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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 la lamelle 

mitoyenne, paroi primaire et jonctions intercellulaires des cellules végétales. Avec 

deux couples d'amorces, nous avons amplifié plusieurs gènes de pectine méthyl 

estérases au départ d'ADN de tomate et de pomme de terre. Nous avons obtenu un 

profü 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. Dès 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 
caractéristiques essentielles de distinction de la cellule végétale vis à vis 
de la cellule animale. 

Elle se compose d'une phase matricielle et d'une phase microfibrillaire 
représentées par la cellulose, la pectine, l'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 à contenu 
polysaccharidique qui semblent dirigées par ces microtubules. 
Les vésicules fusionnent dans cette zone afin de créer la lamelle mitoyenne. 
La paroi primaire quant à elle sera élaborée par sécrétion 
de polysaccharides non cellulosiques et synthèse 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 là où les vésicules ne fusionnent pas 
et laissent des pores d'environ 400 nm de diamètre. (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 végétal en déterminant 
sa morphogenèse, 

- elle joue le rôle de barrière protectrice contre les attaques 
extérieures, 

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

- elle libère des oligosaccharides dont certains pourraient agir 
comme molécules régulatrices de la physiologie végétale. 
(Albersheim, 1985) 
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Figure 1.2 : Chaînes de ~-1,4 -D glucose 
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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 chaînes de glucane : polymère 
de B-1,4-D glucose. Les polymères forment des ponts hydrogènes 
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 polymérisation de 
2000 à14000 unités (Hall, 1982) Elle représente 20 à 30% de la matière 
composant la paroi primaire (Mc Neil, 1984). 

2. LES HEMICELLULOSES. 

Il s'agit d'un groupe de polymères dont le squelette est composé d'unités 
liées en B-1 ,4 . Ils relient la phase microfibrillaire et la matrice en 
effectuant des ponts hydrogènes avec la cellulose. 

On y regroupe : 

a. Les xylanes. 

Composant majeur des parois de monocotylédones, ce sont 
des polymères de B-1,4-D Xylose en chaîne principale. 

On distingue : 

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

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

b. Les xyloglucanes. 

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

Retrouvé majoritairement chez les gymnospermes, ils s'agit 
de polymères de 13-1 ,4-D glucose et mannose répétés sans ordre 
selon un rapport glucose 1 : mannose 3. 

d. Les mannanes et galactomannanes. 

Il s'agit de polymères de 13-1,4-D mannose formant le squelette 
et présentant un galactose lié en a-1,6 en chaîne latérale. 
Ils sont présents dans l'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 très peu 
chez les monocotylédones. Elles font partie des polysaccharides solubles 
chargés négativement. Il est d'ailleurs facile de les extraire de façon 
chimique (solubilisation) en augmentant le pH et en ajoutant de l'EDTA, 
agent complexant de cations. 

Elles se composent : - d'homogalacturonanes, 
- de rhamnogalacturonanes de type 1, 
- de rhamnogalacturonanes de type 11. 

a. Les homogalacturonanes. 

Ces polysaccharides sont des polymères a-1 ,4-D d' acides 
galacturoniques pouvant être méthyl estérifiés à des degrés divers 
(figure 1.5.). Ils sont synthétisés sous forme de pectine (Liners F., 1992) 
c'est-à-dire fortement méthyl estérifiés (à plus de 50%) dans le golgi. 
Ils se nommeront acides pectiques dans le cas contraire. 
Cette nomenclature n'est pas toujours correcte : en effet, pectine désigne 
souvent l'association covalente de l'homogalacturonane et des 
rhamnogalacturonanes I et Il. (Mc Neil, 1984) 

3 
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b. Le rhamnogalacturonane de type 1. 

Polysaccharide très 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 après traitement 
enzymatique. 

La chaîne 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 chaîne latérale d'arabinoses 
et de galactoses liés de diverse manières, ce qui suggère une grande 
diversité (figures 1 .6 et 1. 7). 

On distingue : 

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

- Les galactanes : Ce sont des polymères de f3-1 ,4 galactoses 
non ramifiés. 

- Les arabinogalactanes de type 1 : Ce sont des polymères de f3-1,4 
galactoses ramifiés en position C3 par 
des arabinoses liés en f3-1,5. 

