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Résumé

Au cours de ce travail, nous avons produit deux sondes génomiques de pectine
méthyl estérases (PME), une enzyme catalysant la déméthyl-estérification des
acides galacturoniques de polysaccharides pectiques caractéristiques de 1a lamelle
mitoyenne, paroi primaire et jonctions intercellulaires des cellules végétales. Avec
deux couples d'amorces, nous avons amplifié plusieurs genes de pectine méthyl
estérases au départ d'ADN de tomate et de pomme de terre. Nous avons obtenu un
profil d'amplification spécifique de chaque expérience. Par southern, nous avons
démontré que seul un produit d'amplification spécifique du végétal et du couple
d'amorces appartient au groupe des pectine méthyl estérases. Des lors, nous avons
caractérisé les conditions optimales de production de ces sondes génomiques qui
permettront une étude génétique des PME chez ces solanacées.
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1. INTRODUCTION

A. LA PAROI CELLULAIRE.

La paroi cellulaire, riche en hydrate de carbone, représente une des
caracteristiques essentielles de distinction de la cellule végétale vis a vis
de la cellule animale.

Elle se compose d'une phase matricielle et d'une phase microfibrillaire
représentées par la cellulose, la pectine, I'hémicellulose et les
glycoprotéines.

Sa formation débute lors de l'anaphase par l'apparition d'un phragmoplaste
au niveau de la plaque équatoriale. Cette zone, riche en microtubules,
se voit envahie par des vésicules d'origine golgienne a contenu
polysaccharidique qui semblent dirigées par ces microtubules.
Les vésicules fusionnent dans cette zone afin de créer la lamelle mitoyenne.
La paroi primaire quant a elle sera élaborée par sécrétion
de polysaccharides non cellulosiques et synthése de cellulose au niveau
du plasmalemme durant la croissance cellulaire (figure 1.1).

Les plasmodesmes (connections entre cellules) apparaissent durant
la formation de la lamelle mitoyenne & ou les veésicules ne fusionnent pas
et laissent des pores d'environ 400 nm de diametre. (Hall, 1982)

A la fin de la croissance, la paroi secondaire se dépose par apposition
de couches successives sur la paroi primaire.
Il s'agit d'une paroi rigide comprenant de nombreuses couches se distinguant
par l'orientation des microfibrilles de cellulose la composant.

La paroi cellulaire est capitale pour la cellule végétale car elle réalise
des fonctions vitales :

elle constitue le squelette du végeétal en déterminant
sa morphogeneése,

elle joue le role de barriere protectrice contre les attaques
exteérieures,

elle contient la phase liquide de référence de la cellule végétale,

elle libere des oligosaccharides dont certains pourraient agir
comme molécules régulatrices de la physiologie végétale.
(Albersheim, 1985)




Figure 1.2 : Chaines de p-1,4 -D glucose
composant la cellulose. ( Smith, 1977 )
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Figure 1.3 : Chaines latérales observées
chez leg xylanes. ( Mc Neil, 1984 )
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B. LES POLYSACCHARIDES PARIETAUX.

Trois classes de polysaccharides sont présents dans les parois végétales :
- la cellulose,
- les hémicellulose,
- les pectines.

1. LA CELLULOSE.

Il s'agit d'un agrégat fibrillaire de chaines de glucane : polymére
de B-1,4-D glucose. Les polyméres forment des ponts hydrogénes
intramoléculaires et intermoléculaires afin de stabiliser l'agrégat en
microfibrilles (figure 1.2.). Constituant majeur de la paroi secondaire,
on la retrouve également dans la paroi primaire mais elle y présente
un poids moléculaire plus faible. On estime son degré de polymeérisation de
2000 a14000 unités (Hall, 1982) Elle représente 20 a 30% de la matiére
composant la paroi primaire (Mc Neil, 1984).

2. LES HEMICELLULOSES.

Il s'agit d'un groupe de polyméres dont le squelette est composé d'unités
lices en pB-1,4 . lIs relient la phase microfibrillaire et la matrice en
effectuant des ponts hydrogénes avec la cellulose.

On y regroupe :
a. Les xylanes.

Composant majeur des parois de monocotyledones, ce sont
des polyméres de p-1,4-D Xylose en chaine principale.

On distingue :

- des arabinoxylanes présentant, en début de chaine latérale,
un arabinose lié¢ en a-1,2 ou ao-1,3 au xylose.

- des acides glucuroniques liés en a-1,2 en début de chaine latérale
(figure 1.3.).

b. Les xyloglucanes.

Il s'agit de polymeres de f-1,4-D glucose formant le squelette
sur lequel se greffent des xyloses en «-1,6 (figure 1.4.).
On les retrouve chez les dicotylédones (20%) et les monocotylédones (2%).




c. Les glucomannanes.

Retrouvé majoritairement chez les gymnospermes, ils s'agit
de polyméres de B-1,4-D glucose et mannose répétés sans ordre
selon un rapport glucose 1 : mannose 3.

d. Les mannanes et galactomannanes.

Il s'agit de polymeres de p-1,4-D mannose formant le squelette
et présentant un galactose lié¢ en a-1,6 en chaine latérale.
lls sont présents dans I'endosperme comme substance de réserve
et sous forme de microfibrilles chez certaines algues (Mc Neil,1984 ).

3. LES PECTINES.

Ce sont des polysaccharides ramifiés riches en acides galacturoniques,
mais aussi en rhamnose, arabinose et galactose. On les retrouve dans
la lamelle mitoyenne et la paroi primaire des dicotylédones, mais trés peu
chez les monocotylédones. Elles font partie des polysaccharides solubles
chargés négativement. |l est d'ailleurs facile de les extraire de facon
chimique (solubilisation) en augmentant le pH et en ajoutant de I'EDTA,
agent complexant de cations.

Elles se composent : - d'homogalacturonanes,
- de rhamnogalacturonanes de type |,
- de rhamnogalacturonanes de type Il

a. Les homogalacturonanes.

Ces polysaccharides sont des polyméres o-1,4-D d' acides
galacturoniques pouvant étre meéthyl estérifiés a des degrés divers
(figure 1.5.). lls sont synthétisés sous forme de pectine (Liners F., 1992)
c'est-a-dire fortement méthyl estérifiés (a plus de 50%) dans le golgi.
lls se nommeront acides pectiques dans le cas contraire.

Cette nomenclature n'est pas toujours correcte : en effet, pectine désigne
souvent l'association covalente de I'homogalacturonane et des
rhamnogalacturonanes | et Il. (Mc Neil, 1984)
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b. Le rhamnogalacturonane de type |.

Polysaccharide trés étudié, car facilement isolé de culture en
suspension de cellules d'érable Sycomore par une endopolygalacturonase,
il présente un squelette ramifié lui conférant un aspect hérissé
et un degré de polymérisation de 2000 unités aprés traitement
enzymatique.

La chaine principale est constituée de résidus L-rhamnoses (a-1,2)
et D-acides galacturoniques (a-1,4) alternés dont la moitié
des rhamnoses porte en position C4 une chaine latérale d'arabinoses

et de galactoses liés de diverse maniéres, ce qui suggére une grande
diversité (figures 1.6 et 1.7).

On distingue :

- Les arabinanes : Ce sont des polyméres d'a-1,5 arabinoses fortement
ramifiés en position C2 ou C3 par des arabinoses
(a-1,2 ou «-1,3).

- Les galactanes : Ce sont des polymeres de p-1,4 galactoses
non ramifiés.

- Les arabinogalactanes de type | : Ce sont des polymeéres de p-1,4
galactoses ramifiés en position C3 par
des arabinoses liés en p-1,5.
On les retrouve toujours liés aux homogalacturonanes.

- Les arabinogalactanes de type Il : Ce sont des polyméres de p-1,3
galactoses ramifiés en position C6 par des
arabinoses liés en B-1,6 et des galactoses
liés en p-1,6.

On les retrouve toujours associés a des protéines sous des rapports
différents. '

Le rhamnogalacturonane de type | présente une alternance réguliere
rhamnoses-acide galacturonique dans son squelette, ce qui casse
la linéarité de la chaine en introduisant des angles de 90° nommés coudes
pectiques. lls sont associés de maniére covalente aux chaines d'homo-
galacturonanes (région lisse) afin de créer la pectine (Mc Neil, 1984).
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c. Le rhamnogalacturonane de type Il .

Polysaccharide trés complexe, il se retrouve en quantité mineure
chez l'érable sycomore ou il fut étudié. |l semble lié de fagon covalente
a une série d'a-1,4-D acides galacturoniques des homogalacturonanes.
Il présente un degré inhabituel de polymérisation de 60 unités.
On y distingue, en plus des sucres habituels (acides galacturoniques,
galactoses, rhamnoses et arabinoses), de l'acide acérique, du KDO
(3-déoxy-manno-octulosonic acide) et de l'apiose. Des études (Mc Neil,
1984) ont montré la présence de 4 unités d'heptasaccharides A et 2 unités
d'heptasaccharides B comptant pour 60% de résidus glycosylés
dans le rhamnogalacturonane de type Il (figure 1.8).

d. Organisation des pectines.

La pectine, composée de chaines d'acides homopolygalacturoniques liées
de fagon covalente aux rhamnogalacturonanes , est un polysaccharide
chargé négativement par son contenu en acides galacturoniques.

De ce fait, elle présente une affinité non négligeable pour les cations
dont le calcium.

En présence de Ca**, deux chaines d'acides homopolygalacturoniques
s'associent coopérativement en boites a oeufs (figure 1.9.)
car la fixation du premier Ca** favorise l'association d'un second avec
les deux chaines. Cette dimérisation est suivie d'une multimérisation
entre chaines d'acides homopolygalacturoniques. La présence d'acides
galacturoniques méthyl-estérifiés et de coudes pectiques causés par
le rhamnose des rhamnogalacturonanes inhibe I'association des chaines
en présence de calcium afin d'éviter la précipitation des pectines
en favorisant la création de réseaux hydratés entre plusieurs chaines :
on définit cette structure sous le nom de gel calcique (figure 1.10.).
(Brett, 1990)

e. Localisation des polysaccharides pectiques.

L'utilisation d'un anticorp monoclonal : 2F4, reconnaissant un motif
conformationnel lors d'associations dimériques de chaines homopoly-
galacturoniques sous l'action du calcium (Liners, Letesson, 1989
Liners, Thibault, 1992), dans des expériences immunocytochimiques
a permis de localiser les polysaccharides pectiques.
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On remarque :

La présence de polysaccharides pectiques acides dans les jonctions
et espaces intercellulaires chez les cellules jeunes et matures

et dans la paroi primaire chez les cellules en sénescence lorsque
le plasmalemme est rompu (Liners, Van Cutsem, 1992).

La présence de polysaccharides pectiques méthyl-estérifiés (pectines)
dans la paroi primaire, la lamelle mitoyenne et vésicules golgiennes
chez les cellules matures et dans les vésicules golgiennes et lamelle
mitoyenne chez les cellules jeunes (Liners, Van Cutsem, 1992).

f. Biosynthése des pectines.

Par opposition a la synthése de cellulose s'effectuant au niveau
du plasmalemme, tous les autres polysaccharides de la paroi
sont synthétisés au départ de l'appareil de golgi.

L'hypothése de synthése généralement admise (figure 1.11.) implique
une synthése d'une chaine rhamnogalacturonique a partir de nucléotides
glycosylés suivie d'une méthylation des groupements carboxyliques via
I'action d'une méthyl-transférase utilisant la S-adénosyle-méthionine.
Il y aurait également acétylation durant cette étape. Les chaines
latérales seraient incorporées au squelette pectique sous forme
polymérisée par l'intermédiaire d'une transférase et non incorporations
successives d'unités d'oses (Saulnier, 1987).

Lors de la division cellulaire, les vésicules ainsi constituées, semblent
dirigées par un systéeme de microtubules vers la plaque équatoriale,
lieu de formation de la lamelle mitoyenne, pour y déverser leur contenu
en polysaccharides matriciels (figure 1.12.).

Lors de la croissance cellulaire, les polysaccharides pectiques sont
egalement synthétisés dans le golgi de fagcon fortement meéthyl éstérifiés.
La distribution intermoléculaire des groupes méthylés est hétérogéne :
les homogalacturonanes présentent environ 70% de degré de méthylation
(DE) et les pectines possédent presque toutes une petite quantité de
molécules de 50% de DE et un grand nombre de molécules de 95% de DE.
Tandis que la distribution intramoléculaire des groupes méthylés
s'effectue au hasard (de Vries, 1982).




Les dictyosomes de cellules jeunes et matures contiennent bien
des polysaccharides pectiques méthyl-estérifiés car le 2F4 ne les marque
qu'aprés une déestérification enzymatique. De plus, le marquage
des dictyosomes avec le 2F4 (I'épitope reconnu par le 2F4 est différent
de ceux reconnus par JIM5 et JIM7) est plus faible que celui avec le JIM5
(anticorps monoclonal dirigé contre les polysaccharides pectiques
non estérifié) et JIM 7 (anticorps monoclonal dirigé contre
les polysaccharides pectiques estérifiéss de DM>20%), ce qui indique
que les vésicules golgiennes contiennent des pectines dont seul un petit
nombre sont capables de s'associer en "boites a oeufs".
(Liners, Van Cutsem, 1992)

On remarque également que tous les dictyosomes ne sont pas marquées
chez les cellules jeunes, ce qui indiquerait un phénomeéne possible
de spécialisation de cette fonction. (Liners, Van Cutsem, 1992)

Les polysaccharides non cellulosiques sont transportés par
des vésicules golgiennes vers le plasmalemme et sont retrouvés dans
les espaces et jonctions intercellulaires sous forme acide et dans la paroi
primaire et lamelle mitoyenne sous forme méthyl-estérifiées aussi bien
chez les cellules jeunes que matures (Liners, Van Cutsem, 1992).

4. AGENCEMENT DES POLYSACCHARIDES PARIETAUX.

L'organisation de la paroi cellulaire étant trés complexe, nous décrirons
ici un schéma simple non exhaustif. (Smith, 1977)

Ce modele (figure 1.13) s'explique par :

- des interactions calciques entre chaines d'homogalacturonanes
formant une structure en boites a oeufs,

- des interactions covalentes entre chaines homogalacturoniques
et rhamnogalacturonanes | et I,

- des interactions covalentes entre des ramifications f-1,3-
arabinogalactanes du rhamnogalacturonane | et une protéine
(I'extensine) riche en hydroxyprolines (40%),

- des interactions hydrogénes entre hémicelluloses (xyloglucanes)
et des ramifications p-1,4 arabinogalactanes du rhamno-
galacturonane |,

- des interactions hydrogénes entre hémicelluloses et celluloses,
les microfibrilles de cellulose étant reliées parallélement
par des ponts hydrogénes intra et intermoléculaires.
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Figure 1.15. : Modeéle décrivant la structure pariétale
(Keegstra, 1973).

cellulose elementary fibril —

xyvloglucan

wall protein with arabinosy| tetrasaccharides
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pectic polysaccharide :

arabinan and 4linked galactan side chains
of the pectic polymer

3.6-linked arabinogalactan attached to
serine of the wall protein

unsubstituted seryl residues of the wall
protein



Si ce modéle éclaire quelque peu les relations entre les phases
matricielle et microfibrillaire, il ne peut étre pris comme modéle absolu
car certaines interactions, telles la réticulation des pectines par l'acide
ferulique et des tyrosines d'extensines, ne sont pas prises en considération
(figure 1.14).

Un autre modele (figure 3.15.) est également pris en considération,
il s'agit du modele développé par Keegstra en 1973 et revu par Albersheim
en 1978.

Il se base sur :

- l'existence de liens covalents entre xyloglucanes et polysaccharides
pectiques,

- I'existence de liens non covalents (mais de force égale a ce type
de lien) entre xyloglucanes et microfibrilles de cellulose,

- l'existence de liens entre rhamnogalacturonane et protéine riche
en hydroxyprolines via un arabinogalactane trés ramifié.

Il y aurait création d'un réseau par lien d'un polysaccharide pectique a
plus d'une microfibrille de cellulose via le xyloglucane et lien d'une
microfibrille de cellulose a plus d'un polysaccharide pectique via le
xyloglucane (Keegstra, 1973).

Comme on peut le voir, il est presque impossible d'établir un seul modéle
compréhensible. |l vaut donc mieux visualiser la paroi cellulaire comme
un ensemble de réseaux complexes de polyméres qui, en étant superposés,
interagissent pour créer la parois cellulaire (Brett, 1990).




C. PECTINES METHYL ESTERASES.

Lors de la croisance, différenciation et sénescence de la cellule,
on obsérve une diminution du degré de méthylestérification
des polysaccharides pectiques.

En effet, la pectine acide n'est jamais observée dans la paroi primaire
des cellules jeunes et matures ni dans celle des cellules sénescentes
au plasmalemme intact ; ce qui signifierait que leur détection
dans les cellules plus vieilles serait caractéristique de la mort cellulaire
(Liners, Van Cutsem, 1992).

L'apparition de pectine acide peut s'expliquer de deux maniéres :

- Par déestérification enzymatique in situ dans la paroi,
- Par des modifications du processus endomembranaire
de meéthylestérification.

