COMPTE RENDU DE LA RÉUNION DU 3 JANVIER 2006
Présents INRA : Ch. Klopp, F. Hatey, T. Faraut, C. Christophe, M. Douaire, B. Coudurier, P. Chardon, B. Charley (matin), D. Boichard (matin), P. Herpin (matin), Ph. Chemineau, F. Guillou, Ph. Monget

Présents personnalités extérieures : P. Pontarotti (Phylogénie, CNRS Marseille), J-F Samain (Physiologie moléculaire espèces aquacoles, Ifremer, Brest), P. Favrel (Physiologie moléculaire huître, Université de Caen), Y. Gueguen (Système immunitaire espèces aquacoles, Université de Montpellier), A. Huvet (Physiologie intégrative de l’huître creuse, Université de Caen), P. Bondry (Génétique, domestication de l’huître, Ifremer)

Trois points devaient être abordés lors de cette réunion : (1) la mise en place d’outils d’analyse phylogénétique à l’INRA, (2) l’intérêt de la génomique fonctionnelle des espèces aquacoles mollusques et crustacés, et (3) une réflexion sur le choix d’espèces modèles d’étude parce qu’elles se situent à un carrefour évolutif. Le troisième point n’a quasiment pas été abordé faute de temps. Elle sera de toute façon reprise lors d’une journée scientifique du département Phase organisée par Florian Guillou (réunion qui sera ouverte à d’aurtres départements, date à fixer très bientôt). 

Mise en place d’outils d’analyse phylogénétique à l’INRA

Cette première partie a débuté par un exposé très complet de Pierre Pontarotti sur l’importance de l’établissement d’arbres phylogénétiques pour aider à l’annotation des génomes, à distinguer entre deux espèces les groupes de gènes orthologues et paralogues, problème impossible à résoudre par un simple Blast quand on travaille sur des familles comprenant de nombreux gènes. 

Plusieurs points ont été évoqués.

1. On pense qu’il y a 800 millions d’années, l’ancêtre commun aux protostomiens (insectes, nématodes) et aux deutérostomiens (depuis les échinodermes jusqu’aux mammifères), nommé Urbilateria au XIXème siècle, possédait environ 6000 gènes.

2. Il est probable mais pas encore totalement admis par tous que le génome des vertébrés a subi deux duplications depuis la séparation d’avec l’amphioxus, une avant l’apparition des machoires (lamproie), et une avant la séparation d’avec les poissons cartilagineux. Les génomes ont ensuite évolué par spéciation, duplication et surtout perte de gènes (50% et 30% de gènes perdus respectivement chez le nématode et la drosophile).

3. La phylogénie est une science hautement perfectible. Certains arbres sont sûrs, d’autres non. Cela tient aux différentes stratégies d’établissement des arbres (parcimonie, maximum de vraisemblance, neighbour-joining), stratégies qui ne posent pas les mêmes hypothèses de départ (la nature va t-elle toujours au chemin le plus court pour évoluer ?), et qu’il est très difficile de choisir a priori. Les arbres les plus sûrs sont ceux pour lesquelles ces différentes méthodes convergent.

4. Les études complètes qui mettent en parallèle la construction d’un arbre phylogénétique et la fonction des gènes expérimentalement établie, sont très rares dans la littérature. On n’a en particulier que très peu d’exemples de duplication/spéciation avec néofonctionnalisation d’un gène. Par exemple, on a construit l’arbre mettant en évidence l’évolution du lysozyme des mono- versus des polygastriques, mais jamais personne n’a démontré expérimentalement que cette évolution s’accompagnait d’une modification du pH de fonctionnement de cette enzyme.

5. La plate-forme FIGENIX, accessible au public (http://www.up.univ-mrs.fr/evol/figenix/), a été présentée. Elle permet, entre autres, l’annotation structurale des génomes avec une efficacité supérieure aux outils existant jusqu’ici. Elle permet aussi et surtout la construction d’arbres phylogénétiques en partant du Blast d’une séquence protéique et non d’un mot clé comme c’est le cas de l’outil accessible sur le site du PBIL (pôle bioinformatique lyonnais). C’est un outil puissant qui nécessite néanmoins une formation pour l’utilisation par des biologistes. Une amélioration de l’interface avec l’utilisateur est prévue par ses concepteurs. De plus, il est prévu d’importer FIGENIX sur le site de SIGENAE afin d’éviter une surcharge sur le site de Marseille.