On les retrouve toujours liés aux homogalacturonanes. 

- Les arabinogalactanes de type 11 : Ce sont des polymères de f3-1 ,3 
galactoses ramifiés en position C6 par des 
arabinoses liés en B-1,6 et des galactoses 
liés en f3-1,6. 

On les retrouve toujours associés à des protéines sous des rapports 
différents. 

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

Polysaccharide très complexe, il se retrouve en quantité mineure 
chez l'érable sycomore où il fut étudié. Il semble lié de façon covalente 
à 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 chaînes d'acides homopolygalacturoniques liées 
de façon 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 chaînes d'acides homopolygalacturoniques 
s'associent coopérativement en boîtes à oeufs (figure 1.9.) 
car la fixation au premier ca++ favorise l'association d'un second avec 
les deux chaînes. Cette dimérisation est suivie d'une multimérisation 
entre chaînes d'acides homopolygalacturoniques. La présence d'acides 
galacturoniques méthyl-estérifiés et de coudes pectiques causés par 
le rhamnose des rhamnogalacturonanes inhibe l'association des chaînes 
en présence de calcium afin d'éviter la précipitation des pectines 
en favorisant la création de réseaux hydratés entre plusieurs chaînes 
on définit cette structure sous le nom de gel calcique (figure 1.1 O.). 
(Brett, 1990) 

e. Localisation des polysaccharides pectiques. 

L'utilisation d'un anticorp monoclonal : 2F4, reconnaissant un motif 
conformationnel lors d'associations dimériques de chaînes 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. Biosynthèse des pectines. 

Par opposition à la synthèse 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'hypothèse de synthèse généralement admise (figure 1.11.) implique 
une synthèse d'une chaîne rhamnogalacturonique à partir de nucléotides 
glycosylés suivie d'une méthylation des groupements carboxyliques via 
l'action d'une méthyl-transférase utilisant la S-adénosyle-méthionine. 
Il y aurait également acétylation durant cette étape. Les chaînes 
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 système 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 
également synthétisés dans le golgi de façon fortement méthyl éstérifiés. 
La distribution intermoléculaire des groupes méthylés est hétérogène : 
les homogalacturonanes présentent environ 70% de degré de méthylation 
(DE) et les pectines possèdent 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). 
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Les dictyosomes de cellules jeunes et matures contiennent bien 
des polysaccharides pectiques méthyl-estérifiés car le 2F4 ne les marque 
qu'après une déestérification enzymatique. De plus, le marquage 
des dictyosomes avec le 2F4 (l'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 J IM 7 (anticorps monoclonal dirigé contre 
les polysaccharides pectiques estérifiés de DM>20%), ce qui indique 
que les vésicules golgiennes contiennent des pectines dont seul un petit 
nombre sont capables de s'associer en "boîtes à oeufs". 
(Liners, Van Cutsem, 1992) 

On remarque également que tous les dictyosomes ne sont pas marqués 
chez les cellules jeunes, ce qui indiquerait un phénomène 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 très complexe, nous décrirons 
ici un schéma simple non exhaustif. (Smith, 1977) 

Ce modèle (figure 1.13) s'explique par : 

- des interactions calciques entre chaînes d'homogalacturonanes 
formant une structure en boîtes à oeufs, 

- des interactions covalentes entre chaînes homogalacturoniques 
et rhamnogalacturonanes I et Il, 

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

- des interactions hydrogènes entre hémicelluloses (xyloglucanes) 
et des ramifications B-1 ,4 arabinogalactanes du rhamno
galacturonane 1, 

- des interactions hydrogènes entre hémicelluloses et celluloses, 
les microfibrilles de cellulose étant reliées parallèlement 
par des ponts hydrogènes intra et intermoléculaires. 
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Si ce modèle éclaire quelque peu les relations entre les phases 
matricielle et microfibrillaire, il ne peut être pris comme modèle absolu 
car certaines interactions, telles la réticulation des pectines par l'acide 
férulique et des tyrosines d'extensines, ne sont pas prises en considération 
(figure 1.14). 

Un autre modèle (figure 3.15.) est également pris en considération, 
il s'agit du modèle 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, 

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

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

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

Comme on peut le voir, il est presque impossible d'établir un seul modèle 
compréhensible. Il vaut donc mieux visualiser la paroi cellulaire comme 
un ensemble de réseaux complexes de polymères qui, en étant superposés, 
interagissent pour créer la parois cellulaire (Brett, 1990). 
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C. PECTINES METHYL ESTERASES. 