Or l'absence de détection de pectine acide avec l'anticorps 2F4 sur la face
interne de la paroi primaire proche du plasmalemme (derniére couche
déposée) et dans le cytoplasme permet de penser que la diminution du degré
de méthyl-estérification durant le vieillissement n'est pas do
a des modifications du processus de méthylation dans le systéeme
endomembranaire (Liners, Van Cutsem, 1992).

L'apparition de pectines acides proviendrait alors d'une déestérification
enzymatique in situ. Les pectines méthyl estérases semblent de bons
candidats a ce role.

Il s'agit d'enzymes catalysant la déméthylation du groupe carboxyl en C6
des acides galacturoniques. Les pectines méthyl estérases végétales
déestérifient séquentiellement tandis que les PME fongiques et bactériennes
le font aléatoirement en travaillant sur plusieurs chaines.

Elles participent au turn over de la cellule en préparant la pectine a
l'attaque d'autres enzymes telles les polygalacturonases lors du
marissement et dégénerescence du fruit chez la tomate.

(Fischer, Bennet, 1991)

Elles agiraient en des régions spécifiques telles les jontions et espaces
intercellulaires ou elles ont été détectées chez la tomate
(Chamberland, 1991).

Il existerait au moins 3 genes de PME chez la tomate (Fischer, 1991,
Woodrow, 1990).
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Figure 1.16. : Séquénce proteique de PME 1_LYCES.

(Markovic, 1986).




Deux isoenzymes ont été identifiées chez la tomate :

- L'une de 33239 daltons, possédant un léger exces de résidus basiques
compatible avec le caractére basique des PME. (figure 1.16.)
L'analyse des acides aminés a été réalisée avec des fragments de PME
de tomate (Lycopersicon esculentum Immuna ) obtenus par differentes
digestions. (Markovic, Joérnvall, 1986)

- La seconde a été obtenue par criblage d'une banque cDNA de tomate
(Lycopersicon esculentum Alisa Craig ) avec des oligonucléotides
synthétisés au départ de la séquence en acides aminés de la premiére
isoenzyme. La protéine du clone cDNA isolé présente une masse
moléculaire de 34485 daltons. Elle possédent une séquence
nucléolitique de 1665 bases avec une ORF comprise entre les bases
174 et 1342 donnant une protéine mature de l'aa 58 a 305
(figure 1.17). 1l s'agit également d'une protéine trés hydrophobe.
(Ray, 1988)

En comparant les deux séquences, on détecte :
1° 39 aa différents dont 21 entrainant une variation de charges.
Deux explications sont possibles :
- Soit il s'agit de difféerences variétales, or les travaux sur les
polygalacturonases intervenant lors du marissement chez la tomate

n‘'ont pas montré de différences notables entre variétés.

- Soit il s'agit d'une seconde isoenzyme, ce qui semble
le plus probable.

2° 4 changements de continuité des acides aminés.
Deux explications sont possibles:
- Soit il existe des modifications post-translationnelles, or la taille
du cDNA est de 1,6 kb et celle de la séquence obtenue a partir
de la protéine également. De plus, il n'y a qu'une ORF.
Donc, ce genre de modifications n'a pas lieu.
- Soit il y aurait eu des problemes lors de l'analyse des peptides

obtenus par digestion. Etant une expérience laborieuse, cela semble
la meilleure hypothése (Ray, 1988).
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igure 1.17 : Séquence nucléique de PME 2_LYCES
(clone pPE1 isolé par Ray, 1988).
i

EcoD 'vmol -
| Mse| Alul i Dpnl HiF | FnuH | Bovl  Xmnl

H’ THRCT GHTTE TCTTE HGCTT CTTGR TCTBTCRGTT ERTTT RETRT ETERT TCRRTT GCREC RF{TTE ﬂTRHb RERRG T

IRRTTGRCTHHCRGRFICTCBRRGFIHCTRERCRETCRHCTRRRTCRTRCRCTRRETTRRCETCETTRHCTRTTL TCTTCR
1 Leu Thr RAsp Cys Leu 6lu Leu Leu Rsp Leu Ser Yal RAspleu Yal Cys Rsp Ser Ile Rla Rla Ile Asp Lys RArg Ser

Ne Il HnPlI Mae Il
NspH | i Fsp I i Mae lll HinF |
Sph I Hm I Dde I Mae Il Alu ! Fok I

T TCGGR GCHTG CCHHT GCECR FIFIETT EEETHHETGG TGTEC TTRCT RHECR CGTTRCBTGET TGGRT GRGCT TERTT [I -

,FlRECCTCETRCEGTTRCGCETTTCRRCCEHTTCRCCRCQCBHRTERTTGETECRHTGCRCERRCCTHCTCbQRl,TRRh
rg Ser Glu His Rla Rzn Rlg Gln Ser Trp Leu Ser Gly Yal Leu Thr AsnHis Yal Thr Cys Leu Asp Glu Leu Asp Ser

Mo |
: Dpnl
HinF ill P Xho!  Alul
.Alul HmFI Taql Ddel SfaNi Hgal

TTTRETPHREETRTERTRHHTG GPHCBRRTCTTGRTGF{GTTbHTLTCEQEHBI TFIFIL:ETRGCH TTGFCGRTEC TTELGT

RﬂRTGHTTTCGR TRCTRTTTRCCTTECTTRGRPCTRCTCHRCTRGR[:ETCTCEHTTCCPTCFTPQCCS»TRCGPRLE"H
l - pectin
Phe Thr Lys Rla Met Ile Asn Gly Thr Asnleu Rsp Glu Leu Ile Ser Arg Ala Lys Yal Ala Leu Ria Met Leu Ala

240

Hae 1l
2 Hpa 1
i Ncil
Maelll Mnll SrrFI Mnll Taql thl Alul

TETGRERRLTCCRRHTEHTEHF{GTTTTGHGGFCEEETTTﬂGbRFIRHRTGCCPTCTTGEGTbRbTTCERGGG P Fll-

HCHCTETTEREGTTTRCTHCTTCQRRRCTCCEGCCCRQRTCCTTTTTP.CEGTRGHRCCCRCTCRR"CTCCCTRn .‘TTé
¥ pectin
r Yal Thr Thr Pro Rsn Rsp Glu Yal Leu Rrg Pro Gly Leu Gly Lys Met Pro Ser Trp Yal SerSer Arg Asp Arg Lys
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320
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pectin .
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ATATAAATACARCCACTATTTCGACTTTEACTACTACGAARTTACATTARTATCARAAGACTTTTTCCTATACACA

le Tyr Leu Cys Trp Arg = Ser - Asn + + Cys Phe Asn Yal Ilé lle Yal Phe - Lys fArg Ile Cys Yal
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Cet isoenzyme (clone pPE1) posséde :

- une séquence leader de 57 aa trés hydrophobes pouvant intervenir
dans l'adressage de I'enzyme comme c'est le cas pour les
polygalacturonases.

- une sequence C terminale de 15 aa trés hydrophobes pouvant jouer
le méme rdle que la séquence leader.

Par contre, il ne contient pas de sites de glycosylation Asn-Xaa-Ser
et Asn-Xaa-Thr comme les polygalacturonases et son taux de trancription
n‘augmente pas durant le marissement, il est plutét présent en grande
quantité dans le fruit vert, ce qui nous permet de dire que son action
et sa localisation sont différentes des polygalacturonases. Les PME
sembleraient plutdt intervenir dans le métabolisme de croissance
et développement du fruit avant le marissement. Elles augmenteraient
I'action des polygalacturonases en démeéthylant les pectines car les
polygalacturonases catalysent plus vite I'hydrolyse des liens a-1,4-acides
galacturoniques non methylés (Fischer, 1991).

Leur étude génétique fournirait donc plus de compréhension quant a
leur localisation in situ dans la paroi cellulaire et la régulation temporelle
de leur action (contréle de trancription) au cours de la différentiation
cellulaire, ce qui serait d'un grand intérét pour la recherche fondamentale
concernant la parois cellulaire et ses changements mais aussi d'intérét
industriel en permettant de jouer sur l'induction (et le retard) du
mdarissement du fruit.
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D. BUT DU TRAVAIL.

L'objectif principal du mémoire était :

- de produire par PCR, des sondes génomiques de pectines méthyl
estérases chez différents végétaux : la tomate et la pomme de terre,

- de cloner ces sondes afin de disposer d'outils de travail pour I'étude
des pectines méthyl estérases,

- d'utiliser ces sondes en vue de cloner un géne de pectine méthyl
estérase chez Arabidopsis thaliana.

Cette démarche génétique fournit ainsi des outils d'étude :

- de recherche du nombre de génes de pectine méthyl estérases existant
chez différents végétaux,

- de régulation de ces génes chez difféerents végétaux mais aussi
chez Arabidopsis thaliana qui est un modeéle d'étude pour les génes
vegetaux,

- d'explication de la localisation des pectines méthyl estérases
( adressage...),

- d'explication de l'action temporelle des pectines méthyl estérase
(régulation temporelle).

Ce travail s'inscrit dans un programme d'étude des constituants pectiques
de la paroi cellulaire, de la croissance et de la différentiation cellulaire.

Il est en effet interessant d'étudier ces enzymes car si leur fonction
générale est connue et que leur localisation intercellulaire a pu étre
prouvée, on ne sait ni o, ni quand, ni comment elles agissent dans les
phénoménes de croissance et différenciation ainsi que dans le marissement
du fruit.
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2. MATERIELS ET METHODES

A. EXTRACTION D'ADN GENOMIQUE

1. PRINCIPE.

La lyse cellulaire du matériel végétal s'effectue a l'aide d'un détergent
sur un échantillon broyé. Elle est suivie d'un traitement a la protéinase K
permettant la dégradation des membranes et protéines. La séparation des
acides nucléiques s'obtient aprés utilisation de solvants organiques
précipitant les protéines et de NaCl éliminant les polysaccharides.

De plus, les cellules végétales contenant beaucoup de nucléases, la présence
d'EDTA, agent complexant du cofacteur (Mg**) de nucléases, est requise dans
toutes les solutions. Par la suite, un traitement a la RNAse dégradera I'ARN
et I'ADN sera concentré par précipitation a I'éthanol. L'on obtient ainsi des
fragments d'ADN d'environ 50 kb et 10 a 40 ug par gramme de poids frais
(Ampe, 1990).

2. SOLUTIONS.
- Protéinase K : 10 mg/ml.

- RNAse : 10 mg/ml.

- Tampon S :
Tris HCI pH 8.5 100mM
NaCl 100mM
EDTA pH 8.0 50mM
SDS 2%
-TE 1X: 10/1 --> 10mM Tris (1M) / 1mM EDTA (0,2M) pH 8
iml / 100ml 0,5ml / 100mi
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- Phenol/chloroforme :
Dissoudre 250 g de phénol dans I'eau stérile.
Y ajouter du Tris non ajusté , agiter et vérifier le pH .
Lorsque I'on obtient un pH égal a 8, on retire le Tris non ajusté et
on le remplace par du Tris 1M pH 8.
Aprés agitation de cette solution, on préléve le Tris 1M pH 8 et
on le remplace par du TE (1X).
Finalement, on enléve le TE et on le remplace par un volume de chloroforme
egal a celui du phénol.

- Ethanol 70%.
- Ethanol 96%.
- Acétate de Na 3M

3. PROTOCOLE.

- La verrerie traitée au Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) est stérilisée
a 180°C tandis que le matériel végétal est découpé, pesé et emballé
dans de l'aluminium avant d'étre stocké a -70°C.

N.B. L'on ne garde que la chair du fruit de la tomate.
L'on découpe les feuilles aprés 24 heures d'obscurité.

- On broye dans de l'azote liquide sans jamais découvrir le matériel afin
d'éviter les hausses de température. Pour cette méme raison, le pilon
et le mortier ont été préalablement refroidis. Lorsque le matériel est
réduit en poudre, on le transfére dans un tube que I'on peut stocker
a -70°C.

- A chaque échantillon, on ajoute 20 ml de tampon S et 100 pl
de proteinase K.

- On incube les tubes 2 heures a 65°C, en inversant délicatement
tout les quarts d'heures.

- On ajoute ensuite 20 ml de phénol/chloroforme et I'on mélange le tout
en inversant.

- On centrifuge 20 minutes a 2000 rpm afin de séparer les deux phases.

- On peut dés lors récupérer le surnageant ( phase aqueuse ) et
le transférer dans un tube stérile auquel on a ajouté 0.6 volume
d'isopropanol. 10 minutes aprés avoir mélangé les tubes, on reprend
FADN précipité sur une pipette Pasteur a bout recourbé, on la trempe
dans I'éthanol 70% puis dans 2 ml de TE 1X dans lequel on laisse I'ADN
se dissoudre durant une nuit a 4°C.
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" Tableau 2.1. : Type de séparation lors de migration en fonction
de la concentration en agarose.

Quantité d'agarose
(% wiv)

Etendue de la séparation
de molécules d'ADN lineaires (kb.)

N2 20000
cCUNMONOW

-6
-2
1

coocoo
—sm»moo'*o‘
coo

-7
-6
-3
-2




N.B.1.Si I'on ne sait pas récupérer I'ADN sur la pipette, il suffit
de réaliser les opérations suivantes :

- Centrifuger 10 minutes a 2000 rpm.

- Eliminer le liquide sans prendre le culot et resuspendre
ce dernier dans I'éthanol 70%.

- Centrifuger a nouveau 10 minutes a 2000 rpm.

- Eliminer le liquide et resuspendre le culot dans 2 ml de TE 1X
durant une nuit a 4°C.

- Le lendemain, chaque échantillon est incubé une heure a 37°C apres
ajout de 5 ul de RNAse préalablement bouillie (15 minutes a 100°C).

- On précipite le matériel dans un mélange d'acétate de Na 3M
(0.1 volume)/éthanol 96% (2 volumes) et on le récupére a l'aide
d'une pipette Pasteur a bout recourbé avec laquelle on trempe a nouveau
le matériel dans I'éthanol 70%.

- On termine en déliant dans du TE 1X durant une nuit a 4°C
(Maniatis, 1989).

N.B.2. : Si 'ADN ne se dissout pas au dela de ce temps,
on peut le chauffer progressivement de 50°C a 65°C.
Si I'ADN ne peut étre récupéré sur pipette Pasteur, on peut
effectuer une série de centrifugations (N.B.1.).

4. VERIFICATION DE L'EXTRACTION.

L'électrophorése nous permet de réaliser cette opération.
En effet, I'ADN extrait doit étre le plus intégre possible (c'est-a-dire
de poids moléculaire élevé) si I'on désire Il'utiliser dans une réaction
d'amplification. On utilise ici un gel d'agarose 0.6% qui sépare
des molécules d'ADN d'1 & 20 Kb (tableau 2.1.).

Le tampon de migration peut étre de deux types :.

a. TAE 50X :
Tris 2M 242 gl
Acétate Na 1M 82.03 g/l
EDTA 0.1M 37.20 g/l

A diluer dans l'eau.
Mettre a pH 7.8 avec l'acide acétique glacial.

b. TBE 10X :
Tris base 108 g/l
H3BO3 55 gl
EDTAO02MpH8 10 ml
A diluer dans l'eau.
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Tableau 2.2. : Marqueurs de taille (bases).

A Hind 1l A Hind 11l EcoR | ® X174 Hae llI

23,130 21,226 1,353
9,416 5,148 1,078
6,557 4,973 872
4,361 4,268 603
2,322 3,530 310
2,027 2,027 281
564 1,904 271
125 1,584 ‘ 234
1,375 194
947 118
831 72

564

125




Avec le TAE, I'ampérage appligué ne peut excéder 40mA; deés lors,
la migration sera plus lente que dans le TBE

Chaque puit doit étre rempli d'un méme volume obtenu si nécessaire
par ajout de tampon a I'échantillon.
De plus, une solution de bleu de bromophénol/glycérol 99% y est mélangée
afin de colorer et d'alourdir I'échantilon.
Les résultats sont révélés par passage du gel dans un bain de bromure
d'éthidium.

Bleu de Bromophénol : 25 mg/ 10 ml eau.
Aliquoter 4 ml : 2 ml de bleu et 2 ml de glycérol 99%

Cette technique permet non seulement d'estimer la taille de 'ADN mais
aussi sa concentration et ceci grace a un marqueur de taille (tableau 2.2.)
Dans ces expériences, le A Hind Ill est utiisé comme marqueur de haut poids
moléculaire et le ® X174 Hae Il comme marqueur de faible poids
moléculaire. En connaissant la concentration du marqueur et la quantiteé
déposée dans le puit, on détermine la valeur que représente chaque bande de
migration. En comparant alors l'intensité de I'échantillon et le marqueur, on
peut estimer la concentration d'’ADN obtenu par extraction (Maniatis, 1989).

5. ESTIMATION DE LA CONCENTRATION PAR SPECTROPHOTOMETRIE.

La prise de densité optique a 260 nm de longueur d'onde nous donne une
estimation de la concentration en acide nucléique dans I'échantillon sachant
que 1 DO correspond a 0.05 mg/ml pour du DNA double brin, 0.04 mg/ml pour
du DNA/RNA simple brin et 0.02 mg/ml pour des oligonucléotides
simple brin (Maniatis, 1989).

