA – PROGRAMME BLANC 2008 

 
EXPERIMENTAL EVOLUTION OF A PLANT PATHOGEN INTO A LEGUME SYMBIONT 

 
Masson-Boivin Catherine 

Laboratoire des interactions Plantes Micro-organismes CNRS/INRA UMR 2594/441 - Toulouse 
  
Legumes and bacteria collectively known as rhizobia cooperate in a nitrogen-fixing symbiosis of major 
ecological importance that occurs on all continents and accounts for a fourth of the nitrogen fixed annually on 
earth. Rhizobia are a rare example of phylogenetically disparate bacteria that have achieved the same 
complex biological function, raising fascinating questions regarding their evolution. Ample evidence indicates 
that horizontal transfer of symbiotic plasmids/islands has played a crucial role in rhizobia evolution. However, 
adaptive mechanisms that allow the recipient genomes to express symbiotic traits are unknown. 
 
We have launched the experimental evolution of a plant pathogen into legume symbionts using a “design 
then evolve” strategy. We transferred the symbiotic plasmid of the Mimosa symbiont Cupriavidus taiwanensis 
into the phytopathogen Ralstonia solanacearum, generating a non-nodulating and still pathogenic chimera, 
that was subsequently evolved towards legume symbionts using serial plant-bacteria cocultures. 9 
independent lineages have been derived from three ancestral nodulating clones. Phenotypic analysis of 
evolved clones showed that all have acquired intracellular infection ability, whereas the wild-type R. 
solanacearum is strictly extracellular. Resequencing of evolved clones allowed identifying adaptive mutations 
in the hrpG-controlled virulence pathway of R. solanacearum that are crucial for the transition from 
pathogenicity towards mutualism. Our findings predict that natural selection of adaptive changes in the 
legume environment following horizontal transfer has been a major driving force in rhizobia evolution and 
diversification. 
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PROJET Sympasignal – PROGRAMME BLANC 2008 

 
SIGNAUX SYMBIOTIQUE ET PATHOGENE CHEZ LES LEGUMINEUSES 

 
Bono Jean-Jacques 

LRSV LIPM CNRS/INRA UMR 2594/441 - Toulouse 
  
Les composés à N-acétylglucosamine (GlcNAc) sont des signaux importants dans les interactions plantes-

-1,4-GlcNAc issus de la chitine 
pariétale des champignons pathogènes, qui induisent les réactions de défense et aident la plante à 
contrecarrer l’attaque microbienne. A l’opposé, les facteurs de nodulation (facteurs Nod) sont des lipo-
chitooligosaccharides (LCOs) produits par des Rhizobactéries qui, chez les Légumineuses, activent le 
programme symbiotique. Ils permettent la reconnaissance du symbiote, le développement contrôlé de 
l’infection par l’hôte et la production de nodosités racinaires dans lesquelles les bactéries fixent l’azote au 
bénéfice de la plante. Les LCOs et les COs, structuralement proches, sont perçus par des protéines 
apparentées contenant des domaines LysM. Chez la Légumineuse modèle M. truncatula, les gènes 
candidats récepteurs des facteurs Nod codent des récepteurs kinases à domaine LysM (LysM-RLKs) 
constitués d’un domaine extracellulaire contenant 3 motifs lysin (LysM), lié à un domaine cytosolique 
sérine/thréonine kinase par l’intermédiaire d’un domaine transmembranaire. Chez le riz, le récepteur de COs 
est une protéine à domaine LysM dénuée de domaine kinase et chez Arabidopsis thaliana une protéine 
LysM-RLK est essentielle à la perception de la chitine.  
 