Lors de la croisance, différenciation et sénescence de la · cellule, 
on obsèrve 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 manières 

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

de méthylestérification. 

Or l'absence de détection de pectine acide avec l'anticorps 2F4 sur la face 
interne de la paroi primaire proche du plasmalemme (dernière couche 
déposée) et dans le cytoplasme permet de penser que la diminution du degré 
de méthyl-estérification durant le vieillissement n'est pas dû 
à des modifications du processus de méthylation dans le système 
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 à ce rôle. 

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 chaînes. 

Elles participent au turn over de la cellule en préparant la pectine à 
l'attaque d'autres enzymes telles les polygalacturonases lors du 
mûrissement et dégénerescence du fruit chez la tomate. 
(Fischer, Bennet, 1991) 

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

Il existerait au moins 3 gènes de PME chez la tomate (Fischer, 1991, 
Woodrow, 1990). 
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Figure 1.16. Séquence protéique de PME 1_LYCES. 
(Markovic, 1986). 



Deux isoenzyrries ont été identifiées chez la tomate : 

- L'une de 33239 daltons, possédant un léger excès de résidus basiques 
compatible avec le caractère basique des PME. (figure 1.16.) 
L'analyse des acides aminés a été réalisée avec des fragments de PME 
de tomate (Lycopersicon esculentum .Jmmuna ) obtenus par différentes 
digestions. (Markovic, Jôrnvall, 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 première 
isoenzyme. La protéine du clone cDNA isolé présente une masse 
moléculaire de 34485 daltons. Elle possèdent une séquence 
nucléolitique de 1665 bases avec une ORF comprise entre les bases 
174 et 1342 donnant une protéine mature de l'aa 58 à 305 
(figure 1.17). Il s'agit également d'une protéine très hydrophobe. 
(Ray, 1988) 

En comparant les deux séquences, on détecte : 

1 ° 39 aa différents dont 21 entraînant une variation de charges. 

Deux explications sont possibles : 

- Soit il s'agit de différences variétales, or les travaux sur les 
polygalacturonases intervenant lors du mûrissement 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 à 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 problèmes lors de l'analyse des peptides 
obtenus par digestion. Etant une expérience laborieuse, cela semble 
la meilleure hypothèse (Ray, 1988). 
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ïgure 1.17 : Séquence nucléique de PME 2_L YCES 
(clone pPE1 isolé par Ray, 1988). 
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Glu Ser Ser Leu 61y Gly Leu lie Asp Pro Ser Gly Trp Ala Glu Trp His Gly Asp Phe Ria Leu Lys Thr Leu Tyr î)r 

Hphl 
·i lèh Il 
Î Asul 
i Ava Il 
i EcoH Il 
; ; ' Ap••I : : : J 
1 1 1 c::.-crF 1 i i i ;-' 
: : : : 

Asa I 
i Spe 1 
l 1 Mael 
: : : 

EcoR Il 
Hael 
Hae Ill 
i Apy 1 
j 1ScrF 1 Nalll 

TGGTGRRTTTATGAATAATGGACCTGGTGCT6GTACTAGTAAGC6TGTCAAGTGGCCT6GCTATCATGTCATTACTGACC 
1 1 · ' 1 1 1 1 1 1 ' ' 1 ' 1 1 1 f 1 1 1 1 1 1 ,1 ' 1 ' ' 1 1 ' 1 1 1 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 t 1 1 1 1 1 1 1 1 ' . 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ' 1 1 
RCC~CTTRRATRCTTATTACCTGGACCACGACCATGATCATTCGCACAGTTCACCGGACCGATAGTACAGîARTGACTGG 

p€ctin 
mature 

6ly Glu Phe Met Asn Asn 61y Pro Gly Ala 61·1 Thr Ser lys Arg Val Lys Trp Pro Gly Tyr His Val _Ile Thr Asp 