La prise de densité optique a 280 nm de longueur d'onde nous permet
d'établir un rapport de DO 260 nm/DO 280 nm qui devra étre compris
entre 1.7 et 2.0, toutes autres valeurs trahiront la présence de contaminant
(protéines, traces de phénol...).
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Tableau 2.3. : Taq polymérases et leur tampon.

Enzymes

Tampon concentré 10X

Boehringer : isolée d'une eubactérie thermophile
Thermus aquaticus BM. '

Tris-HCI 100mM
- MgCl2 15mM

- KCI 500mM
- Gélatine 1mM
- pH 8.3

Cetus : isolée d'une eubactérie thermophile
Thermus aquaticus YT1.

Tris-Cl 100mM
MgCl2 15mM

Promega : isolée d'une eubactérie thermophile
Thermus aquaticus.

Ajout d'un échantillon de MgCl2 25mM.
L'optimum de travail de la Taq étant de 1

- KCI 500mM
- Gélatine 1%
- pH 8.3

- Tris-HCI 100mM
- KCI 500mM
- Triton X-100 1%

a 4 mM de MgCia.




B. AMPLIFICATION D'ADN

1. PRINCIPE.

Par action d'une ADN polymérase thermorésistante en présence d'ADN et
de deux amorces constituées d'oligonucléotides, il est possible d'amplifier
une séquence particuliere d'ADN en réalisant une série de cycles de
températures caractéristiques d'une dénaturation, hybridation et élongation.

2. PROTOCOLE.

- ADN génomique : 100 ng a 500 ng pour un géne a copie unique ou moins
pour les génes a copies multiples.

Une unité de Taq polymérase pour 50 ul de réaction.

Tampon 10X : 1/10 du volume final de réaction.

Oligonucléotides (primers) : 1 ug de chaque.

Mix contenant les quatres déoxynucléotides triphosphates 25 mM
représentant 1/10 du volume final de réaction.

Eau utilisée pour atteindre le volume final.

Parafine recouvrant le volume de réaction afin d'éviter toute
eévaporation et donc perte de matériel.

- MgCl2 (s'il n'est pas contenu dans le tampon) : 1 a 2.5 mM.

a. Realisation d'une série de dilutions d'’ADN génomique allant
de 1 ug/ul a 1 ng/ul.

b. Choix d'une Taq polymérase (tableau 2.3.).
Il s'agit d'une enzyme codée par une bactérie thermophile marine
que l'on a clonée puis amplifié¢ dans Eschérichia Coli.
Taq polymérases testées : - Boehringer Mannheim.
’ - Cetus.
- Proméga.

c. Chacune de ces enzymes est accompagnée d'un tampon concentré 10X,

de composition adaptée en vue d'une optimisation d'action
de la Taq polymérase (Tableau 2.3.).
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d. Choix des oligonucléotides primers.

- Tous ont été sélectionnés dans la séquence condante de la protéine
(Ray, 1988) et vérifies par deux programmes
informatiques (Oligo 4 et primer).
Ce dernier teste les primers sur toute la séquence, sur eux-méme
et entre eux afin d'établir s'ils hybrident spécifiquement
a la région- d'origine.
Il vérifie le taux de G-C dans le primer choisi et donne la température
d'hybridation de chacun.

- Le choix étant fait, on les synthétise de facon classique
(Hatinguais, 1986).
Nos primers ont été synthétisés par la firme Eurogentec.

- Les oligonucléotides commandés sont resuspendus dans 50 ul d'eau.

On détermine leur concentration par prise de densité optique a 260 nm
sachant qu'l DO équivaut a 0.02 mg/ml et lI'on prépare des solutions

a1 pglul.

3. CHOIX DES TEMPERATURES.

Cycle standard : 1. dénaturation : 93°C, 6 minutes
Ajout de l'enzyme.
2. dénaturation : 93°C, 1minute
hybridation : X°C, 2 minutes 35 cycles
elongation : 72°C, 2 minutes
3. terminaison : 72°C, 10 minutes.

- La température de dénaturation fluctue entre 90 et 95°C.
Elle doit étre bréve afin de ne pas détériorer I'enzyme.
La premiére étape de dénaturation visant a éliminer les nucléases
potentielles peut étre plus longue car on ajoute lI'enzyme par apreés.

- La tempeérature d'hybridation dépend des oligonucléotides sélectionnés
et est calculée comme suit : 4 (C-G) + 2 (A-T) - 5°C.
Elle se situe entre 40 et 60°C.

- La température d'élongation varie de 70 a 75°C, il s'agit de la
température optimale de travail de la Tag polymérase.

Si I'on diminue la température d'hybridation par rapport a celle calculée,
on favorise I'hybridation non spécifique des primers et I'on risque d'obtenir

des bandes d'amplification annexes non attendues (Innis, 1990, Saiki, 1990).
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Figure 2.1. : Carte du pUC18 (Maniatis, 1989)




4. CONTROLES D'AMPLIFICATION.
Chaque amplification est accompagnée de contrdles positif et négatif.
a. Contrdle négatif.

Seul I'ADN est absent dans cette réaction.
Il permet de vérifier si les oligonucléotides ne s'amplifient pas
sur eux- méme (c'est-a-dire qu'ils s'utiliseraient comme matrice),
ce qui interfererait avec la réaction normale.

b. Contrble positif.

Il permet de vérifier si I'enzyme est valable.
Il s'agit ici du clone pPE1 (Ray, 1988) amplifié selon les mémes
conditions de température que l'ensemble de I'expérience.

5. VERIFICATION DE L'AMPLIFICATION.

Par électrophorése en agarose 1.2% a 1.5% dans un tampon TAE.
On dépose 10 ul d'échantillon amplifié.
Les marqueurs utilisés sont le & X174 Hae lll

A Hind IIl EcoR I.

C. CLONAGE
1. PRINCIPE.

Il s'agit d'insérer le fragment d'’ADN amplifié¢ par PCR dans un plasmide
permettant la multiplication rapide et le stockage a long terme du matériel.

Le plasmide utilisé est un pUC 18 (figure 2.1.) :

Il se réplique a un taux plus élevé car ne posséde pas le géne rop, contrleur
du nombre de copies.

Il présente un géne de résistance a l'ampiciline et un site multiple

de clonage au sein d'une partie de I'opéron lactose codant le répresseur

de l'opéron (Lac |) et la partie amino terminale de la p-galactosidase

(Lac 2).
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La souche bactérienne utilisée est une JM 101 :

- F' (tra D 36, pro AB*, lac 19 lac Z A M 15)

- sup E, thi A (lac-pro ABY) .

Sup E code pour un tR.N.A supresseur fort des mutations amber,

il insére une glutamine lorsqu'il rencontre un UAG.

Lac Z A M 15 rend I'nbte accepteur de vecteur contenant des mutations
amber. Elle posséde également I'opéron lactose délété mais par a-
complémentation avec le pUC 18, la f-galactosidase est restaurée.

Cet opéron lactose sert a détecter la présence d'insert dans le plasmide .

Sachant que I' isopropylthio-pg-galactoside (IPTG) est un inducteur

gratuit de cet opéron et que la p-galactosidase dégrade le galactose,

on ajoute au milieu de culture type de I''PTG et du 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-p-D-galactoside (X-gal). Le X-gal étant dégradé en un produit
coloré (bleu) par la p-galactosidase, il devient possible de dinstinguer les
bactéries contenant un plasmide recombinant car l'insert disrupte le géne

lac Z' et aucune |} -galactosidase compléte n'est produite, la colonie sera
blanche.

Les colonies positives seront purifiées et stockées par étalement sur un
milieu solide (LB. Amp*) tandis qu'elles seront amplifiées en milieu liquide

(LB Amp*) afin d'extraire le plasmide pour vérifier linsert cloné
(Maniatis, 1989).

2. PREPARATION DU PLASMIDE.
a. Linéarisation.

Elle s'effectue par digestion BamH | du pUC 18, car I'on désire cloner
un insert se terminant par deux sites de restriction BamH |.

Protocole :

1 ul Puc 18 (0.6 mg/ml) purifié en césium.
10 pl buffer concentré 10 fois.

- 78 ul eau.

- 2 ul enzyme (50 unités/ul).

100 pl

Incuber une heure a 37°C (bain).

Tampon de digestion BamH | :  -Tris-HCI 50mM
-MgCl2 10mM
-NacCl 100mM
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b. Déphosphorylation.

Il s'agit d'une étape d'excision des groupes 5' phosphate des extrémités
du plasmide linéaire afin d'éviter les religation du plasmide sur lui-méme

lors de la ligation entre 'ADN amplifi¢ par PCR et le pUC 18.

On utilise une phosphatase alcaline intestinale de veau, protéine

dimérique, comme enzyme car chaque monomere porte deux atomes de zinc

essentiels pour l'activité de I'enzyme.

Généralement, on utilise une unité de phosphatase (1u/1 pl)
pour 100 pmoles de résidus 5' phosphate. Or 2 ug de DNA 5 kb linéaire
contient 1.4 pmole de résidus 5' phosphate. Donc, une unité de
phosphatase pour 6 ug de pUC 18 est largement suffisante.

Protocole : - 100 ul de solution de linéarisation.
- 10 pl de tampon concentré 10 fois.

- 1 ul enzyme (1 unite/0.001 ml).
Incuber une heure a 37°C (bain).

Tampon de déphosphorylation : - Tris-Cl pH 8.3 100 mM
- MgCl2 10 mM
- ZnCl2 10 mM

. Purification du plasmide.

L' extraction d'ADN se réalise par utilisation de phénol/chloroforme
et la concentration par précipitation a I'éthanol (Maniatis, 1989).

Protocole :

- On ajoute un égal volume de phénol/chloroforme (100 pl)
au plasmide traité.

- On centrifuge 5 minutes a 8000 rpm.

- On reprend la phase aqueuse et on ajoute un égal volume (100 pl)
de chloroforme.

- On centrifuge 5 minutes a 8000 rpm.

- On reprend la phase aqueuse et on précipite a I'éthanol : 2 volumes
(200 ul) et NaCl 4 M : 0.05 volume (5 pl) a - 70°C
durant 30 minutes.

- On centrifuge 5 minutes a 10000 rpm.

- On séche le culot et on le resuspend dans 10 ul de TE 1X.

On détermine la concentration du plasmide par mesure de densité optique

a 260 nm. :
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d. Vérifications.
d.1. La linearite se vérifie par une électrophorése :

- Tampon TAE.
- Agarose 0.8%.
- Puit1: -1yl Puc 18 (0.6 mg/ml).
- 8 ul TAE 1X.
- 1 ul Bleu de bromophénol.
- Puits 2/3 : - 1/3 pl AHind Il
- 8/6 ul TAE 1X.
- 1/1 ul Bleu de bromophénol.
On doit observer une seule bande de 2690 bp : taille du puUC 18.

d.2. La déphosphorylation se veérifie par une ligation sur lui-méme.

- Ligation :

1 ul pUC 18 (0.1 mg/ml).

2 ul Tampon concentré 10 fois.
16 pl Eau.

1 ul T4 ADN ligase.

- 20 ul
Incuber 16 heures a 14°C.

Tampon de ligation : -Tris-Cl pH 8.3 500 mM

(concentré 10X) -MgCl2 100 mM
-Dithiothreitol 100 mM
-B.S.A. 0.5 mg/ml
- Transformation : - A: 2 ul de ligation
-B: 5yl .
-C:10 yl 3
-D: 5 ul de pUC 18 circulaire
(10 pg/1 ul)

-E: 0 ul de ligation
On ajoute 0,1 ml de cellules compétentes JM 101.
On incube 30 minutes dans la glace.
On incube 45 secondes a 42°C.
On ajoute 1 ml de tampon SOC.
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Tampon SOC : -Bacto-tryptone 20 g
-Bacto-yeast-extract 5 g
-NacCl 0.5 g dans un litre.
Secouer et ajouter 10 ml de KCI 250 mM au tampon SOC.
Mettre a pH 7.
Autoclaver.

ET y ajouter 5 ml de MgCl2 2 M et 20 ml de glucose 1M.
On incube 30 minutes a 37°C (bain) et 30 minutes dans I'étuve

en agitant.

On étale 0.1 a 0.2 ml de chaque échantillon sur du milieu solide
LB X-gal Amp. et on incube une nuit a 37°C (étuve).

Milieu LB X-gal Amp. : -Bacto-tryptone

Autoclaver.
Et ajouter :

10 g/l
-Yeast extract 5 gl
-NaCl 5 g/l
-NaOH 1N 2 ml

-Gélose (agar) 15 g

-Ampiciline 4 mg/ml :12.5 ml
-X-gal 20 mg/ml : 1 ml
-IPTG 100 mM : 3 pl

Le lendemain, il suffit de compter les colonies et d'établir
les rapports de colonies bleues/blanches ainsi que le nombre
de colonies obtenues par gramme de pUC18 (taux de transformation).

3. PREPARATION DE L'ADN AMPLIFIE.

a. Traitement "gene clean”.

Il s'agit d'une méthode de purification d'ADN aprés séparation

par électrophorése.

- Electrophorése.

On prépare un gel d'agarose préparatif d'1.5% permettant la séparation
de molécules d'ADN linéaires comprises entre 200 et 3000 bp.
Il s'agit d'un agarose trés pur : Sigma type IV.
On dépose 15 ul d'amplification PCR par puit.
On utilise le X174 Hae Ill et le A Hind Ill comme marqueurs.
On applique 35 mA et 150 V pour une nuit de migration en tampon TAE.
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- Purification de I'ADN
f

Le gene clean de "Bio 101" est une méthode utilisant du Nal 6 M
pour dissoudre l'agarose et une matrice de silice (glassmilk)
pour purifier I' ADN du bromure d'éthidium, de I'ARN, des protéines
et autres contaminants. En effet, seul I'ADN se fixe sur cette matrice
tandis que le New Wash élimine les particules libres.

Protocole :

- On extrait les bandes d'ADN du gel.

- On les pese et I'on mutliplie le poids (mg) par 3 afin d'obtenir
le volume (1 ul) de Nal a ajouter.

- On incube 15 minutes a 55°C en agitant toutes les 5 minutes
jusqu'a dissolution compléte de I'ADN

- On ajoute 5 ul de glassmilk pour 15 pl déchantlllon déposé sur gel
et lI'on vortexe.

- On incube 10 minutes a température ambiante en vortexant
afin de mettre en contact 'ADN avec une surface maximale
de matrice.

- On centrifuge 5 secondes a 10000 rpm.

- On élimine le surnageant et on lave le culot 3 fois au New Wash :
en ajouter 0.5 ml et centrifuger 5 secondes a 10000 rpm.

- On eélimine le surnageant et on resuspend dans 15 ul de TE 1X.

- On incube 5 secondes a 55°C afin de favoriser la dlssolutlon de I'ADN
dans le TE 1X.

- On centrifuge 30 minutes a 10000 rpm et on récupere le surnageant
que l'on stocke a - 20°C.

Composition du New Wash concentré (Bio 101): - NaCl

- Tris

- EDTA
On mélange 14 ml de New Wash concentré avec 280 ml d'eau et
310 ml d'éthanol 100% et I'on adapte le pH a 7-8.5.

Il reste a vérifier la quantité extraite par électrophorése ou mesure

de densité optique a 260 nm.
Généralement le rendement est supérieur a 50%.
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Figure 2.2. : Méthode de clonage adaptée
aux produits PCR (Current protocols, 1992)



4. LIGATION.
a. Méthode classique.

Il s'agit d'introduire le fragment d'ADN amplifi¢ par PCR dans
le pUC 18 grace a une T4 ADN ligase.

Protocole : - 2 ul puUC 18 (100 ng/1 pul)
- 2 ul Tampon concentré 10 fois.
- 3/5/8/0 ul d'ADN purifié.
-12/10/7/15 ul d'eau.
- 1 ul T4 D.N.A. ligase (1 unité/1 ul).

-20 pl
Incuber une nuit (16 heures) a 14°C. (MANIATIS, 1989).

b. Méthode spécifique aux produits PCR

Elle s'appliqgue aux molécules linéaires se terminant par des sites
de restriction incomplets (demi site).
On obsérve une adénine terminale dans le cas du site BamH | (figure 2.2.).
L' action d'une ADN polymérase (fragment klenow) élimine cette base
excédentaire, tandis qu'une T4 DNA polynucléotide kinase phosphoryle
lés extrémités 5' rendant possible la formation de lien phosphodiester
entre les extrémités 5' et 3' par utilisation d'une T4 D.N.A. ligase.
Les concatémeres ainsi obtenus seront digérés par I'enzyme BamH |
et sous-clonés de fagon classique dans un pUC 18 (Ausubel, 1992).

Protocole :
- Extraction

- Apreés amplification, on retire la parafine recouvrant
I'eppendorf contenant la réaction d'amplification (80 pl).

- On ajoute un égal volume de phénol/chloroforme.

- On centrifuge 5 minutes a 8000 rpm.