M. truncatula interagit avec son symbiote Sinorhizobium meliloti mais aussi avec le parasite racinaire 
Aphanomyces euteiches, un ravageur des cultures de Légumineuses. A. euteiches est un oomycète qui, au 
contraire des vrais champignons, n’est pas sensé contenir de chitine dans sa paroi. Cependant, nous avons 
montré (i) qu’elle est riche en chitosaccharides, source potentielle de signaux COs reconnus par des 
protéines LysM (ii) qu’un mutant affecté dans un des récepteurs symbiotique présente une sensibilité accrue 
à A. euteiches. L’objectif du projet Sympasignal est de comprendre comment M. truncatula pourrait 
distinguer les microorganismes, soit symbiotiques (S. meliloti) soit pathogènes (A. euteiches), interagissant 
avec ses racines, en discriminant leurs signaux apparentés COs et LCOs au moyen de protéines à domaine 
LysM. Il associe des groupes de chimistes (CERMAV, Grenoble) et de biologistes (LIPM et LRSV, 
Toulouse). 
 
Dans un premier temps, le projet a consisté à caractériser les chitosaccharides de la paroi d’A. euteiches par 
des analyses de diffraction des rayons X et de RMN à l’état solide. Les composés à GlcNAc libérés de la 
paroi par hydrolyse enzymatique ont été fractionnés par chromatographie et testés pour leur activité élicitrice 
sur les racines de M. truncatula de façon à isoler les structures actives. Dans un deuxième temps nous 
avons cherché à comprendre les mécanismes de perception d’A. euteiches. L’intervention d’orthologues 
potentiels de récepteurs de COs de M. truncatula dans la reconnaissance de COs de synthèse ou des 
composés à GlcNAc d’A. euteiches, a été évaluée par l’analyse de l’expression de gènes marqueurs et de 
tests fonctionnels avec les lignées mutantes ou RNAi. En parallèle les mécanismes moléculaires de la 
reconnaissance des COs et LCOs par leurs récepteurs présomptifs ont étudiés par une approche 
biochimique. La spécificité ou les relations croisées des voies de signalisation associées aux COs et LCOs, 
ont été appréciées par une approche transcriptomique dans le but d’identifier les gènes spécifiquement 
impliqués dans la défense, la symbiose, ou les deux phénomènes. Les principaux résultats obtenus seront 
présentés et discutés. 
 
 
 
 



PROJET TBDTOMIC – PROGRAMME BLANC 2008 

 
PLANT CARBOHYDRATE SCAVENGING, A NEW ROLE FOR TONB-DEPENDENT TRANSPORTERS 

REVEALING COMMON STRATEGIES SHARED BY PLANT PATHOGENS, ENVIRONMENTAL 
BACTERIA AND HUMAN GUT SYMBIONTS 

 
Arlat Matthieu 

Laboratoire des interactions Plantes Micro-organismes CNRS/INRA UMR 2594/441 - Toulouse 
  
The outer membrane of Gram negative bacteria is the first barrier in contact with the external environment. It 
possesses different sets of embedded proteins, named outer membrane proteins (OMP), allowing nutrient 
uptake and signalling. Among these OMPs, TonB-dependent transporters (TBDTs) allow active transport of 
substrate molecules. For many years, the function of TBDTs has mainly been associated with the uptake of 
iron-siderophore complexes and of vitamin B12. Our work on the phytopathogenic bacterium, Xanthomonas 
campestris pv. campestris (Xcc), the causal agent of black rot of Brassicaceae, has revealed that TBDTs are 
also involved in the uptake of plant carbohydrates. In this case, TBDTs belong to complex systems, named 
CUT systems, which allow the uptake and metabolism of plant compounds. In the frame of this project, we 
have characterized two new CUT systems in Xcc and shed new light on metabolic adaptation of bacteria.  
 
The first system comprises 20 genes, including four TBDTs. It is related to the N-acetylglucosamine 
(GlcNAc) metabolic pathway and under the control of a complex regulatory cascade (1). It encompasses 
eight enzymes, three of which were characterized. This set of enzymes could be involved in the degradation 
of complex glycans containing GlcNAc. This CUT system functions in planta, but the exact nature of its 
substrate molecules is still unknown. As a first step towards the identification of these molecules, the xylem 
sap proteome of Brassica oleracea, a Xcc host plant, was characterized by LC-MS/MS (2). It has a high 
content in secreted N-glycoproteins, which might be loaded into the xylem sap from the root stele. Now, N-
glycans are tested as possible substrates of the GlcNAc CUT enzymes. 
 