Bin 1 
·Dœl iMbol 
Esp 1 1 i Dpn 1 
i Alu 1 11 1 Mnl I EcoP 1 

iNspB Il t'u 1 ,; j HinF 1 11 1 ! Na Ill j Ace I Mae 11 

ccs·cTSAA G.CTAT GTCAT TCACT GTGGC TAAGC TGRTT CRGGG c·G,GA.T ·cRT66 TTGA.GG TC TAC TGAC6 TGGC6 TAT6T 6 

66C 6ACTT CGRTA CAGTA AGTGA CACC6 ATTCG ACTA A GTCCC GCt-TAGfBëéA~ëttc_Afi_A.1G~~èTGQt1CCGÇA I AÇf!I . 
12 

p«tin A~ 'f ~?Ju:nu. ~ 

mature 

:iro Ria Glu Ria Met Ser Phe Thr Val Ria _lys leu Ile Gin Gly Gly Ser Trp Leu Rrg Ser Thr Asp Val Ria Tyr Val 

Msel 
Fok 1 Mae Ill l Dra 1 

! . 
i I 

:iRT 6GATT ATATG ATTATAGTGATATAA AATTA CTCTT TGTTTATGTA ACAAG ACATCT TTAAA ARGTT CAAAG TAAGTA 
, :;;;+-t!'''' 1 •I 1 1 l••••I II••· I•• l II• 1 Il 1 1 I• •I '1 13 
_CTACCTAAy:lTACTAATATCACTATATTTTAATGAGAAACAARTRCATTGTTCTGTAGAAATTTTTCAAGTTTCATTCAT 

p€din > 
mature ) 

Asp Gly Leu Tyr Asp Tyr Ser Asp Ile Lys Leu Leu Phe Val Tyr Val Thr Arg His Leu • Lys Val Gin Ser Lys • 



Mael 
Nœl Na Ill Msel f Mae Ill 

. : 
AATATATCCATAT6AA6T6CCACAT6A6CA666CA6A6C66ATTAA6T6TCTAAAGCATAACACACAACTCTA6T 

i+--~i----+---t----+----+---+-+~t-+---+--+----....... -+---+----+---+-~ 1440 
rTATATAG6TATACTTC~Ç~GT6TACTC6TCCC6TCTC6CCTAATTCACAGATTTC6TATT6TGTGTT6AGATCA 
• Tyr Ile His Met Lys Cys His Met Ser Arg Ria 61u Arg Ile Lys Cys Leu Lys His Asn Thr Gin Leu • 

--- Na Ill Dœl Msel Msel 
Mae Il 
1

1
Sna8 I 

CAAGCATTTACATGGCTCATTCCTTACTACTAA6TC6TCAATAAGTTCR6TTRA6GGGTTCATAA6TTAATATACG 

--------------------------------- 1520 6TTCGTAAAT6TACCGRGTAAGGAAT6AT6RTTCAGCAGTTRTTCAAGTCAATTCCCCRAGTRTTCRRTTRTATGC 
p Lys His Leu His Gly Ser Phe Leu Thr Thr Lys Ser Ser Ile Ser Ser Val Lys Gly Phe Ile Ser • Tyr Thr 

Alul 
) SfaNI 

h Il 1 1 iSpol 
TATATTTATGTTGGCGATAAAGCTGAAACTGATGATGCTTTAATGTAATTATAGTTTTCTGRAAAAGGATATGTGT 
i+--+-+--+-+-i---+--+-+----++---+--+-+--+-+-i---+-......... ----+-+--++----t--___ .....,_ 1600 
ATRTAAATACAACC6CTATTTCGACTTT6ACTACTACGAAATTACATTAATATCAAAAGACTTTTTCCTATACACA 
le Tyr Leu Cys Trp Arg · Ser • Asn • • Cys Phe Asn Val Ile Ile Val Phe · Lys Arg Ile Cys Val 

sp 1 SfaNI 

TTAGGTTTTCCCTGATGTTTATGGTTGTGGGGTGGTGGTTATGATRAAAATRTGCAAGATG 
t-t---+-+--+-+-i---+--+-+----++---+--++-+-+-+-i,....._-+_ ................. ....,....~ 166 5 
AATCCRAAAGGGACTACAAATACCARCACCCCACCACCAATACTATTTTTATACGTTCTAC 
Leu Gly Phe Pro • Cys Leu Trp Leu Trp Gly Gly Gl·f Tyr Asp Lys Asn Met Gin Asp 



Cet isoenzyme (clone pPE1) possède : 

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

- une séquence C terminale de 15 aa très hydrophobes pouvant jouer 
le même rôle que la séquence leader. 