- On récupeére la phase aqueuse et on y ajoute 2 volumes
d'éthanol et 1/20 de volume de NaCl 4 M.

- On incube 30 minutes a -70°C.

- On centrifuge 5 minutes a 10000 rpm.

- On séche et on resuspend dans 25 ul de TE 1X afin d'obtenir
une solution 0.2 mg/ml.
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- Ligation

- 5 ul ADN (0.2 ug/ul)

- 1 pl tampon concentré 10 fois de la T4 ADN ligase.
-1 ul ATP 1mM.

1 ul dNTP 2mM.

0.5 ul ADN polymérase (fragment klenow)(2 u/1 pl).
- Q.1 uyl T4 kinase (10 u/1 pul).

- 1.4 ul T4 ligase (1 u/1 pl).

10 pl

Incuber une nuit (16 heures) a 14°C.

- Digestion BamH |

10 upl ligation.

- 5 ul enzyme (10 u/1 pl).

- 3 ul tampon concentré 10 fois.
- 12 ul eau.

30 ul
Incuber 5 heures a 37°C.

5. TRANSFORMATION
. a. Principe.

Il s'agit d'introduire un plasmide recombinant dans une bactérie
lui permettant de se multiplier a volonté.
On sélectionne les colonies en utilisant un milieu LB X-gal Amp.

b. Préparation des cellules compétentes.

Les cellules souches (E. Coli)sont stockées a -20°C dans du DMSO.

- On mélange 0.02 ml de cellules souches avec 50 ml de milieu LB liquide
et on incube une nuit a 37°C en agitant.

- On reprend 1 ml de cette culture dans 50 ml de LB liquide,
on incube a 37°C en agitant et on suit la densité optique a 650 nm.
Lorsqu'elle atteint 0.4, on centrifuge 10 minutes a 4000 rpm.

- On resuspend le culot dans 20 ml de tampon de compétence Coli.

- - On incube 30 minutes dans la glace et on centrifuge 10 minutes

~a 4000 rpm.

- On resuspend dans 5 ml de tampon de compétence Coli.

- Les cellules sont aliquotées en 500 ul et stockée a -70°C.
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Milieu LB :- bacto tryptone 10 g/l

- Yeast extract 5 g/l
- NaCl 5 g/l
- NaOH 1M 2 mi
- Gélose (agar) 15 g/l
Tampon Coli : - glycérol 15%
- Tris-Cl 0.5MpH7.5
- CaCl2 1M

c. Protocole.

- 5 ul de ligation.
10 ul "
Onl:- -
5 ul de pUC 18 circulaire (10 pg/1 pl).

- On y ajoute 100 ul de cellules compétentes : JM 101.

- On incube 30 minutes dans la glace.

- On applique un choc thermique de 45 secondes & 42°C afin d'adsorber
le plasmide dans la bactérie.

- On ajoute 1 ml de tampon SOC.

- On incube 30 minutes a 37°C (bain) et 30 minutes a 37°C
dans I'étuve en agitant.

- On étale 5 fois 200 ul (A,B,C,D,E) sur des boites de LB X-gal Amp.
préalablement séchées.
On les incube une nuit & 37°C en étuve.

Le lendemain, on compte les colonies et on établit les rapports
de transformation.
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6. EXTRACTION D'A.D.N. PLASMIDIQUE (MINIPREP).

a. Principe.

Il s'agit d'une méthode d'extraction permettant la vérification
du clonage par digestion de I'ADN plasmidique. Elle implique une
purification sur milieu solide LB Amp* et une amplification sur un méme
milieu liquide aprés sélection des colonies blanches.

b. Protocole.

- On prépare un milieu solide LB Amp* sur lequel on strie
la colonie blanche reprise et on I'amplifie dans 2 ml de LB Amp* liquide.

Milieu L Amp™* : milieu LB autoclavé et mélangé a 25 ml d' ampiciline
4 mg/ml pour un litre de LB.

- On incube le tout a 37°C.

- Les colonies sur milieu solide sont stockées a 4°C et repurifiées
tout les mois sur un nouveau milieu.

- Le milieu liquide est centrifugé 2 minutes a 10000 rpm.

- On élimine le surnageant en utilisant une pompe a vide et on resuspend
le culot dans 100 ul de solution | en vortexant.

Solution | :
- Glucose 29
-EDTA 0.2 M 10 ml
-Tris1MpH8 5 ml

200 mli
L'EDTA complexe le Mg2*, cofacteur des nucléases.

- On y ajoute 200 ul de solution Il et 150 ul de solution Il en agitant

Solution 11 :
- SDS 10% 10 ml
-NaOH 2 N 10 ml
100 mi
Solution Il :
- Acétate de K3 M 1176 g
- Acide acétique pH 4.8 46 mi
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afin de précipiter, par présence de SDS et d'augmentation des sels
et du pH, 'ADN, ARN linéaire et les protéines tandis que I'ADN
circulaire reste soluble.

- On centrifuge 8 minutes a 14000 rpm et on récupére le surnageant.
On réalise une extraction phénol/chloroforme par ajout d'un égal
volume auquel on applique un coup de vortex.

On centrifuge 5 minutes & 8000 rpm et on récupére le surnageant.
On reéalise une précipitation a I'éthanol : 2 volumes

et NaCl 4M : 1/20 de volume.

On centrifuge 8 minutes a 14000 rpm, on séche les culots

et on les resuspend dans 100 ul de TE 1X.

L'ADN extrait, on en digére 1 ug par 10 unités d'enzyme durant
deux heures minimum afin de vérifier la taille du plasmide et de l'insert.

D. SOUTHERN

1. PRINCIPE.

Dans ce travail, cette technique se base sur une hybridation ADN-ADN
en vue de vérifier le clonage et les amplifications PCR. Elle implique
une étape de transfert d'ADN sur une membrane de Nylon chargée
positivement par passage de solvant a travers le gel, suivie d'une
préhybridation éliminant les sites de fixation aspécifiques et d'une
hybridation avec une sonde qui n'est autre que le second ADN marqué par nick
"translation." Les résultats sont obtenus par autoradiographie de la
membrane aprés lavages en conditions adéquates (Maniatis, 1989).

2. METHODE.
a. Le transfert d'ADN

Cette étape se réalise aprés séparation de I'ADN par électrophorése
en tampon TAE dans un gel d'agarose 1.5% pour une vérification
d'amplification P.C.R. et 1% pour une vérification de clonage.
L'électrophorése se fait a 35 mA et 150 V pendant une nuit de migration.
Le lendemain, on découpe le gel et on établit des repéres de migration

- d'ADN.
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- On dénature le gel 1 heure dans une solution I.
Solution | : - NaOH 20 gl
- NacCl 87.5 gll.

- On neutralise le gel 2 fois durant 30 minutes dans une solution II.
Solution Il : - Tris 60.5 g/l.
- NaCl 175 - ghpH 7.

- On rince le gel 20 minutes a 1 heure dans une solution de 20X SSC.
20X SSC: - NaCl 175 gl/l.
- Citrate Na 88 gll.

On prépare le transfert comme suit :

- On remplit un récipient de 20X SSC.

- On y dépose une plaque de verre couverte de 3 papiers (23 cm)
Watman 3M imbibés de 20X SSC et plongeant dans le récipient.
Cette opération doit se faire en évitant les bulles d'air

- On dépose le gel, ADN vers le haut, sur le papier 3M et on le recouvre
d'une membrane de Nylon (Hybond-N chargé positivement. Amersham.)
et de 3 papiers 3M imbibés de 20X SSC en évitant les bulles.

- On recouvre le tout de papier absorbant et d'une plaque de verre afin
de bien presser le tout.

- Le lendemain, on démonte le transfert et on marque la membrane
des mémes repéres que le gel.

- On la dépose, ADN vers le haut, sur 3 papiers 3M imbibés de NaOH 0.4M
afin de fixer 'ADN pendant 20 minutes.

- On la trempe dans du 5X SSC et on I'emballe dans du film alimentaire
afin de la garder a 4°C en attendant la préhybridation (Maniatis, 1989).

b. La préhybridation.

Elle se réalise pendant 3 heures minimum en conditions plus ou moins
stringeantes selon I'expérience (Maniatis, 1989).

Solution stringeante : 65°C/3X SSC.
- 20X SSC 45 ml
- Denhardt 100X 1,5 mi
- SDS 10% 0,3 ml
- Eau 23,38 ml

On la chauffe & 65°C et on ajoute 320 ul d'ADN de sperme de hareng bouilli
- 5 minutes & 100°C.
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Solution moins stringeante : 65°C/6X SSC.

-20X SSC 9 ml
-Denhardt 100X 5. mi
-SDS 10% 1,5 mi
-Eau 17,68 mi

On la chauffe a 65°C et on ajoute 320 ul d'ADN de sperme de hareng bouilli
5 minutes a 100°C.

Denhardt 100X : -Ficoll 20 g/l
-Polyvinylpyrolidone 20 g/l
-BSA 20 gl

c. L' hybridation.

Elle se réalise dans les mémes conditions que la préhybridation
en ajoutant la sonde radioactive.

d. Préparation de la sonde : par "Nick Translation".

Cette technique utilise une ADN polymérase | d' E. Coli qui ajoute
un nucléotide lorsqu'elle rencontre un 3' hydroxyl terminal créé lors
d'une bréche causée par une DNAse et entretenue par l'activité
exonucléase 5'->3' de la polymérase | (elle enléeve un nucléotide du cété 5'
de la bréche). L'élimination c6té 5' et 'addition simultanée cété 3'
résultent en un mouvement de le bréche le long de 'ADN en remplacgant
les nucléotides par d'autre dont un radioactif (Maniatis , 1989.).

Protocole : - 5 ul Solution A2 (Kit BRL)
-1 ug ADN
- X ul Eau
- 5 yul Enzyme (1u/1pl)
- 5 yl dCTP radioactif.

- 45 ul
On incube 1 heure a 14°C.
On stoppe la réaction en ajoutant 5 ul de solution D contenant de I'EDTA.

Solution A2 : - Tampon 10X concentré : -Tris-Cl pH 5 05M

-MgSO4 0.1 M
-Dithiothreitol 1 mM
-BSA 0.5 mg/ml.

- dNTP 20 mM (sans le dCTP)
- DNAse pancréatique (1 mg/ml) dans le glycérol 50%
et le NaCl 0.15 M.
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Dans les deux cas, la sonde est purifiée par passage sur colonne
de chromatographie : Séphadex G50.

Il s'agit d'un gel de dextran trés stable sauf en milieu trés acide
et en présence d'un oxydant trés puissant, présentant des grains de 0.05
a 0.15 mm de diamétre. Les molécules de taille supérieure aux plus gros
pores ne peuvent pénétrer dans les grains et vont donc étre éluées
(TE 1X pH 8) de la colonne trés rapidement tandis que les plus petites
passeront plus tardivement. Nous obtenons donc une séparation selon la
taille des oligonucléotides marqués.

On mesure la radioactivité de chaque fraction (3 gouttes/tube)
récupérée afin de détecter la sonde et le dCTP radioactif non incorporeé.

Les fractions correspondant au premier pic de radioactivité (la sonde)
sont récupérées et bouillies 5 minutes a 100°C puis ajoutées a la solution
d'hybridation et on laisse hybrider une nuit (16 heures).
e. La réevélation.

Le lendemain, on lave la membrane selon le procédé suivant :

- Premier lavage : on incube deux fois 15 minutes a 65°C dans du 2X SSC.

- Second lavage : on incube 30 minutes puis 15 minutes a 65°C
dans du 2X SSC, 0.1% SDS.

- Troisieme lavage : on incube 15 minutes a 65°C dans du 0.2X SSC.

- On élimine le liquide et on emballe la membrane dans du film
alimentaire.

- On place la membrane en autoradiagraphie a -70°C avec un film
X-ray kodak pendant un temps déterminé dans une cassette.
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E. CRIBLAGE D'UNE BANQUE D'ARABIDOPSIS THALIANIA.

1. PRINCIPE.

Il s'agit de détecter des clones chez cette plante peu évoluée
par hybridation avec une sonde d'ADN afin de savoir si un géne de pectine
methyl estérase y est présent.

Cette technique nécessite un titrage de la banque, un transfert des plages
de lyse sur une membrane de Nylon suivi d'une préhybridation et
d'une hybridation avec la sonde cDNA de pectine méthyl estérase.

2. LE TITRAGE DES BANQUES.

a. Banque cDNA(Stratageme)

Il s'agit d'une banque construite dans A ZAP (au site EcoR I)
qui est un phage possédant un site multiple de clonage dans lac Z'
et les signaux nécessaires a son excision sous forme de plasmide
par utilisation d'un phage helper ainsi que la résistance a Il'ampiciline.
(Figure 2.3.)

Le vecteur hbéte est une bactérie XL-1 blue :

rk- : elle ne peut restreindre 'ADN inséré mais peut le modifier.
- Rec A" : elle ne permet pas la croissance lytique.
F' pro AB* lacd lac Z delta M 15 : elle code le pili nécessaire
a l'infection par le phage A ZAP et une partie de l'opéron lactose
intervenant dans I'a-complémentation de la p-galacosidase.

- Sup E, hsdR (rk) : elle permet la croissance de phages présentant

des mutations amber.

On peut y insérer jusqu'a 10 kb de cDNA (Stratagéme).

b. Banque génomique.

Il s'agit d'une banque construite dans A Charon 35 (figure 2.4.) qui est
un phage possédant un site multiple de clonage dans lac Z' et un statut
red-gam* qu'il soit recombinant ou non ; cela lui permet de croitre
dans un héte rec A- tel LE 392 :

- Sup E, sup F : elle accepte les vecteurs portant des mutations amber.
- Hsd R (rk") : elle peut modifier les sites EcoK de I'ADN inséré

mais ne peut les restreindre.
On peut y insérer jusqu'a 21 kb d'’ADN génomique. (Maniatis).
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c. Protocole.
- Amplificatio_n des cellules compétentes.
* XL-1 blue :

- On étale 0.1ml de cellules souches contenues dans le DMSO
sur un milieu solide LB tétracycline (LB + 2 mg tétracycline)
et on incube un nuit a 37°C.

- On isole une colonie que l'on strie sur un milieu solide LB
tétracycline et on incube une nuit a 37°C.

- On amplifie une de ces colonies dans 50 ml de milieu liquide LB
+ 0.1 ml de tétracycline + 0.5 ml de maltose 20%
et on incube une nuit a 37°C en agitant.

- On centrifuge 10 minutes a 4000 rpm et on resuspend
dans 1/10 de volume (5 ml) de MgSO4 100 mM.

On stocke a 4°C une semaine grand maximum.

“LE 392 .

- On étale 0.1 ml de cellules souches contenues dans le DMSO
sur un milieu solide LB et on incube une nuit a 37°C.

- On isole une colonie que l'on strie sur une milieu solide LB
et on incube une nuit a 37°C.

- On amplifie une de ces colonies dans 50 ml de milieu liquide
LB + 0.5 ml de maltose 20% et on incube une nuit a 37°C
en agitant.

- On centrifuge 10 minutes a 4000 rpm et on resuspend
dans 1/10 de volume (5 ml) de MgSO4 100 mM.
On stocke a 4°C une semaine grand maximum.

- Dilutions des phages en tampons SM et SM + 0.1% de gélatine.

Tampon SM : - Tris pH 7.4 20 mM
- NaCl 100 mM
- MgSO4 10 mM
- On réalise des dilutions de 10 a 107
- On incube 1 ul de dilution et 0.1 ml de cellules compétentes15 minutes
a 37°C afin d'adsorber les phages.
- On ajoute 4 ml de top agar (LB + 0.7% agar), on vortexe et on étale
sur un milieu solide LB.
- On incube une nuit a 37°C.

Le lendemain, on compte les plages de lyse en fonction des dilutions
et on établit le titre de la banque.
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3. LE CRIBLAGE DES BANQUES.

a. Le transfert.

A : On incube 1 pul de banque génomique avec 3 ul de tampon SM et 2 mi
de cellules LE 392 afin d'obtenir environt 20000 plages de lyse.

B : On incube 9 ul de dilution 100 dans 3 ul de tampon SM + 0.1% gélatine
et 2 ml de cellules XL-1 blue afin d'obtenir environt 35000 plages
de lyse.

On suit le méme protocole que pour le titrage mais on ajoute 30 mi

de top agar pour couvrir une boite LB de 23 cm de cété.

Aprés 4 heures de croissance a 37°C pour A Zap et une nuit
pour A Charon 35, on incube 2 heures a 4°C.

- On dépose la membrane de nylon et on transfére 5 minutes
en milieu stérile.
- On dénature la membrane 2 minutes dans une solution |.
Solution | : -NacCl 1.5M
-NaOH 0.5 M
- On neutralise la membrane 5 minutes dans une solution Il.
Solution 1l : -NacCl 15M
-Tris-Cl 05MpHS8
- On rince la membrane 30 secondes dans une solution lil.
Solution 1l : -Tris-Cl  02MpH7.5
-2X SSC
- On fixe 'ADN sous U.V. 5 minutes et on stocke la membrane a 4°C
emballée dans un film alimentaire.

b. La préhybridation.