The second system is required for xylan utilization. Xylan is the major structural hemicellulosic component of 
plant cell walls and the third most abundant polysaccharide in nature. This xylan CUT system includes 
enzymes for xylan backbone (xylanases) and decoration deconstruction. It also encompasses glucuronic and 
xylose metabolic pathways. It is induced by xylo-oligosaccharides which have a specific transport pathway, 
encompassing two TBDTs and three inner membrane transporters. This transport system seems to be 
connected with a specific intracellular xylanase which plays a central role in signalling and physiology of Xcc. 
This system is required for infection of host plants and survival on leaf surface (3). Interestingly, the 
xylanases of Xanthomonas species which control virulence are specifically conserved in plant pathogens, 
suggesting a specific role in pathogenesis. 
 
Comparative genomic studies have shown that the GlcNAc CUT system is specifically conserved in 
Xanthomonas spp., thus suggesting a specific role in the life cycle of these pathogens. The xylan CUT 
system is partly conserved in a wide range of bacteria, including human gut rumen or wood-borer symbionts 
as well as bacteria leaving in soil or aquatic bacteria and associated with decaying plants. These bacteria 
which belong to very different taxa, all display an overrepresentation of TBDTs, suggesting a pivotal role for 
these transporters in the scavenging of plant molecules and carbon cycle. 
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PROJET TEMPANAT – PROGRAMME BLANC 2007 

 
LUMIERE ET TEMPERATURE, LE POISSON PERS SON TEMPS ! 

 
Falcon Jack 

Laboratoire Arago CNRS/UPMC UMR 7232 - Banyuls-sur-Mer 
  
Impact de la température sur l'activité d'une famille d'enzymes de la synthèse de mélatonine, l'hormone 
donneuse de temps, chez les poissons. 
 
L'adaptation au milieu, donc la survie, suppose la synchronisation de fonctions variées avec les variations 
cycliques de l’environnement. Les horloges biologiques, au programme génétiquement déterminé, 
permettent d'anticiper ces variations et donc de mieux s'y préparer. La photopériode met à l'heure l'activité 
des horloges en les calant sur les rythmes naturels de 24h et saisonniers. Chez les ectothermes, dont les 
poissons, la température est à considérer. Ainsi, leur production nocturne de mélatonine, le signal de sortie 
des horloges des vertébrés, reflète la photopériode dans sa durée et la température dans son amplitude. 
Telle une empreinte hormonale, chaque poisson, selon son habitat, présente un profil journalier et annuel 
propre. Le résultat de millions d'années d'évolution est aujourd'hui mis en danger par le réchauffement 
climatique car c'est tout le système de programmation temporelle qui se trouve altéré. Anticiper et parer les 
effets de ce changement nécessite de comprendre les modes d'action de la température. Ici nous avons 
étudié l'impact de la température sur l'activité d'une enzyme de la voie de synthèse de la mélatonine, 
l'arylalkylamine N‐acétyltransférase (AANAT: sérotonine�N‐acétylsérotonine) chez des poissons tropicaux, 
tempérés et polaires. 
 
Clonage, expression, localisation, activité et biochimie structurale des arylalkylamine N‐acétyltransférases 
des ectothermes aquatiques 
 
Nous avons obtenu des données nouvelles concernant 1) les rythmes de production de mélatonine pour une 
espèce polaire (pour lesquelles très peu de données sont disponibles), 2) les séquences ADN et protéiques 
de 27 AANAT, 3) leurs sites d'expression, 4) les caractéristiques catalytiques des enzymes recombinantes, 
en particulier au regard de la température, 5) la modélisation tridimensionnelle (3D).  
 