Par contre, il lie 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 mûrissement, il est plutôt 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 plutôt intervenir dans le métabolisme de croissance 
et développement du fruit avant le mûrissement. Elles augmenteraient 
l'action des polygalacturonases en déméthylant les pectines car les 
polygalacturonases catalysent plus vite l'hydrolyse des liens a-1 ,4-acides 
galacturoniques non méthylés (Fischer, 1991 ). 

Leur étude génétique fournirait donc plus de compréhension quant à 
leur localisation in situ dans la paroi cellulaire et la régulation temporelle 
de leur action (contrôle de trancription) au cours de la différentiation 
cellulaire, ce qui serait d'un grand intérêt pour la recherche fondamentale 
concernant la parois cellulaire et ses changements mais aussi d'intérêt 
industriel en permettant de jouer sur l'induction (et le retard) du 
mûrissement 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 l'étude 
des pectines méthyl estérases, 

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

Cette démarche génétique fournit ainsi des outils d'étude : 

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

- de régulation de ces gènes chez différents végétaux mais aussi 
chez Arabidopsis thaliana qui est un modèle d'étude pour les gènes 
végétaux , 

- 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 être 
prouvée, on ne sait ni où, ni quand, ni comment elles agissent dans les 
phénomènes de croissance et différenciation ainsi que dans le mûrissement 
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 à l'aide d'un détergent 
sur un échantillon broyé. Elle est suivie d'un traitement à la protéinase K 
permettant la dégradation des membranes et protéines. La séparation des 
acides nucléiques s'obtient après utilisation de solvants organiques 
précipitant les protéines et de NaCI 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 à la RNAse dégradera l'ARN 
et l'ADN sera concentré par précipitation à l'éthanol. L'on obtient ainsi des 
fragments d'ADN d'environ 50 kb et 10 à 40 µg par gramme de poids trais 
(Ampe, 1990). 

2. SOLUTIONS. 

- Protéinase K : 1 O mg/ml. 

- RNAse : 1 O mg/ml. 

- Tampon S: 

- TE 1X: 

Tris HCI pH 8.5 1 00mM 

NaCI 

EDTA pH 8.0 

SDS 

100mM 

50mM 

2% 

10/1 --> 10mM Tris (1M) / 1mM EDTA (0,2M) pH 8 
1ml / 100ml 0,5ml / 100ml 
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Phenol/chloroforme 
Dissoudre 250 g de phénol dans l'eau stérile. 
Y ajouter du Tris non ajusté , agiter et vérifier le pH 
Lorsque l'on obtient un pH égal à 8, on retire le Tris non ajusté et 
on le remplace par du Tris 1 M pH 8. 
Après agitation de cette solution, on prélève le Tris 1 M pH 8 et 
on le remplace par du TE (1 X). 
Finalement, on enlève le TE et on le remplace par un volume de chloroforme 
égal à celui du phénol. 

- Ethanol 70%. 

- Ethanol 96%. 

- Acétate de Na 3M 

3. PROTOCOLE. 

- La verrerie traitée au Sodium Dodécyl Sulfate (SOS) est stérilisée 
à 180°C tandis que le matériel végétal est découpé, pesé et emballé 
dans de l'aluminium avant d'être stocké à -70°C. 
N.B. L'on ne garde que la chair du fruit de la tomate. 

L'on découpe les feuilles après 24 heures d'obscurité. 
- On broye dans de l'azote liqujde sans jamais découvrir le matériel afin 

d'éviter les hausses de température. Pour cette même raison, le pilon 
et le mortier ont été préalablement refroidis. Lorsque le matériel est 
réduit en poudre, on le transfère dans un tube que l'on peut stocker 
à -70°C. 