Elle se réalise en 5X SSC a 37°C en ajoutant 150 ml de la solution
suivante :
- Formamide 40%
- SSC 5X
- SDS 0.05%
- Denhardt 5X
- ADN de sperme de hareng 0.1 mg/ml

La formamide est désionisé 3 heures avec 5 g/100 ml de résine
échangeuse d'ions (amberlite MB-3) a température ambiante.
Il est filtré et autoclavé.
La solution est_portée 10 minutes a 82°C puis ajoutée a la membrane
pendant 3 heures minimum (Hilson, 1986).
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c. L'hybridation.

Elle se réalise dans les mémes conditions en ajoutant la sonde
avant de porter. a 82°C.
Cette sonde (pPE1) est marquée par nick translation et purifiée par
passage sur colonne de séphadex G50.

- 5 ul Solution A2

- 2,7 ul AD.N. ( 375 ng/1 ul)
27,3 ul Eau

5 ul Enzyme

- 5 ul dCTP radioactif

45 ul
Incuber 1 heure a 14°C et ajouter 5 ul de solution D.

d. Révélation.
Aprés une nuit d'hybridation, on lave les membranes :

- Deux fois 15 minutes a 37°C dans du SDS 0.2%, 2X SSC.
- 30 minutes a 37°C dans une méme solution.
On met en autoradiographie une nuit et deux jours (Hilson, 1986).

e. Purification des clones hybridant.

On reprend les clones hybridant sur les deux membranes obtenues
pour chaque étalement et on leur ajoute 0.5 ml de tampon SM
ou SM + 0.1% de gélatine et 3/1000 de chloroforme.

On refait un étalement classique sur petite boite, et on hybride
les deux nouvelles membranes avec la méme sonde dans les mémes
conditions. :

On reprehd une deuxieme fois le clone présentant le spot le plus intense

par boite et on refait un étalement classique.
Les clones isolés pourront alors étre étudeés.
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DEMARCHE SUIVIE

1. Extraction d'ADN.
Vérification des couples d'amorces choisis avec :
- primer ou oligo 4 (logiciels testant la formation de duplex),
- une comparaison des séquences protéiques de differentes PME
(PME1_LYCES, PME2_LYCES, PME_ASPTU, PME_ERWCH).
- un_ alignement multiple de ces mémes séquences.

Y

Amplification PCR ----> Vérification par hybridation southern
utilisant un fragment pPE1 comme sonde

aprés digestion Pst 1.
Clonage : - Ligation des produits entre eux,
- Digestion BamH |,
- Ligation dans un pUC18.

Vérification par - extraction de I'ADN plasmidique (miniprep)
et digestion BamH |.
- hybridation southern utilisant le produit
d'amplification, ayant servi au clonage, comme
sonde.

2. Criblage de banques d'Arabidopsis thaliana avec un fragment
de pPE1, obtenu aprés digestion Pst 1, comme sonde.




3. RESULTATS ET DISCUSSIONS.

A. PRODUCTION DE SONDES GENOMIQUES DE P.M.E.

En partant d'une séquence cDNA de pectine méthyl estérase (PME2 _LYCES
isolée par Ray en 1988) nous avons choisi deux couples d'amorces que l'on a
testés par la suite a l'aide de deux logiciels (Oligo 4 et Primer).

Nous avons alors effectué une série d'amplifications PCR sur ADN

genomique de pommes de terre et de tomates afin de produire des sondes
génomiques de PME chez deux Solanaceae.

Le but de cette étape est de fournir des outils d'étude des PME et de
rechercher le nombre de génes, alleles de PME existant chez la tomate et la
pomme de terre.

1. OBTENTION D'ADN GENOMIQUE.

Nous avons réalisé une extraction classique (matériels et méthodes : 13-
16) d'ADN génomique de tomate et de pomme de terre.

Tableau 3.1. : Prise de densité optique de I'ADN extrait.

Quantité ADN| Densité Optique|Concentration | Rapport Quantité ADN(ug)/
(9) 260 nm 280 nm (mg/ml) (260/280) g poids frais.

Tomate*:
Fruit 1 5 0.061 | 0.039 0.59 1.64 236

2 2,5 0.051 | 0.035 0.49 1.63 294
Contréle 0.002 | 0.003
Feuille :
Trend 2 0.025 | 0.017 0.22 1.47 330
Recento 2 0.013 } 0.007 0.1 2 100
Capello 2 0.017 | 0.011 0.14 1.56 210
Punch 2 0.056 | 0.035 0.53 1.6 795
Pomme de terre :
Feuille :
Charlotte 4 0.047 | 0.027 0.44 1.76 330
Rosabelle 4 0.052 | 0.037 0.49 1.4 245
Controéle 0.003 | 0.002

!

*La variétié de tomate est inconnue (elle provient du commerce).
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Figure 3.1. : Comparaisons de séquences protéiques.
a. PME 2_LYCES/PME 1_LYCES.
b. PME 2_LYCES/PME_ASPTU.
c. PME 2_LYCES/PME_ERWCH.
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Figure 3.2. : Séquences protéiques de PME.
a. PME 1_LYCES.
b. PME 2_LYCES.
c. PME_ASPTU.
d. PME_ERWCH.
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Photo 1 : Vérification de l'intégrité de I'ADN extrait par électrophorése.
Puits : 1. Charlotte échantillon 1

Charlotte échantillon 2

Rosabelle
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Capello échantillon 1

Capello échantillon 2
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Punch échantillon 1
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Photo 2 : Vérification de l'intégrité de I'ADN extrait par électrophorése.
Puits : 1. A Hind 1l (1 pl)
2. Tomate 1
3. Tomate 2




L'état d'integrité de I'ADN (taille) a été vérifié par électrophorése TAE sur
gel d'agarose 0.6 %.
On dépose 20 ul d'ADN dans 30 ul final (obtenu par ajout de TAE) par puit On
appligue 35 mA et 150 V pour une nuit de migration (photos 1 et 2).

On observe bien une seule bande majeure au-dessus de la taille
23,130 b., ce qui signifie que I'ADN extrait est inteégre.

2. CHOIX DES PRIMERS.

Nous avons sélectionné deux couples d'amorces a partir de la séquence
cDNA de PME2_LYCES publiée par Ray en 1988 (figure 1.17.), chacun se
situant dans la portion codante de la pectine méthyl estérase (PME) mature.

De plus, nous avons déterminé le taux d’homologies protéiques entre PME
végeétales, fongique et bactérienne et nous avons finalement effectué un
alignement multiple pour détecter les portions de séquences proteéiques
conservées, tout ceci afin de mieux expliciter les résultats d'amplification
obtenus sur ADN génomique avec les deux couples d'amorces.

a. Comparaisons de séquences.

Il s'agit d'une comparaison des séquences protéiques effectuée
avec le logiciel GCG. Ce dernier a comparé la séquence protéique
de PME2_LYCES publiée par Ray (1988) avec les 26706 seéquences
(swissprot.) protéiques qu'il détient a ce jour (Aoat 1992). |l utilise
l'algorithme de Pearson et Lipman pour travailler (figure 3.1.).

- PME 2_LYCES correspond a une isoenzyme de PME isolée chez la tomate
par Ray, 1988.

- PME 1_LYCES correspond a une autre isoenzyme de PME isolée chez
la tomate par Markovic, 1986.

- PME-ASPTU correspond a un précurseur de PME isolé chez Aspergillus
tubigensis (champignon) par Khanh, 1991. Il intervient lors du
pourissement des tissus végétaux. :

- PME-ERWCH correspond a un précurseur de PME isolé
chez Erwinia chrysanthemi (entérobactérie anaérobie facultative)
par Plastow, 1988. |l intervient également lors du pourissement des
tissus vegetaux. (figure 3.2.)
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Worksheet2 Chart 1

pectine methyl esterases ms= 50
asptu 0,4 T
|
|
erwch 0.2 T
} I { } 0 % % I % % I {
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 ( 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
|
-0,2 +
- -0,4 + pmef
pme2
_0,6 = =

Figure 3.3. : Coefficients de corrélation obtenus aprés comparaison i
des séquences (m=50): - PME 1_LYCES. \

- PME 2_LYCES.
- PME_ASPTU. ‘

- PME_ERWCH.



Worksheet2 Chart 1

pectine methyl esterases m=500

0,4

0,2 T
5]
o
pme2
pmei
erwch
1 | 0 | ! | & 1
I | v | 1 | 1
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3
-0,2 +
&
asptu ik D

Figure 3.4. : Coefficients de corrélation obtenus aprés comparaison
des quatres séquences ( m=500 )
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Figure 3.5. : Homologies détectées lors de I'alignement multiple
des séquences : - PME 1_LYCES.
- PME 2_LYCES.
- PME_ASPTU.
- PME_ERWCH.



Tableau 3.2. : Pourcentage d'identité obtenu aprés comparaison
de seéquences proteiques de PME.

Types de séquences.| % d'homologie. | nombre d'aa.

PME 2_LYCES 100 389
PME 1_LYCES 57.7 305
PME-ASPTU 26.7 331
PME-ERWCH 24.9 366

b. Alignements multiples.

Lorsque I'on compare les quatre séquences de PME, en acceptant un
champ d'analyse de 50 acides aminés, on remarque que les séquences
PME_ASPTU et PME_ERWCH sont trés proches (coefficients de corrélation
-0.08/0.3 et -0.1/0.24), que PME2_LYCES est proche de PME1_LYCES mais
également proche des PME_ASPTU et PME_ERWCH (-0.38/-0.4 et
0.62/-0.15 et-0.08/0.3 et -0.1/0.24), ce qui n'est pas le cas de PME1,
ce qui fait que PME1 et PME2 soient quand méme distantes (figure 3.3.)

Lorsque I'on compare les quatre séquences de PME, en acceptant un
balayage de 500 résidus, on remarque que les séquences PME2_LYCES,
PME_ERWCH et PME_ASPTU (-0.05/0.15 et -0.15/0.12 et -0.09/-0.3) sont
encore relativement proches tandis que PME1_LYCES (0.33/0.01) est plus
lointaine. (figure 3.4.)

L'analyse d'alignement multiple (figure 3.5) nous révele la présence
de portions conservées :

Pour les quatre séquences,
- de l'aa 60 a 73 (référence a la séquence PME2_LYCES)
- de l'aa 190 a 225
- de l'aa 244 a 254
- de l'aa 283 a 292

Pour les trois premiére séquences,
- de l'aa -59 a 107
- de l'aa 176 a 185
- de l'aa 189 a 226
- de l'aa 244 a 266
- de l'aa 283 a 292
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Sequence: Tom.mod les gels ? [1684])

Duplex Formation (position of the oligo = 335):
Upper Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, 1.9 kcal/mol
5' CGGGATCCCGGGTAAGGACATTGGAGCGAA 3'
| e s
3' AAGCGAGGTTACAGGAATGGGCCCTAGGGC 5°'

Upper Primer: the most stable dimer: 10 bp, -54.3,kcal/mol
5' CGGGATCCCGGGTAAGGACATTGGAGCGAA3'

L0 S B
3' AAGCGAGGTTACAGGAATGGGCCCTAGGGC 5'

Hairpin: AG = -2.2 kcal/mol, Loop = 4 nt, Tm = 64°
5' CGGGA
(i) 7
3' AAGCGAGGTTACAGGAATGGGCCCT

Sequence: Tom.@od les ' gels ? [1684]

Duplex Formation (position of the oligo = 1279):
Lower Primer: no 3'~terminal dimer formation
Lower Primer: the most stable dimer: 10 bp, -24.3 kcal/mol
5' CGGGATCCCGTAATCCATCCACATACGCCA3"
ERRRRRRRN
3' ACCGCATACACCTACCTAATGCCCTAGGGC 5'

Hairpin: AG = -2.2 kcal/mol, Loop = 4 nt, Tm = 64°
5' CGGGA
Rk
3' ACCGCATACACCTACCTAATGCCCT

Figure 3.6. : Formation de diméres avec les amorces 1 / 2.
a. Amorce 1-Amorce 1.
b."Amorce 2-Amorce 2. ,

Sequence: Tom.txt les gelS ? [1665]

Upper [335]/Lower [1270] Primer Dimers:
Upper/Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -1.6 kcal/mol
5' GGGTAAGGACATTGGAGCGA 3!
2 s sisde: 2 RS
3' ACCGCATACACCTACCTAAT 5"

Upper/Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 3 bp, =5.0 kcal/mol
5' GGGTAAGGACATTGGAGCGA 3!

|3 e
3' ACCGCATACACCTACCTAAT 5'

Upper/Lower Primer: the most stable .dimer: 3 kp, -6.7 kcal/mol
5' GGGTAAGGACATTGGAGCGA 3'

1
3' ACCGCATACACCTACCTAAT 5°'

L

Figure 3.7. : Formation de d_iméres~ : Amorce 1-Amorce 2.




Pour les deux premiéres séquences,
-dellaa 58 a 111
- de l'aa 119 a 133
- de l'aa 137 a 145
- de l'aa 147 a 155
- de l'aa 173 a 185
- de l'aa 188 a 271
- de l'aa 283 a 292
- de l'aa 344 3 392

On peut remarquer la grande homologie entre PME2_LYCES et PME1_LYCES.
Or leurs coefficients de corrélation (-0.38/-0.4 et 0.62/-0.15 pour m=50 et
-0.05/0.15 et 0.33/0.01 pour m=500) nous informaient d'une moindre
homologie. Ceci s'explique sans doute par la présence de nombreux petits
segments homologues qui induisent le programme en erreur (par exemple, la
présence de nombreuses hélices alpha peut produire ce type d'erreur ...) en
creant un énorme bruit de fond (refus de séquences homologues longues.)

La grande région homologue représente sans doute un site de fixation
pour le substrat, tandis que le reste des séquences servirait a l'adressage
spécifique de l'enzyme par exemple.

c. Choix des amorces 1/2.

Nous avons choisi les premiers oligonucléotides dans la partie codante
de la protéine mature (figure 1.17).

Situation (bases) Situation (abides amines)
Amorce 1 335 354 54 60
Amorce 2 1270 1289 365 372

On leur a ajouté cété 5' un site BamH | de 10 bases, ce qui nous donne des
amorces de 30 bases. Ceci afin de faciliter un clonage ultérieur ne
présentant en principe aucune difficulté de digestion.

Est1:5' CGGGATCCCGGGTAAGGACATTGGAGCGA 3

Est2:5 CGGGATCCCGTAATCCATCCACATACGCCA 3'

Nous avons vérifié ces oligonucléotides avec le logiciel "oligo 4".
Ce dernier teste le couple d'amorces sur lui-méme afin de détecter la
formation possible de diméres (figure 3.6.).
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On peut observer la formation d'un dimeére stable par appariement
des 10 bases du site BamH |, mais ce dernier se situant du cété 5',
cela n'interferera pas avec la réaction. En effet, la polymérase qui
synthétise de 5' en 3' ne rencontre pas de matrice.

Le logiciel teste également les amorces entre eux (figure 3.7.)
On peut observer la formation de 3 dimeéres par appariement de 3 bases
au maximum. Comparé aux 20 bases spécifiques a la région d'origine,
ces diméres ne peuvent entrer en compeétition suffisante pour interferer
avec la réaction.

De plus, si I'on regarde les comparaisons de séquences protéiques et
les alignements multiples, on remarque que l'amorce 2 se situe dans une
zone de grande homologie entre les deux isoenzymes de tomate tandis que
I'amorce 1 est moins bien située car seul trois acides aminés sur les dix
se situent dans une région homologue entre PME de tomate (figures 3.1. et
3.5.). liIs pourront peut étre s'hybrider a différents génes, alleles de PME
s'ils existent et ainsi amplifier plusieurs génes.

Les amorces peuvent donc étre utilisées pour I'amplification.
En effet, elles présentent - 44% de GC,
- peu de dimeéres stables,
- une situation en partie dans des zones
homologues.

Est 1 présente un température d'hybridation de 54°C tandis que

Est 2 en présente une de 51.2°C.

lls devraient nous donner un produit d'amplification cDNA de 955 bp
(sans sites BamH 1I).

d. Choix des amorces 3/4.

Nous les avons également choisis dans la partie codante de la protéine
mature. lls se situe entre les deux premieres amorces.

Situation (bases) Situation (acides aminés)
Amorce 3 419 438 82 88
Amorce 4 1246 1265 357 364

On leur a ajouté coté 5' un demi site BamH |, ce qui nous donne

des amorces de 23 bases. Ce demi site de restriction nous permettera
d'effectuer un clonage particulier adapté aux produits obtenus par
amplification PCR (matériels et méthodes : 25).
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A

3.

. Amorce 3 / Amorce 3

5 TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3

B ool ]
3 Cé;AGAATGAGAATAGACCACCT 5

5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3

ol
3' CGCAGAATGAGAATAGACCACCT 5

5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3

/]
3 CGCAGAATGAGAATAGACCACCT &'

CGCAG
LA
5' TCCACCAGATAAGAGTA

. Amorce 4 / Amorce 4.