Nous montrons que la famille AANAT est plus étendue qu'initialement pensé: les Vertébrés les plus 
précoces (Agnathes, Chondrichtyens) possèdent une AANAT identifiée à ce jour uniquement chez les non 
vertébrés, présentant une préférence pour les polyamines (spermidine, putrescine). Les poissons osseux 
possèdent 3 sous‐types montrant une distribution différentielle dans le cerveau et la rétine, acétylant les 
indolamines (sérotonine) pour les unes, les catécholamines (dopamine) pour les autres. Plusieurs questions 
se posent concernant la disparition des AANAT type "putrescine" des non vertébrés et l'apparition, chez ces 
derniers, des AANAT à monoamines. Par ailleurs, si l'acétylation de la sérotonine a aboutit à la production 
de mélatonine, donneur de temps hormonal, la question du rôle de l'acétyldopamine est posée (catabolite de 
la dopamine? principe actif ou précurseur de principe actif?). Enfin, l'une des familles montre des 
caractéristiques structurales et fonctionnelles d'adaptation à la température avec des AANAT montrant ou 
non une forte stabilité thermique, ce qui résulte de la séquence en aminoacides de la chaine peptidique. Le 
rôle de certains dans les propriétés cinétiques des AANAT est souligné. L'AANAT n'est pas seule 
responsable de la réponse de la mélatonine à la température: la mise en jeu de mécanismes d'intégration 
cellulaires est à envisager. Si l'étude en cristallographie n'a pas aboutit, la modélisation, couplée à l'analyse 
en résonnance magnétique nucléaire (RMN) permettra de préciser ces données. 
 
Ces travaux, qui visent à comprendre les modalités d'actions de la température et anticiper les effets d'un 
réchauffement global, intéressent des domaines variés tels que la recherche fondamentale que les industries 
médicale (production de principes actifs) et agroalimentaire (pêche et aquaculture) ou la société 
(biodiversité). Ils aboutissent à des publications originales (7 parues, 4 en préparation, 4 chapitres de livres), 
des communications à des colloques et de vulgarisation, une soutenance de thèse et un brevet est en cours 
de dépôt. 
 
 
 



PROJET Trans-immunity – PROGRAMME JCJC 2008 

 
COUTS DU TRANSFERT TRANSGENERATIONEL D’IMMUNITE CHEZ TENEBRIO MOLITOR 

 
Moret Yannick 

Biogéosciences CNRS UMR 5561 - Dijon 
  
Chez les invertébrés comme chez les vertébrés, les femelles infectées par un parasite peuvent stimuler le 
système immunitaire de leur progéniture, leur assurant une meilleure survie en cas de persistance de 
l’infection maternelle à la génération suivante. Chez les insectes, ce phénomène appelé transfert trans-
générationnel d’immunité (TGIP) se manifeste par un transfert facultatif d’activité antimicrobienne aux œufs 
et par la stimulation de la production d’effecteurs immunitaires chez les descendants.  
 
Si les bénéfices d’un tel transfert maternel d’immunité sont évidents, le caractère facultatif du TGIP suggère 
que cet investissement maternel est coûteux. Le maintien d’un tel transfert d’immunité malgré l’existence de 
coûts significatifs sur l’aptitude phénotypique des insectes indiquerait que ce phénomène est adaptatif et 
résulte bien de contraintes sélectives imposées par la persistance d’infections pathogéniques d’une 
génération à l’autre.  
 
Dans cette étude, nous avons examiné si l’expression du TGIP s’accompagnait de coûts sur l’aptitude 
phénotypique de la mère et de sa descendance. En exposant des femelles du coléoptère, Tenebrio molitor, 
à une infection microbienne ponctuelle, nous avons pu mettre en évidence d’une part une corrélation 
négative entre l’activité antimicrobienne de l’hémolymphe de la mère et celle qu’elle transmet à ses œufs, ce 
qui suggère l’existence d’un compromis entre la défense de la mère et celle de ses œufs. D’autre part, les 
descendants de mères infectées présentent une charge hémocytaire plus importante au détriment d’un 
temps de développement larvaire plus long.  
 
L’ensemble de ces résultats démontre que le TGIP est coûteux et nous donne, par conséquent, une 
indication sur l’importance des pressions de sélection qui ont conduit à son évolution. 
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