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

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

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

- On centrifuge 20 minutes à 2000 rpm afin de séparer les deux phases. 
- On peut dès lors récupérer le surnageant ( phase aqueuse ) et 

le transférer dans un tube stérile auquel on a ajouté 0.6 volume 
d'isopropanol. 1 O minutes après avoir mélangé les tubes, on reprend 
l'ADN précipité sur une pipette Pasteur à bout recourbé, on la trempe 
dans l'éthanol 70% puis dans 2 ml de TE 1X dans lequel on laisse l'ADN 
se dissoudre durant une nuit à 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 
(% w/v) 

0.3 
0.6 
0.7 
0.9 
1.2 
1.5 
2.0 

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

5-60 
1-20 

0.8-10 
0.5-7 
0.4-6 
0.2-3 
0.1-2 



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

- Centrifuger 10 minutes à 2000 rpm. 
- Eliminer le liquide sans prendre le culQt et resuspendre 

ce dernier dans l'éthanol 70%. 
' 

- Centrifuger à nouveau 10 minutes à 2000 rpm. 
- Eliminer le liquide et resuspendre le culot dans 2 ml de TE 1 X 

durant une nuit à 4°C. 

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

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

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

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

4. VERIFICATION DE L'EXTRACTION. 

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

Le tampon de migration peut être de deux types :. 

a. TAE 50X: 
Tris 2M 
Acétate Na 1 M 
EDTA 0.1M 

A diluer dans l'eau. 

242 g/1 
82.03 g/1 
37.20 g/1 

Mettre à pH 7.8 avec l'acide acétique glacial. 

b. TBE 10X: 
Tris base 
H3BO3 
EDTA 0.2M pH 8 

A diluer dans l'eau. 

108 g/1 
55 g/1 
10 ml 
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Tableau 2.2. : Marqueurs de taille (bases)·. 

"A Hind Ill "A Hind 111 EcoR 1 cl> X174 Hae Ill 

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 

5.64 1,904 271 
125 1,584 234 

1,375 194 
947 118 
831 72 
564 
125 



Avec le TAE, l'ampérage appliqué ne peut excéder 40mA; dès lors, 
la migration sera plus lente que dans le TBE 

Chaque puit doit être rempli d'un même volume obtenu si nécessaire 
par ajout de tampon à l'échantillon. 
De plus, une solution de bleu de bromophénol/glycérol 99% y est mélangée 
afin de colorer et d'alourdir l'échantilon. 
Les résultats sonl 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 l'ADN mais 
aussi sa concentration et ceci grâce à un marqueur de taille (tableau 2.2.) 
Dans ces expériences, le "A Hind 111 est utilisé comme marqueur de haut poids 
moléculaire et le <I> X174 Hae Ill comme marqueur de faible poids 
moléculaire. En connaissant la concentration du marqueur et la quantité 
déposée dans le puit, on détermine la valeur que représente chaque bande de 
migration. En comparant alors l'intensité de l'échantillon et le marqueur, on 
peut estimer la concentration d'ADN obtenu par èxtraction (Maniatis, 1989). 

5. ESTIMATION DE LA CONCENTRATION PAR SPECTROPHOTOMETRIE. 

La prise de densité optique à 260 nm de longueur d'onde nous donne une 
estimation de la concentration en acide nucléique dans l'échantillon sachant 
que 1 DO correspond à 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 à 280 nm de longueur d'onde nous permet 
d'établir un rapport de DO 260 nm/DO 280 nm qui devra être 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. 

l;nzymes / 

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

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

Promega : isolée d'une eubactéri~ thermophile 
Thermus aquaticus. 

Ajout d'un échantillon de MgCl2 25mM. 

Tampon concentré 1 0X 

- Tris-HCI 1 00mM 
- MgCl2 15mM 
- KCI 500mM 
- Gélatine 1mM 
- pH 8.3 

- Tris-Cl 1 00mM 
- MgCl2 15mM 
- KCI 500mM 
- Gélatine 1% 
- pH 8.3 

- Tris-HCI 1 00mM 
- KCI 500mM 
- Triton X-100 1% 
; pH 9 

L'optimum de travail de la Taq étant de 1 à 4 mM de MgCl2. 



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 particulière d'ADN en réalisant une série de cycles de 
températures caractéristiques d'une dénaturation, hybridation et élongation. 

2. PROTOCOLE. 

- ADN génomique : 100 ng à 500 ng pour un gène à copie unique ou moins 
pour les gènes à copies multiples. 

- Une unité de Taq polymérase pour 50 µI de réaction . 
- Tampon 1 OX : 1/10 du volume final de réaction. 
- Oligonucléotides (primers) : 1 µg 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 

évaporation et donc perte de matériel. 
- M9Cl2 (s'il n'est pas contenu dans le tampon) : 1 à 2.5 mM. 

a. Réalisation d'une série de dilutions d'ADN génomique allant 
de 1 µg/µI à 1 ng/µI. 