" TCCAGTAGACCTCAACC/ATGATC 3

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &'

5 TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3

i /|

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &'

5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3'

[

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 3

5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3

/

-3 CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &'

5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3

| 111 ]
3 CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &




c. Amorce 3 / Amorce 4.

1. 5 TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3
/ I/ Tt L]

3" CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &

2. o TCCACCAGATAAGAGTAA/GA/CGC 3
hatacd
3" CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5

3. & TCCACCAGA'I}_AAGAGTA;A/GACGC 3
3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &'

4. % TCCACCAGATAAGAGTAAGACG/C K)
3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT &'

°. & TCCACCAGATAA/GAGT/AA/GACGC 3
/
3" CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5

Figure 3.8. : Formation de diméres avec les amorces 3 /4.
a. Amorce 3-Amorce 3.
b. Amorce 4-Amorce 4.
c. Amorce 3-Amorce 4.




Est 3 : 5 TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3'

Est 4 : 5 TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3'

Nous les avons vérifiées avec le logiciel Primer (Lincoln : MIT center for
genome research and whitehead institude for biomedical research).
Ce logiciel teste les amorces sur elles-méme,

entre eux,

sur leur taux en GC,

sur leur température d'hybridation.
Il suffit de donner la position de I'oligo, le nombre de bases le constituant
et la température d'hybridation. Le maximum de self complémentarité
étant de 10 bases co6té 5' et de 8 bases coté 3', il a accepté ce couple
d'amorces malgré la présence de diméres (figure 3.8.).

De plus, si I'on obsérve les comparaisons de séquences proteiques et
les alignements multiples, on remarque que les amorces se situent dans
des zones d'homologies entre PME de tomate (figures 3.1. et 3.5.).
lls devraient donc amplifier différents génes ou alléles s'ils existent.

Est 3 présente un température d'hybridation de 51.2°C et 45% de GC
tandis que Est 4 en présente 51.3°C et 45%.
Ces amorces devraient nous donner un produit d'amplification cDNA
de 845 bases (sans sites BamH I).
3. MISE AU POINT DE L'AMPLIFICATION SUR CDNA.

Les amorces synthétisées (Eurogentec) sont resuspendues avec de l'eau.
On détermine leur concentration afin d'obtenir des solutions d'img/ml.

Tableau 3.3. : Prise de densité optique des primers regus.

Echantillons Densité optique Concentration rapport
260nm 280nm (mg/ml) (260/280)

Blanc 0 0.004
Primer 1A 0.972 0.576 1.7

B 0.973 0.568 9.72 1.72
Primer 2A 1.112 0.602 1.86

B 1.046 0.589 10.72 1.89
Blanc 0 0.001
Primer 3A 1.180 0.588 2

B 1.349 0.675 12.645 2
Primer 4A 1.214 0.662 . 1.84

B 1.218 0.667 12.16 1.83
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La concentration C = DO 260nm x dilution x 0.02
car 1 DO = 0.02 mg/ml.

L'amplification est réalisée sur un clone pPE1 (contenant le cDNA de PME
isolé par Ray.) comme source d'ADN.

Pour les amorces 1/2, on a testé :

- deux dilutions d'/ADN : - 185 pg/ul
- 1.85 ngl/ul
- deux Taq polymérases : - Boehringer

Promega bleue ( sans gélatine)
- trois concentrations en MgCI2 : 1.5/2/2.5mM.

L'amplification est effectuée selon les conditions suivantes :

1. 92°C 6 minutes
Ajout de l'enzyme.

2. 92°C 1 minute
53°C 2 minutes 20 cycles.
72°C 2 minutes

3. 72°C 10 minutes

Pour les amorces 3/4, on a testé :

- deux dilutions d'ADN : - 185 pg/ul
- 1.85 pg/ul
- deux taq polymérases : - Boehringer

Promega bleue (sans gélatine)
- quatre concentrations en MgCIl2 : 1/1.5/2/2.5mM.

L'amplification est effectuée selon les conditions suivantes :

1. 92°C 6 minutes
Ajout de l'enzyme.

2. 92°C 1 minute
81°0 2 minutes 20 cycles.
72°C 2 minutes

3. 720 10 minutes

Chacune de ces deux expériences comprend un contrdle négatif représenté
par l'absence d'’ADN dans la réaction et un contrdle positif représenté
par une amplification mise au point auparavant (ici, la taille attendue
du produit devrait étre 700 bases).
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Figure 3.9. : Droite d'étalonnage de la photo 3.
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Photo 3. : Produits d'amplification obtenus sur cDNA.
(tableau 3.4.)




On analyse les résultats sur gel d'agarose 1.5% en tampon TAE.
On y dépose 10 ul d'amplification par puit (photo 3, figure 3.9.).
Les marqueurs utilisés sont le ®X174 Hae Il (2 ul par puit) et
le A Hind Ill EcoR | (4 ul par puit).

Pour les amorces 1/2, on remarque déja une amplification avec 1.85 ng
d'ADN aussi bien avec I'enzyme Boehringer qu'avec Promega 2.5mM.
Pour 18 ng, on n'observe plus qu'une amplification avec Boehringer.

Il est possible qu'il faille des quantités d'ADN: plus faible pour que
I'enzyme Promega travaille correctement.

Ou alors, I'enzyme dans certains échantillons a été degradée.
En effet, I'amplification PCR est une expérience trés sensible aux variations
de température.

Il se peut également que le rapport enzyme/ADN soit meilleur pour
I'enzyme Boehringer (dans ce cas) que pour I'enzyme Promega.

Pour les amorces :3/4, on remarque déja une amplification
avec 1.85 ng d'ADN. Seule I'enzyme Promega a donné des résultats positifs
dans un ordre de 2 a2.5mM de MgCl2. Le rapport ADN/enzyme etait sans
doute adéquat pour Promega et non pour les autres enzymes.

Tableau 3.4. : Produits d'amplification obtenus sur cDNA.

i Tailles cDNA (bases)
Puits Quantité d'ADN |{MgCl2 Taq attendues| observées
(ng) (mM)
Amorces 1/2
1 1.85 2.5 Promega 975 920
2 1.85 Boehringer 975 920
3 1.85 Boehringer 975 920
4 0 Boehringer 0 0
Amorces 3/4
10 1.85 2 Promega - 851 820
11 1.85 2.5 Promega 851 820
12 0 Promega 0 0
5 P contrdle positif* o 700 700

4.4
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Figure 3.10.a. : Droite d'étalonnage de la photo 4.
b. : Droite d'étalonnage de la photo 5.
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4. MISE AU POINT DE L'AMPLIFICATION SUR ADN GENOMIQUE.

~a. Utilisation des amorces 1/2.

Nous avons réalisé une premiére expérience a partir d'ADN génomlque
provenant du fruit de la tomate (échantillons 1 et 2).
Nous avons testé quatre enzymes et deux concentrations en MgCI2.
Les temperature appliquées sont les suivantes :

1..93°C 8 minutes
‘ Ajout de I'enzyme.
| 2. 93°C 1 minute
53°C 2 minutes 35 cycles.
T2°0 2 minutes

3. 72°C 10 minutes

Nous avons ensuite analysé les résultats sur gel d'agarose 0.8% et 1.5%
en déposant15 ul d'amplification. (photos 4 et 5, figure 3.10.)

Les marqueurs utilisés sont le A Hind Il et A Hind 1ll EcoR I.

Tableau 3.5. : Produits d'amplification obtenus sur ADN génomique
avec les amorces 1/2.

Puits | ADN et quantité Enzyme MgCl2 |Tailles (bases)
(ng) (mM) Observées| Attendues
sur cDNA

1 1: 590 Boehringer / 975
2 : B0 " / =
3 2: 490 " / "
4 : 49 ‘ " / "
5 1: 590 Promega 2 1500 "
rouge* 1250 ¢

1000 "

740 "

560 ?

6 1: 69 " 2 1250 "
560 "

4 1: 590 " 4 1500 a
1250 "

1000 "

740 "

560 "

8 1: 69 " 4 1500 '
1250 "

1000 "

740 "

560 "
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Photo 4. : Produits d'amplification 1 obtenus sur ADN
génomique avec les primers 1/2 (tableau 3.5.).




Photo 5. : Produits d'amplification 1 obtenus sur ADN
génomique avec les primers 1/2 (tableau 3.5.).




Puits

ADN et quantité

(ng)

Enzyme

MgClo

Tailles (bases)

Observées| Attendues

sur cDNA

10
11
12
13

14
15

16
2 54

18

19

20

21

22

23

24

25

2: 490

49
490
49
590

ol A S

-1

. 59
1: 590

2: 490

490
. 49
: 590

2: 490

2: 49

Promega
rouge

Promega
bleue*

Cetus

Contrble négatif

NABMN

AN

1500
1250
1000
740
560
1250

1250

1250
1400
1250
1250
1400
1250
1000
670
560
1250
1400
1250
1000
670
560
1250
1000
/
1250
1350
1200
1000
670
560
1200
1000
500
1350
1200
1000
670
560
1200
1000
560

97
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Photo 6. : Produits d'amplification 2 obtenus sur ADN
genomique’ avec les primers 1/2 (tableau 3.6.).

Photo 7. : Produits d'amplification 3 obtenus sur ADN
genomique avec les primers 1/2 (tableau 3.7.).




*Promega rouge (avec gélatine)/Promega bleue (sans gélatine).

Cette expérience est reproductible, en voici les résultats aprés analyse
sur gel 0.8%. (photos 6 et 7, figures 3.11. et 3.12.).

Tableau 3.6. : Produits d'amplification obtenus sur ADN génomique
avec les amorces 1/2.

Puits ADN et quantité |[Enzyme Résultats : Tailles (bases)
(ng) Observées |Attendues
sur cDNA
1 7 : 5900 Promega B 1200 975
2 g : 590 i / "
3 7 : 59 " / "
4 Contréle négatif / 30
5 7 : 5900 Cetus 1150 975
6 7 : 590 ’ / :
7 7 : 59 " / "
8 Contréle négatif / 30

Tableau 3.7. : Produits d'amplification obtenus sur ADN génomique
avec les primers 1/2.

Puits ADN et quantités iEnzyme MgCl2 Résultats : tailles (bases)
(ng) (mM) Observees| Attendues
. sur cDNA

1 10 : 4900 Promega B|2 1300 97

2 10 : 490 t 2 1300 "

3 10 :49 " 2 / ¢

4 Controle négatif / 30

5 10 : 4900 " 4 1300 975

6 10 : 490 " 4 / "

¥ § 10 :49 i 4 / "

8 Contréle négatif / 30

On remarque :

- un profil caractéristique de plusieurs bandes dans la premiére

expérience dont une d'environ 1250 bases plus intense que l'on
retrouve seule lorsque l'on refait d'autre expériences PCR

- la disparition des bandes annexes lorsque la quantité d’ADN chute

d'un facteur 10 et que la concentration en MgCl2 augmente.

- que la taille dépasse largement la taille attendue pour le cDNA

(975 b).
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Droite- d'étalonnage de la photo 6.

Figure 3.11.
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La preésence de plusieurs bandes d'amplification peut s'expliquer
de diverses maniéres :

- Les amorces se sont hybridées a une autre région du géne de PME 2,

ce qui semble peu probable vu que les logidciels Oligo 4 et Primer
refusent les amorces de ce type.

- Les primers se sont hybridés a une autre région du génome végétal.

Le fait que les bandes annexes disparaissent lorsque la quantité d'’ADN
chute d'un facteur 10 et que la concentration en MgCl2 augmente

apporte un argument en faveur de cette hypothése.

- Les primers se sont hybridés a d'autres génes,alleles de PME.

Ces hypothéses seront vérifiées plus tard par une hybridation de type
southern utilisant comme sonde un fragment Pst | du cDNA (pPE1 isolé par
Ray) de PME2_LYCES.

La taille obtenue pour la bande la plus intense (1300 b.) dépasse
largement la taille attendue pour le cDNA (975 b.).

Cette différence de 325 b. peut s'explique :

- par la présence d'un ou plusieurs inserts, Woodrow I'a d'ailleurs

constaté chez la tomate Alisa Craig en séquencgant partiellement
les deux clones génomiques qu'il a mis en évidence.

lls contiendraient au moins deux introns de 207 et 89b. dont la
position (a la base 600 et 780 du cDNA isolé par Ray en 1988) et la
séquence seraient conservées parmi les différents génes,

par la présence de divers alleles de PME,

par la présence de divers génes de PME, comme ce fut constaté par
Woodrow en 1990. |l existerait trois génes différant surtout par
leur sequence 3' terminale non transcrite, mais leur taille totale est
quasiment identique pour tous (a 600b. pres),

par une difféerence variétale : le cDNA est isolé d'une tomate

Alisa Craig et les amplifications ont été réalisés sur des tomates
de variétés inconnues (commerce). Cette éventualité pourrait étre
négligée car lors des études de polygalaturonases chez la tomate,
diverses variétés ont également été utilisées et aucune différence
notables n'a été décelée (Ray, 1988, Fischer, 1991).
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Photo 8. : Produits d'ampification obtenus sur ADN
génomique avec les primers 3/4 (tableau 3.8.).




b. Utilisation des primers 3/4.

Nous avons réalisé une premiére expérience en utilisant la taq
polymérase Promega bleue (2 mM MgCI2), vu qu'elle nous a donné de bons
resultats avec les deux premiers primers.

Les températures appliquées sont les suivantes :

1. 93°C 8 minutes
Ajout de I'enzyme.

2. 893°C 1 minute
§1°C 2 minutes 35 cycles.
72°C 2 minutes

3 T2 10 minutes

Nous avons ensuite analysé les résultats sur gel d'agarose 1.5%
en y déposant 20 ul de produit d'amplification (photo 8., figure 3.13).
Les marqueurs utilisés sont le A Hind Il et X174 Hae Ill.

Tableau 3.8. : Poduits d'amplification obtenus sur ADN génomique

avec les primers 3/4.

Puits ADN et quantités Résultats : tailles (bases)
(ng) Observées| Attendues
sur cDNA
1 Charlotte : 1000 1000* 851
310 "
2 Rosabelle : 1000 1000* 851
310 o
3 Recento : 1000 / .
4 Capello : 1000 / "
5 Punch : 1000 / <
6 Trend : 1000 / s
7 7 : 6000 / -
8 7 . 600 / ¥
9 7 : B0 / §
10 Contrble négatif. / /

Nous avons de nouveau effectué cette méme expérience, en utilisant
de I'ADN provenant d'une nouvelle extraction afin d'utiliser du matériel
frais. Nous avons alors pu observer une amplification chez la tomate
Punch en utilisant 1 ug d'ADN.

Ce produit d'amplification fait 1150 b. (photo 9)
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N.B. Les tailles marquées * correspondent & des valeurs calculées & partir
de la phote 10 car nous pouvons y comparer la taille des produits

obtenus chez la tomate (Punch) et la pomme de terre (Rosabelle et
Charlotte).

On remarque :

- une seule bande d'amplification aussi bien chez la tomate
que chez la pomme de terre.

On peut l'expliquer par diverses hypotheéses :

- Il n'existe qu'un seul géne de PME, or on n'observe plusieurs
isoenzymes et un seul type d' ARNm (1.6 kb.), il ne peut donc pas y
avoir un processing différent (Ray, 1988, Marcovik, 1986). De plus,
Woodrow a clairement constaté l'existence de trois génes de PME

chez la tomate Alisa Craig. Cette hypothése semble donc peu
probable.

- Il existerait plusieurs génes mais les conditions des expériences
ne permettent d'en amplifier qu'un seul :
- Les amorces se situent dans des zones homologues (protéiques,)
mais la séquence nucléique peut étre trop différente.
- L'ADN génomique utilisé peut étre partiellement dégradé au niveau
des genes de PME.

- Il existerait plusieurs génes mais ils auraient tous plus ou moins
la méme taille et ne sauraient donc pas étre détectés par analyse
sur gel d'agarose.

- 1l existerait plusieurs genes mais la partie amplifiee pourrait étre
de méme taille pour tous. Il s'agirait d'une portion trés conservée,
ce qui semble plus probable vu que Woodrow constate que les deux
clones qu'il a isolés sont presqu'identique (Gen2 possede 600bp
différentes coté 5' et Gen3 posséde 600bp en plus cété 3')
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- que la taille du produit d'amplification (1000 et 1100 b.) dépasse
largement la taille attendue du cDNA (851 b.).
Cette différence de 227 bases s'expliquerait :

- par la présence d'un ou plusieurs inserts, ceci semble trés probable
car les deux introns détectés par Woodrow en 1990 se situent aprés
la base 600 du cDNA isolé par Ray en 1988 et aprés la base 780.

Il se retrouve donc dans nos produits d'amplification. Leurs tailles
respectives sont de 207b. et 89b. ce qui nous donnerait un produit
d'amplification sur ADN génomique d'une taille supérieure de 296b.
a la taille attendue sur cDNA. Cette valeur correspond a celle
observée (227b.).

- par la présence d'alleles differents dont I'amplification auraient été
favorisée par les conditions de ces expériences.

c. Verification des amplifications par une hybridation de type southern.