6. Pour l’analyse fine de la pression de sélection subie par un gène, la longueur des branches n’est pas suffisante, et la mesure du rapport Ka/Ks est nécessaire. Pour cela, il faut partir d’un Blast de la séquence protéique ET nucléotidique. Un outil a commencé à être développé pour répondre à ce besoin dans le cadre d’un stage de DESS en bioinformatique en collaboration avec Philippe Monget et Christophe Klopp (été 2005). Il faudrait reprendre cet outil et l’affiner (stage de DESS bioinformatique ?).

7. L’outil CASSIOPE (Clever Agent Systems for Syntenie Inheritance and Other Phenomena in Evolution), également développé dans le laboratoire de Pierre Pontarotti a également été présenté. Cet outil permet de localiser les régions conservées entre génomes, et de retrouver les remaniements chromosomiques entre espèces. Il est à ce titre complémentaire de l’outil NARCISSE développé par le département GA, qui, contrairement à CASSIOPE, s’intéresse également à la conservation des régions non codantes entre génomes. A terme, l’outil CASSIOPE est dédié à la reconstruction des génomes ancestraux.

8. La question a été posée de savoir si un projet visant à réannoter le génome humain par phylogenèse, afin d’affiner l’étude ultérieure de la fonction des gènes, valait la peine d’être déposé à un appel d’offre de l’ANR. Ce serait effectivement très intéressant et ne semblerait mobiliser “que“ deux personnes pendant une année. La question de l’acceptabilité d’un tel projet reste quand même posée (trop tôt car pas assez de génomes séquencés ? pas prioritaire ? etc…).

9. Afin de sensibiliser puis former les chercheurs aux outils de la phylogenèse, il est programmé 1) une journée d’animation scientifique, déjà programmée par PHASE pour fin février et ouverte à d’autres départements, destinée à ouvrir les chercheurs à la biologie évolutive ; 2) une session de formation en phylogenèse au cours de laquelle seront “enseignés“ les concepts et les outils de la phylogenèse ; 3) une session de formation en phylogenèse. L’ensemble devrait être organisé avant l’automne 2006.

Génomique fonctionnelle des espèces aquacoles mollusques et crustacés,

Dans cette deuxième partie de la réunion, J-F Samain, P. Favrel, A. Huvet, Y. Gueguen et P. Bondry ont successivement fait des exposés courts mais précis sur les démarches qu’ils proposent en matière de génomique fonctionnelle chez les deux principales espèces de mollusques et de crustacés, l’huître et le gambas. D’un point de vue général, ces démarches semblent tout à fait classiques et appropriées.

Plusieurs points sont à noter.

1. Les travaux visent essentiellement à étudier des caractères d’intérêt zootechniques, c’est à dire l’immunité et la résistance à la mortalité estivale de l’huître creuse, la croissance, la reproduction et le déterminisme sexuel, la croissance dépendant de l’efficacité des amylases, la réponse au stress… Les démarches sont celles de physiologistes qui s’appuient sur des outils, en cours de création, de génomique fonctionnelle (transcriptome etc….), mais comme il y a très peu de travaux sur les mollusques dans le monde en général, il y a un certain retard pris dans ces espèces par rapport aux mammifères et aux vertébrés en général.

2. Il y a de gros problèmes pour construire les cartes mâle et femelle chez C. Gigas. La première carte de l’huître a été décrite en 2004/2005, ainsi que les premiers QTLs de mortalité estivale. Il faut noter que la domestication et la production maîtrisée de familles ségrégeantes est récente dans ces espèces.

3. Il n’y a pas de mollusque séquencé pour le moment, et les labos français ont essuyé un refus de la part du CNS l’année dernière. Etant donné la place de ces espèces dans l’évolution, un génome de mollusque serait très intéressant La stratégie à adopter est de séquencer des ESTs afin de se mettre dans la file d’attente, puis de refaire une banque de BACs dédiée au séquençage. Ne pas oublier que le niveau de polymorphisme nucléotidique est 100 fois plus élevé chez l’huître que chez l’homme ! C’est bien pour l’enrichissement des cartes, contraignant pour le séquençage.

4. A été posée la question de la création des banques d’ESTs de l’huître. Faut il récupérer tissu par tissu (dans la mesure du possible), ou bien plutôt faire des banques d’huîtres entières récupérées à des stades reproductifs différents, le poids des gonades variant énormément pendant l’année) ?

En résumé, il est programmé de former les chercheurs aux concepts et aux outils de la phylogenèse (point 9 de la première partie), et d’utiliser le site FIGENIX sur SIGENAE. Une amélioration de l’outil dédié à la construction d’arbres assortie d’un calcul du rapport Ka/Ks est également prévu.

D’autre part, la stratégie de séquençage des ESTs chez l’huître est adoptée afin de se mettre dans la course au séquençage de son génome.