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 1 OX, 
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 vérifiés par deux programmes 
informatiques (Oligo 4 et primer). 
Ce dernier teste les primers sur toute la séquence, sur eux-même 
et entre eux afin d'établir s'ils hybrident spécifiquement 
à 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 façon classique 
(Hatinguais, 1986). 
Nos primers ont été synthétisés par la firme Eurogentec. 

- Les oligonucléotides commandés sont resuspendus dans 50 µI d'eau. 
On détermine leur concentration par prise de densité optique à 260 nm 
sachant qu'1 DO équivaut à 0.02 mg/ml et l'on prépare des solutions 
à 1 µg/µI. 

3. CHOIX DES TEMPERATURES. 

Cycle standard : 1. dénaturation : 93°C, 
Ajout de l'enzyme. 
2. dénaturation : 93°C, 

hybridation : x0 c, 
élongation : 12°c, 

3. terminaison : 72°C, 

6 minutes 

1minute 
2 minutes 
2 minutes 

10 minutes. 

35 cycles 

- La température de dénaturation fluctue entre 90 et 95°C. 
Elle doit être brève afin de ne pas détériorer l'enzyme. 
La première étape de dénaturation visant à éliminer les nucléases 
potentielles peut être plus longue car on ajoute l'enzyme par après. 

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

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

Si l'on diminue la température d'hybridation par rapport à celle calculée, 
on favorise l'hybridation non spécifique des primers et l'on risque d'obtenir 
des bandes d'amplification annexes non attendues (lnnis, 1990, Saiki, 1990). 
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2180 Scat 

Ndel, HgiEII 185 
Nar1 2'37 

2622 Aatll EcoO109 2674 Bg/1 252 
. Mstl 259 

Pvul 280 
Pvull 309 

Pvull 631 
2070 Pvul, 

2060 Avall' 

2000 

1922 Msll 

Polyclonlng Sites 

pUC18 

2 3 4 5 6 

Tht Mel He Thr Asn Ser 

ATG ACC ATG ATT ACG MT TCG 

EcoRI 

pUC19 

2 3 4 2 

Thr Mel lie Thr Pro Ser 

ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC 

Hindlll 

2 

Ser Ser 

AGC TCG 

Sacl 

3 4 

Leu His 

TTG CAT 

Sphl 

3 

Val 

GTA 

Kpnl 

1 
5 

Ala 

GCC 

pUC18 / pUC19 
(2.69 kb) 

HgiEII 1387 

4 5 6 7 8 9 

Pro Gly Asp Pro Leu Glu 

CCC GGG GAT CCT CTA GAG 

L----1 
Smal BamHI Xbal 
Xmal 

6 7 8 9 10 11 

Cys Arg Sor Thr Leu Glu 

TGC AGG TCG ACT CTA GAG 

Pstl Sali Xbal 
Accl 
Hincll 

ln pUC18, the EcoRI site lies lmmediately downstream lrom Ptac, 
ln pUC19, the Hindlll site lies lmmediately downstream lrom P/ac-

10 11 12 

Ser Tht Cys 

TCG ACC TGC 

San Pstl 
Accl 
Hincll 

12 13 14 

Asp Pro Arg 

GAT CCC CGG 

BamHI Smal 
Xmal 

Figure 2.1. Carte du pUC18 (Maniatis, 1989) 

13 14 15 18 17 

Atg His Ala Ser Leu 

AGG CAT GCA AGC TTG 

Sphl Hindlll 

15 16 17 18 5 

Val Pro Ser Ser Asn 

GTA CCG AGC TCG MT 

Kpnl Sacl EcoRI 

18 7 8 

Ali Leu Ali 

GCA CTG GCC 

6 7 a 
Ser Leu Ali 

TCA CTG GCC 



4. CONTROLES D'AMPLIFICATION. 

Chaque amplification est accompagnée de contrôles positif et négatif. 

a. Contrôle négatif. 

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

b. Contrôle positif. 