Nous avons realisé un southern afin de vérifier les différentes
hypothéses élaborées dans le paragraphe précédent :

- Le profil d'amplification obtenu avec les amorces 1/2 présentant
plusieurs bandes,

- Le profil d'amplification obtenu avec les amorces 3/4.

Pour cela, nous avons transféré les différents échantillons
d'amplification PCR génomique et cDNA sur une membrane (photo 9) et
nous avons utilisé comme sonde, un fragment du cDNA contenu dans pPE1.

Il s'agit d'un clone cDNA isolé de tomate Alisa Craig (isoenzyme isolé
par Ray en 1988). Cet insert est cloné en un site Pst | du plasmide pAT153
(Slater, 1985). |l s'agit d'un plasmide de type pBR322 ayant subit une
delétion de 620 bases au site Hae Il. Les cellules contenant ce plasmide
présentent 1.5 a 3 fois plus de plasmides que la normale et il a aussi
l'avantage d'avoir perdu le géne nic codant l'origine de transfert de
confugaison. Il se réplique dans les cellules traitées au chloramphénicol.
(figure 3.14.) (Twigg, Sheratt, 1980).

La sonde est obtenue aprés digestion Pst1 de I'ADN plasmidique contenu
dans pPE1. (photo 10., figure 3.15.)
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Droite d'étalonnage de la photo 10.

Figure 3.15.
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Photo 10. : Analyse de digestion Pst1 du clone pPE1.
(Tableau 3.9.).
Puits : 3. pPE1 digéré Pst1 (2 ug dans 10 pl)
6. A Hind Il (2 ul dans 10 ul réaction)
7. ® X174 Hae Ill (1 pl dans 10 pl réaction)
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Figure 3.16. : Droite d'étalonnage des photos 9 et T
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Photo 9. : Produits d'amplifications sur ADN génomique
avec les primers 1/2 (amplifications 1,2,3)
et avec les primers 3/4.
(tabmeau 3.10.)




On peut observer 4 fragments aprés digestion Pst1.

Tableau 3.9. : Analyse de digestion Pst1 du clone pPE1.

Tailles observées (bases) | Tailles attendues (bases)

3800 3740
1025 1060
420 416
250 189

Nous avons marqué le fragment de 1060 b. par nick translation
(matériels et méthodes : 29-32) aprés purification de celui-ci par gene
clean et nous l'avons alors utilisé comme sonde lors d'une hybridation
3XSSC a 65°C (photo 11, figure 3.16.).

Tableau 3.10. : Ensemble des produits d'amplification transférés
sur membrane en vue d'une hybridation southern.

Puits amorces| Echantillons |PCR MgCl2 Enzyme

1 1/2 6 1 2 mM Promega

2 1/2 1 2 2 mM o

3 1/2 1 3 2 mM :

4 1/2 2 3 2 mM "

5 112 Contréle negatif 2 mM "

6 1/2 15 1 4 mM "

7 1/2 5 3 4 mM "

8 1/2 Contréle négatif 4 mM "

9 1/2 5 | 2 Cetus

10 1/2 Contrble neégatif "

11 1/2 Contréle positif (pPE1) Promega
l

12 Contréle négatif du southern : X174 Hae lll

13 Contréle négatif du southern : A Hind Ill EcoR |

14 3/4 2 1 2 mM Promega

5 3/4 1 1 2 mM "

16 3/4 12 2 2 mM "

17 3/4 Contrdle négatif 2 mM "

18 3/4 Contréle positif ( pPE1 ) "
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Photo 11. : Vérification des produits d'amplification
par une hybridation southern
(tableaux 3.10. et 3.11.)




Tableau 3.11.: Produits d'amplification analysés sur gel et verifiés
par hybridation southern.

Puits Tailles (bases) Tailles (bases) Tailles (bases)
sur gel sur autoradigraphie | attendues sur cDNA
1 1250 1250 975
500 g
2 1200 1200 "
3 1300 1300 "
4 1300 1300 "
5 / / 30
6 1250 1250 975
1000 B
670 g
540 "
Y 1300 1300 "
8 / / 30
9 1150 1150 975
10 / / 30
11 990 990 975
14 1000 1000 851
300 "
15 1000 1000 .
300 "
16 1100 1100 "
17 / / 23
18 840 840 851

L'autoradiographie nous permet de conclure :

- que le produit d'amplification le plus intense obtenu avec

les primers 1/2 correspond bien a un géne de PME.

- que les autres produits d'amplification (moins intenses) obtenus
avec les primers 1/2 ne correspondent pas a des genes de PME.
Les bandes annexes sont sirement obtenues par hybridation
des primers en d'autres endroits du génome.
Ce bruit de fond peut d'ailleurs étre éliminé en diminuant
la quantité d'ADN, en augmentant la concentration en MgCI2 ainsi
qu'en appliquant une température d'hybridation spécifique au primer

durant

I'amplification.

Mais elle ne nous permet pas de démontrer la cause de I'amplification d'un
seul produit de pectine méthyl éstérase.
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Photo 12. : Vérification de la linéarisation du puC18
Puits : 2. pUC18 (0.6 pug dans 10 pl réaction)
3. A Hind Il (1 pl dans 10 pl réaction)
4. ) Hind Il (3 ul dans 10 pl réaction)




B. TENTATIVE DE CLONAGE D'UNE SONDE GENOMIQUE.

Nous avons décidé de cloner un produit d'amplification génomique selon un
procédé spécifique aux produits obtenus par PCR (matériels et méthodes :25)
Ceci, afin de disposer d'une quantité importante de matériel pur (c'est-a-
dire seulement le bon produit d'amplification, sans produits annexes ni
contaminants quelconques) durant une période indéterminée.

Cette technique particuliere est utilisée afin de faciliter le clonage car
lors de la synthese des amorces 1/2, nous avions perdu un des sites de
restriction d'une amorce et le clonage était devenu impossible. De plus, la
présence de sites de restriction identiques et entiers aux extrémités des
deux amorces permet la formation de dimeéres stables pouvant interférer
avec la réaction PCR.

Nous obtenons ainsi des outils que I'on pourra facilement caractériser
(carte de restriction, séquencgage...) et utiliser lors d'hybridations southern
et criblages de banques.

1. PREPARATION DU PLASMIDE.

Nous avons utilisé un pUC 18 que nous avons linéarisé par digestion
BamH | et déphosphorylé (matériels et méthodes : 20-22).

La photo 12 nous montre la vérification de la linéarisation. On observe
bien une seule bande a 2690 bases ce qui correspond a la taille du plasmide.

La déphosphorylation est vérifiée par une religation du plasmide suivie
d'une transformation dont voici les résultats :

Tableau 3.12. : Colonies observées aprés transformation.

Quantité plasmide Colonies Colonies/pg
(p9) Bleues Blanches | Bleues Blanches
250 1 0 0.004 0
250 0 0 0 0
750 0 0 0 0
750 - 0 0 0 0
Négatif 0 0 0 0
500 1 0 0.002 0
500 1 0 0.002 0
1500 6 0 0.004 0
1500 6 0 0.004 0
Positif :10 1008 6 100.8 0,6
10 1300 5 130 0,5
10 1544 2 { 154.4 10,2

(¢))
o




On n'observe pas de colonies (ou trés peu), ce qui signifie que le plasmide
linéaire est bien déphosphorylé (c'est-a-dire qu'il ne peut se recirculariser).
En effet, sous forme linéaire, le plasmide pénétre dans la bactérie mais il
n'a plus la possibilité de s'exprimer. De ce fait, il ne peut apporter la
résistance a l'ampicilline dont la bactérie a besoin pour croitre sur le
milieu LB Xgal Amp ou elle se situe. Le taux de transformation du pUC 18
standard varie entre 101 et154 colonies/pg.

2. INSERTION DE L'ADN AMPLIFIE.

Nous avons décidé d'utiliser un protocole de clonage spécifique aux
produits PCR (matériels et méthodes : 25), dont voici les résultats aprés
transformation (matériels et méthodes : 25-27) :

Tableau 3.13 : Colonies observées aprés transformation.

| Pour 25 ng de plasmide (5 ng par étalement A,B,C,D,E).

" Quantité d'insert Ligation Colonies Rapports
(ng pour 0,2 ml) (uh) Bleues Blanches |(blanc/bleu)
5 3/A 4 174 43.5
5 3/B 5 210 42
5 3/C o 230 46
5 3/D 10 187 18.7
5 3/E 8 189 23.625
8.5 5/A 11 Fof 7
8.5 5/B 14 82 5.86
8.5 5/C 12 90 75
8.5 5iD 3 £ 25.6
8.5 54 E 6 85 14.2
13.5 8/A 2 4 2
13.56 8/B 0 6 /
13.5 8/C 4 4 1
13.5 8/D 2 & 3.5
13.5 8/E 0 9 /

0 0/A 2 0 0

0 0/B 3 0 0

0 0/C 5 0 0

0 0/D 4 0 0

0 0/E 5 0 0

Négatif : 0 - 0 0 0

Positif : 0,01 1204 5 0.004
0,01 1200 4 0.003
0,01 1008 3 0.003

85




~ Les Papiers Canson - France -

QUADRILLE SEMI-LOGARITHMIQUE A 3 MODULES

10°
9

10?

7 omm )

10°
9
8

10°

3} Yo ¥3 43I

I | ] . $x 2Kl
4 Lid 4414 L b {1 { - . =5 . |||:\.. el
il L BSPaEEEES
§ il P 2 O BORNE NG  5 5 - 4 v o6 [l oW
. 4444 R S - S S S AESR - - \.1.; S| T
THITELrEEEL ] | ' B 0 O N O
V]
: | RRE AL E
L i X 111 Ll AL
T i T B O O
i THHAT T o I ‘ .
I TR i ped - =
v
. Lw —3 .|ll .?\ vl { 1x$ - = p
g ; i 155 1 L B I 0 0 OO 5%
1 FH AL SRS Pl B S
itl HUBH IR R R i L L ‘ BEnEEE SN
i WA I y wErer T
444 B I = = H t14 e 00 0 B B o % . 4.4 o 2304 IS SR
| TR ! 111 .\\, : £ 018 e
1 U] 50 o
4 - e e o B R et B {44 41 i = - - S e o
_ AR RN O il ] HUA T + TS
bare o LH- \
SEEEN N BN | | r 4N K o | L4 T L~
-3- o T \\\. o 3
- M \\ e - -y ﬂ
L ~ \\\ T
Al Y “* E
la ] : o - N,/
- - - — - S
I . il I B o 0 e i LR e
A A HH el RELRRNR UMMM NN \n
i T e g A 0 LS
x i1 o 8 M ] ] 1
; A e e il : AT M
MHHTHI T LT ‘ T T TS
HHHALLLE D ! i Aaa R 11 = e
2 - G o




Droite d'étalonnage de la photo 13 (dessus).

Figure 3.17.a.

Droite d'étalonnage de la photo 13 (dessous).
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Tableau 3.13. : Colonies observées apres transformation.

Pour 50 ng de plasrriide (10 ng par étalement A,B,C,D,E).

Quantité d'insert Ligation Colonies Rapports
( ng pour 0,2 ml ) Bleues Blanches |(Blanc/Bleu)
10 3/A 8 305 38.125
10 3/B 13 321 24.7
10 3/C F 4 320 45.7
10 3/D 16 324 20.25
10 3/E 9 259 28.8
¥ & 5/A 2 98 49
17 5/B 4 111 27.75
17 5/C e 98 49
1Z%. 5/D 9 106 11.8
TE BI/E 2 88 44
ar 8/ A 4 3 0.75
27 8/B 7 6 0.86
27 8/C 7 11 1.6
27 8/D 3 11 3.7
27 8/E 3 8 2.7
0 0/A 12 3 0.25
0 0/B 19 1 0.05
0 0/C 15 0 0
0 0/D 24 3 0.125
0 0/E 16 0 0
Negatif : 0 0 0 0
Positif : 0,01 1204 B 0.004
0,01 1200 4 0.003
0,01 1008 3 0.003

On remarque que le taux de colonies blanches obtenues est trés élevé
(surtout pour 3 et 5 ul d'ADN utilisg¢s lors de la ligation ).

On analyse quelques unes de ces colonies blanches en extrayant 'ADN
plasmidique qu'elles contiennent et en digérant ce dernier avec l'enzyme

BamH |I.

sur gel d'agarose 1% (photo 13, figure 3.17.).
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Le tableau 3.14. nous donne les résultats obtenus aprés migration




Photo 13. : Analyse de digestion BamH | d'ADN plasmidique

de colonies positives (tableau 3.14.)

Puits : 1. Controle de digestion : pUC18 digéré BamH |
2 a 18. Clones dont on a extrait 'ADN et que

I'on a digérés avec l'enzyme BamH |.

19. A Hind 1l
20. ®X174 Hae lll
21 a 38 Clones digérés BamH |
39 A Hind Il et ®X174 Hae il
40 Contrdle de digestion : pUC18 digéré BamH |




Tableau 3.14. : Analyse de digestion BamH | d'’ADN plasmidique
des colonies positives.

Puits Tailles (bases)
observées |attendues
en PCR
2/3/6/8 a 15/17 2700 2690
1800 1000
18 2700 2690
1000
21 2800 2690
1000
23 a 31/33 2800 2690
1600 1000
32/34/35/36/37/38 2690
1600 1000

Les tailles obtenues sont plus élevées que celles attendues sur cDNA
(calcul effectué a partir des amorces et de la séquence cDNA de PME2_LYCES

(Ray, 1988)).

Cela peut s'expliquer par :

- une mauvaise migration. Normalement, elle est visible avec le

bleu, mais la migration s'effectuant la nuit, cela ne peut étre
controle,

une concentration inadéquate du gel. Cela semble peut probable
car un gel d'agarose d'1% separe des molécules comprises entre
450 et 6500 bases de taille et les molécules d'ADN a séparer
font 1000 et 2690 bases de taille

une difféerence trop importante de la concentration en sels
entre les échantillons et les marqueurs.

une digestion partielle des produits d'amplification

avant la ligation dans le pUC 18. Si la digestion n'est pas
compléte, plusieurs produits d'amplification peuvent s'insérer
ensemble dans un méme plasmide et ainsi donner un insert de
taille beaucoup plus grande. De plus, il se peut qu'il existe des
sites BamH | dans le produit d'amplification (qu'il s'agisse d'un
allele different de ceux déja isolé ou d'un méme alléle
présentant un ou plusieurs introns) et donc, la taille attendue
aprés digestion serait faussee.

- la présence de contaminants insérés dans le plasmide.
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Photo 14. : Vérification du clonage par hybridation southern

Puits 1.

-—t
PeeNomhON

11.
12,

13.

Amplification PCR obtenu avec I'ADN Rosabelle.
Amplification PCR obtenu avec I'ADN Charlotte.
pUC18 digéeré BamH | (1 ug digéré)

Clone 9 digéré BamH | ¢

Clone 9 digéré Pvu Il "

Clone 10 digéré BamH | "

Clone 10 digéré Pvu Il "

Clone 11 digéré BamH | "

. Clone 11 digéré Pvu Il "

pUC18 digéré Pvu Il k
$X174 Hae Il

A Hind Il EcoR |

pPE1 digére Pst1.




Figure 3.18. : droite d'étalonnage de la photo 14. ~ Les Papiers Canson - France -
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3. VERIFICATION PAR SOUTHERN.

Afin de vérifier le clonage, nous avons transféré sur membrane les
produits d'amplification PCR obtenus sur I'ADN génomique de pomme de terre
avec les amorces 3/4 (parmis ces produits, on trouve celui qui a servi
d'insert au clonage), trois clones dont 1 ug est digéré par deux enzymes

(BamH | et Pvu Il), deux contrbéles de digestion (1 ug de pUC18 digéré BamH |
et Pvu Il), un contréle positif de southern (pPE1 digéré Pst 1) et deux
contrbles négatifs de southern (A Hind Il EcoR | et X174 Hae lll).

Nous avons utilisé comme sonde le produit PCR obtenu avec I'ADN de
pomme de terre Rosabelle (parce qu'il a servi de source d'inserts au
clonage), nous l'avons marqué par nick translation aprés un traitement
gene clean pour purifier 'ADN. L'hybridation a été réalisée a 65°C
en 3X SSC. Les lavages effectués sont explicités dans matériels
et méthodes : 29-32.

L'autoradiographie (photo 14, figure 3.18.) nous révele qu'il s'agit bien
d'un clonage de contaminants. En effet, la sonde s'hybride aux
amplifications PCR et au contrdle positif mais pas aux contrbles négatifs,
ce qui signifie que le marquage est effectué par la sonde radioactive et non
par un excés de dCTP radioactif. De plus, cette sonde n'hybride avec aucun
des trois clones ni avec le pUC18, ce qui signifie que l'insert cloné n'est pas
le fragment d'origine ayant servi d'insert pour le clonage.

C. TENTATIVE DE CRI.BLAGE DE BANQUES
D'ARABIDOPSIS THALIANA.

Deux banques sont utilisées (matériels et méthodes : 33-36) :

- une cDNA : insert cloné dans | ZAP.
- une génomique : insert cloné dans | Charon 35.

Il s'agit d'une brassicacée (2n=10) offrant de nombreux avantages.
Elle est de petite taille (8 a 50 cm) et posséde un intervalle de generation
de 4 a 5 semaines en conditions optimales (sol humide, lumiére
fluorescente). Son mode de fertilisaion est autogame, ce qui assure
I'obtention naturelle d'homozygotes tandis que par opérations manuelles
simples, on obtient une fertilisation croisée. De plus, de nombreux mutants
sont facilement produits par traitement des graines (jusqu'a 10,000 par
plant), il existe entre autre des mutants dont le développement (des
embryons, des racines, floral, du gamétophyte) est affecté (Koncz, 1992).
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Arabidopsis thaliana posséde un génome de taille minime :

- L'analyse microspectrophotométrique de noyaux colorés I'estime
a 2 108 pases.

- L'étude de réassociation d'ADN totaux I'estime & 7 107 bases.
- La relation grandeur de la cellule et volume nucléaire I'estime
a 109 bases.(Meyerowitz, 1985).

Ces mesures de taille du génome haploide démontrent qu'il est le plus
petit des angiospermes. |l correspond a la moiti€¢ du génome de drosophile
et a 5 fois celui de la levure. La taille minime et la simplicité de
l'organisation génomique en font un modeéle pour I'étude moléculaire des
plantes supérieures. Un nombre réduit de clones correspondant & plusieurs
fois le génome peut étre criblé en peu de temps.

Cette plante constitue donc un outil de travail trés précieux : beaucoup de
géenes clonés a partir d'Arabidopsis ont pu étre étudiés. En effet, des
protéines codées par plusieurs génes dans la plupart des angiospermes
semblent correspondre a une petite famille voire un seul géne chez
Arabidopsis. Les séquences uniques sont regroupées en grands blocs sur les
chromosomes de cette espece. Par exemple, Chang et al en 1985 ont isolé et
séquenceé le géne d'Arabidopsis codant 'ADH en utilisant comme sonde, un
géne de mais correspondant (Koncz, Chua, Schell, 1992).

1. TITRAGE DES BANQUES.

Avant de cribler une banque, il est nécessaire de la titrer afin d'établir
le nombre de clones a étaler pour représenter la totalité du genome et donc
travailler en conditions optimales de réussite (matériels/méthodes : 33-36)

a. Banque cDNA.

a.1. Dilutions des phages dans un tampon SM.

Dilutions | nombre de plages de lyse
10-1 complétement lysé

1 0-2 n 5

10-3 724

i e 166

10-5 46

10-6 18

10-7 4

Titre moyen : 2330 103 plages de lyse/ul.
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a.2. Dilutions des phages dans un tampon SM+0.1% gélatine.

Dilutions | Nombre de plages de lyse
10-1 complétement lysé
10-2 1900
10-3 221
10-4 72

| 10-9 16
10-6 0

Titre moyen : 3770 102 plages de lyse/ul.

b. Banque génomique.

b.'1. Dilutions des phages en tampon SM.

Dilutions | Nombre de plages de lyse
10-1 1176

10-2 167

10-3 18

10-4 15

10-5 8

10-6 5

10-7 0

Titre moyen : 15,500 plages de lyse/ul.

b.2. Dilutions des phages en tampon SM + 0,1% gélatine.

Dilutions | Nombre de plages de lyse
10-1 complétement lysé
10-2 . 369

10-3 60

10-4 19

10-9 0

10-6 4

107 3

Titre moyen : 96,500 plages de lyse/ul.

™
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Figure 3.19, : Autoradiographie obtenue par criblage de la banque
cDNA d'Arabidopsis thaliana.
Révélation de la membrane 1.




Figure 3.20. : Autoradiographie obtenue par criblage de la banque
cDNA d'Arabidopsis thaliana;
Révélation de la membrane 2.




2. LE CRIBLAGE DES BANQUES.

a. Banque cDNA.

La dilution des phages s'effectuant dans le tampon SM + 0,1% gélatine,
nous avons utilisé le titre obtenu avec ce tampon : 377,000 plages
de lyse/ul. Le génome d'Arabidopsis étant de 7 107 b. et la taille
maximale des inserts utilisés pour construire la banque étant de 10,000 b.

(Stratagéme), 7000 plages de lyse représentent au minimum une fois
le génome (matériels et méthodes : 33-36).

Nous avons étalé 9 ul d'une dilution 100 correspondant a 5 fois
le génome d'Arabidopsis thaliana au maximum.

Nous avons realisé deux transferts sur membrane de nylon afin
de distinguer les signaux spécifiques d'hybridation et les parasites.

Les filtres traités ont été préhybridés a 37°C, 5X SSC, 40% formamide
durant 3 heures afin d'éviter que la sonde ne se fixe & des régions
aspecifiques. L'hybridation s'est réalisée dans les mémes conditions
en ajoutant la sonde (fragment pPE1 digéré Pst1) marquée
par "nick translation”.

On peut détecter la présence de signaux sur l'autoradiographie
(figures 3.19. et 3.20.). Mais en comparant les deux membranes,
les signaux se révelent étre des signaux parasites.

b. Banque génomique.

La dilution des phages s'effectuant dans la tampon SM, nous avons
utilisé le titre suivant : 15,500 plages de lyse/ul.

La taille maximale des inserts utilisés pour construire cette banque
genomique étant de 12,000 bases, 5900 plages de lyses sont suffisantes
pour représenter une fois le genome (Stratagéme).

Nous avons étalé 1 ul de la banque, ce qui correspond a 3 fois le génome
d'Arabidopsis thaliana.

Nous avons également réalisé deux répliqgues membranaires afin
de distinguer 1es signaux spécifiques des parasites.

La préhybridation a eu lieu en 5X SSC, 37°C, 40% formamide pendant
3 heures suivie d'une hybridation dans les mémes conditions en ajoutant
la sonde (fragment de pPE1 aprés digestion Pst1) marquée par nick
translation.
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Figure 3.21. : Autoradiographie obtenue par criblage de la banque
genomique d'Arabidopsis thaliana.
Reévélation de la membrane 1.



Figure 3.22. : Autoradiographie obtenue par criblage de la banque
génomique d'Arabidopsis thaliana.
Révélation de la membrane 2.




On peut detecter la présence de signaux sur l'autoradiographie
(figures 3.21 et 3.22.). Mais aprés comparaison des membranes, ceux-ci
se révelent étre des signaux parasites.

Dans les deux expériences, aucun résultat positif n'est obtenu,
seule une introduction a cette technique a pu étre realisée.

Il est possible que linterprétation difficile des autoradiographies surtout
en conditions peu stringeantes en soit responsable.

La repréesentabilité de la banque peut également étre en cause bién que
nous ayons étalé jusqu'a 5 fois le génome d'Arabidopsis.

Il est aussi probable que s'il existe un géne de PME chez Arabidopsis
thaliana, il ne soit pas homologue a celui de l'isoenzyme 2 retrouvé chez
la tomate. Cette possibilité semble peu réaliste vu le pourcentage
d'homologie retrouvé entre PME végétale, bactérienne et fongique
(Resultats : 38-40), la détection de plusieurs parties de séquences
homologues entre ces mémes PME, ainsi que I'appartenance de la tomate et
d'Arabidopsis au groupe des dicotylédones.

Par contre, une différence importante au niveau de la séquence nucléique
serait plus probable.

On pourraient également mettre en cause le fragment Pst1 utilisé comme
sonde, or il recouvre les zones les plus homologues que I'on observe lors de
l'alignement multiple entre PME végétales, fongique et bactérienne
(Resultats : 39-40).

Afin de mener a bien cette expérience, il serait donc nécessaire
d'effectuer des hybridations avec la sonde utilisée pour le criblage sur de
I'ADN géenomique d'Arabidopsis digéré par diverses enzymes et ainsi
determiner les conditions optimales d'hybridation entre le génome
d'Arabidopsis et 'ADN génomique de tomate.

Il serait egalement interessant de réaliser ces mémes expériences
d'hybridation avec les deux sondes génomiques produites, le fragment entier
et génomique permettrait peut étre une meilleure hybridation lors du
criblage.




4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

Afin de pallier le manque d'informations concernant la localisation
(Chamberland, 1991) et l'intervention des pectine méthyl estérases lors du
marissement (Fischer, 1991), croissance et différentiation, la production
d'outils génétiques s'imposait.

Nous avons décidé de produire des sondes génomiques de ces enzymes par
amplification PCR chez deux solanaceae : la tomate (Lycopersicon
esculentum) et la pomme de terre (Solanum tuberosum).

En partant de la séquence cDNA de PME2_LYCES (Ray, 1988), nous avons
obtenu un produit d'amplification par couples d'amorces et par vegeétal.

Il serait interessant de les séquencer et d'établir une carte de restriction
pour chacun afin de les caractériser.

Ne sachant pas si nous avons amplifié€ plusieurs genes de pectine methyl
estérases ou un seul dans ce type d'expérience, il serait interessant de
réaliser une série d'amplifications avec des couples d'amorces choisis dans
la séquence non codante de la protéine mature.

Il serait également productif d'isoler un ou plusieurs clones cDNA et
génomiques de pectine méthyl estérases chez Arabidopsis thaliana par
criblage de banques avec les produits d'amplifications obtenus.

Cela permettrait une étude plus aisée des phénomeénes de traduction et
transcription afin -d'expliquer l'action de ces enzymes, leur localisation et le
moment ou elles s'expriment.

En effet, la connaissance de la régulation de transcription des pectine
méthyl estérases et leur intervention dans le mdarissement du fruit
pourraient servir & contdler ce phénoméne et donc permettre par exemple
une moindre perte lors des transports, une production indépendante des
saisons...

63



5. BIBLIOGRAPHIE

- Albersheim P. and Darvill A. (1985)
Les oligosaccharines.
Pour la science 11 : 18-26

- Ampe F. (1990)
Les techniques d'extraction de I'A.D.N.
Le Technoscope de Biofutur 33 : 1-7
Biofutur 86.

- Ausubel F., Brent R., Kingston R., Moore D., Seidman J., Smith J., Struhl K. (1992
Molecular cloning of P.C.R. products. |

Current protocols in molecular biology 2 : 15.7.1-15.7.6.

- Bertheau Y., Magdidi-Hervan E., Kotoujansky A., Nguyen-The C., Andro T.
and Coleno A. (1984)
Detection of depolymerase isoenzymes after electrophoresis or
electrofocusing, or in titration curves.
Analytical Biochemistry 139 : 383-389

- Bonierbale M.W., Plaisted R.L. and Tanksley S.D. (1988)
RFLP maps based on a common set of clones reveal modes of chromosomal
evolution in potato and tomato.
Genetics 120 : 1095-1103.

- Brett C. and Waldron. (1990)
Physiology and biochemistry of plant cell walls
Cell wall structure and the skeletal function of the wall 2 : 22-25

- Carrinton D. M., Auffret A. and Hanke D. E. (1985)
Polypeptide ligation occurs during post-translationnal modification of
concanavalin A.
Nature 313 : 64-67



- Chamberland H., Ouellette G.B., Pauzé F.J. and Charest P.M. (1991)
Immunocytochemical localization of tomato pectinesterase in root cells
of tomato plants infected by Fusarium oxysporum f.sp. racidis-lycopersici.
Can. J. Bot. 69 : 1265-1274

- Chang C. and Meyerowitz E.M. (1986)
Molecular cloning and DNA sequence of the Arabidopsis thaliana alcohol \
dehydrogenase gene. |
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 : 1408-1412

- Chaplin M. F. and Kennedy J. F. (1986)
Carbohydrate analysis : a practical approach.

- De Vries J.A., Rombouts F.M., Voragen A.G.J. and Pilnik W. (1983)
Distribution of methoxyl groups in apple pectic substances.
Carbohydrate polymers 3 : 245-258.

- Durand B. (1988)
Les kits de clonage.
Le Technoscope de Biofutur 21 : 1-14
Biofutur 70.

- Ferreira P. C. G., Hemerly A. S., Villarroel R., Van Montagu M. and Inzé D. (1991)
The Arabidopsis functionnal homolog of the p34 cdc2 protein kinase.
The Plant Cell 3 : 531-540

- Fischer R. L. and Bennett A. B. (1991)
Role of cell-wall hydrolases in fruit ripening.
Annu. Rev. Plant Molecular Biology 42 : 675-703

- Gould S. J., Subramani S. and Scheffler I. E. (1989)
Use of the D.N.A. polymerase chain reaction for homology probing : isolation
of partial cD.N.A. or genomic clones encoding the iron-sulfur protein of
succinate dehydrogenase from several species.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 86 : 1934-1938

- Hall J. L., Flowers T. J. and Roberts K. M. (1982)
Cell wall.
Plant Cell Structure and Metabolism : 430-472

65



- Hall J. L., Flowers T. J. and Roberts K. M. (1982)
The molecules of cells.
Plant Cell Structure ant Metabolism : 43-59

- Hatinguais J. C. (1986)

Synthétiseurs et séquenceur d'ADN
Le technoscope de biofutur 6 : 1-18
Biofutur 50.

- Hilson Pierre. (1986)
Transformation de Nicotiana Plumbagilifolia et N. Tabacum par un plasmide Ti
porteur du géne d'adénylate cyclase de Saccharomycés Cerevisiae (CYR1).
Recherche de séquences homologues de CYR1 chez Arabidopsis Thaliana.
Mémoire présenté en vue de l'obtention du grade d'ingénieur agronome.

- Innis M. and Gelfand D. H. (1990)
Optimization of PCRs.
PCR Protocols : A Guide to Methods and Applications. : 3-12

- Keegstra K., Talmadge K.W., Bauer W.D. and Albersheim P. (1973)
The structure of plant cell walls.
A model of the walls of suspension-cultured sycamore cells based on
the interconnections of the macromolecular components.
Plant Physiology 51 : 188-196

- Koncz C., Chua N. H., Schell J. (1992)
Methods in Arabidopsis reshearch.

- Lee M. and Mac Millan J. D. (1968)

Mode of action of pectic enzymes; purification and certain properties of
tomato pectinesterase.

Biochemistry 7 : 4005-4010

- Leveque C. (1991)
Production et caractérisation d'anticorps monoclonaux contre le rhamnose,
un ose neutre constitutif des pectines des parois des cellules végétales.
Mémoire de seconde licence en Sciences Biologiques, FUNDP.

6.§



- Liners F., Letesson J-J., Didembourg C and Van Cutsem P. ( 1989 )

Monoclonal antibodies against pectin : recognition of conformation
induced by calcium.
Plant Physiology 91 : 1419-1424

Liners F., Thibault J-F. and Van Cutsem P. ( 1992 )

Influence of the degree of polymerization of oligogalacturonates and

of esterification pattern of pectin on their recognition by monoclonal antibodi
Plant Physiology 99 : 1099-1104

Liners F., Van Cutsem P. ( 1992 )

Distribution of pectic polysaccharides throughout walls of suspension-
cultured carrot cells.

Protoplasma 170 : 10-21

Maniatis, Sambrook, Fritsch (1989)
Molecular cloning.

Markovic O. and Jornvall H. (1986)

Pectinesterase : The primary structure of the tomato enzyme.
Eur. J. Biochem. 158 : 455-462

Mc Neil M., Darvill A. G., Fry S. C. and Albersheim P. (1984)
Structure and function of the primary cell walls of plants.
Ann. Rev. Biochem. 53 : 625-663

Nari J.; Noat G., Diamantidis G., Woudstra M. and Ricard J. (1986)
Electrostatic effects and the dynamics of enzyme reactions at the surface
of plant cells.

Eur. J. Biochem. 155 : 199-202.

|
|
Pruit R. E. and Meyerowitz E. M. (1986) ' |
Characterisation of the genome of Arabidopsis Thaliana. ‘
J. Mol. Biol. 187 : 169-183



- Ray J., Knapp J., Grierson D., Bird C. and Schuch W. (1988)
Identification and sequence determination of a ¢cDNA clone
for tomato pectinesterase.

Eur. J. Biochem. : 119-124

- Saulnier (1987)
Etude structurale des substances pectiques de la pulpe de raisin.
Thése a l'université P. Sabatier.

- Saiki R. K. (1990)
Amplification of genomic D.N.A.
PCR Protocols : A guide to methods and applications : 13-19

- Seymour T. A., Preston J. F., Wicker L., Lindsay J. A. and Marshall M. R. (1991)
Purification and properties of pectinesterase of Marsh White grapefruit pulp.
Journal of Agriculture and Food Chemistry 39 : 1080-1085

- Slater A., Maunders M. J., Edwards K., Schuch W. and Grierson D. (1985)
Isolation and characterisation of cD.N.A. clones for tomato polygalacturonase
and other ripening-related proteins.

Plant Molecular Biology 5 : 137-147

- Smith H. (1977)
Plant cell walls.
The molecular biology of plant cells.
Botanical monographs 14 : 6-23

- Twigg A. J. and Sherratt D. (1980)
Trans-complementable copy-number mutants of plasmid ColE1.
Nature 283 : 216-218

- Woodrow H.R. (1990)
Molecular cloning and expresson of pectin methylesterase genes in Lycopersicc
esculentum (Tomato). -
Thesis at the Faculty of Purdue University.