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

5. VERIFICATION DE L'AMPLIFICATION. 

Par électrophorèse en agarose 1 .2% à 1 .5% dans un tampon T AE. 
On dépose 10 µ1 d'échantillon amplifié. 
Les marqueurs utilisés sont le <I> X174 Hae Ill 

"A Hind Ill EcoR 1. 

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 à long terme du matériel. 

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

Il se réplique à un taux plus élevé car ne possède pas le gène rop, contrôleur 
du nombre de copies. 
Il présente un gène de résistance à l'ampiciline et un site multiple 
de clonage au sein d'une partie de l'opéron lactose codant le répresseur 
de l'opéron (Lac 1) et la partie amino terminale de la B-galactosidase 
(Lac Z). 
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La souche bactérienne utilisée est une JM 101 

- F' (tra D 36, pro AB+, lac Iq lac Z /J. M 15) 
- sup E, thi /J. (lac-pro AB+) . 
Sup E code pour un tR.N.A supresseur fort des mutations amber, 
il insère une glutamine lorsqu'il rencontre un UAG. 
Lac Z /J. M 15 rend l'hôte accepteur de vecteur contenant des mutations 
amber. Elle possède également l'opéron lactose délété mais par a
complémentation avec le pUC 18, la (3-galactosidase est restaurée. 

Cet opéron lactose sert à détecter la présence d'insert dans le plasmide 
Sachant que l' isopropylthio-(3-galactoside (IPTG) est un inducteur 
gratuit de cet opéron et que la (3-galactosidase dégrade le galactose, 
on ajoute au milieu de culture type de l'IPTG et du 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-(3-D-galactoside (X-gal). Le X-gal étant dégradé en un produit 
coloré (bleu) par la (3-galactosidase, il devient possible de dinstinguer les 
bactéries contenant un plasmide recombinant car l'insert disrupte le gène 
lac Z' et aucune '3 -galactosidase complète n'est produite, la colonie sera 
blanche. 

Les colonies positives seront purifiées et stockées par étalement sur un 
milieu solide (La Amp+) tandis qu'elles seront amplifiées en milieu liquide 
(LB Amp+) afin d'extraire le plasmide pour vérifier l'insert cloné 
(Maniatis, 1989). 

2. PREPARATION DU PLASMIDE. 

a. Linéarisation. 

Elle s'effectue par digestion BamH I du pUC 18, car l'on désire cloner 
un insert se terminant par deux sites de restriction BamH 1. 

Protocole : - 1 µI Pue 18 (0.6 mg/ml) purifié en césium. 
- 1 O µI butter concentré 1 O fois. 
- 78 µI eau. 

2 µI enzyme (50 unités/µI). 

- 100 µ1 . 
Incuber une heure à 37°C (bain). 

Tampon de digestion BamH 1 : -Tris-HCI 50mM 
-MgCl2 10mM 
-NaCI 100mM 
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b. Déphosphorylation. 

Il s'agit d'une étape d'excision des groupes 5' phosphate des extrêmités 
du plasmide linéaire afin d'éviter les religation du plasmide sur lui-même 
lors de la ligation entre l'ADN amplifié par PCR et le pUC 18. 

On utilise une phosphatase alcaline intestinale de veau, protéine 
dimérique, comme enzyme car chaque monomère porte deux atomes de zinc 
essentiels pour l'activité de l'enzyme. 

Généralement, on utilise une unité de phosphatase (1 u/1 µI) 
pour 100 pmoles de résidus 5' phosphate. Or 2 µg de DNA 5 kb linéaire 
contient 1 .4 pmole de résidus 5' phosphate. Donc, une unité de 
phosphatase pour 6 µg de pUC 18 est largement suffisante. 

Protocole : - 100 µI de solution de linéarisation. 
1 O µI de tampon concentré 1 O fois. 

1 µI enzyme (1 unité/0.001 ml). 
Incuber une heure à 37°C (bain). 

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

c. Purification du plasmide. 

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

Protocole : 

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

- On centrifuge 5 minutes à 8000 rpm. 
- On reprend la phase aqueuse et on ajoute un égal volume (100 µI) 

de chloroforme. 
- On centrifuge 5 minutes à 8000 rpm. 
- On reprend la phase aqueuse et on précipite à l'éthanol : 2 volumes 

(200 µI) et NaCI 4 M : 0.05 volume (5 µI) à - 70°C 
durant 30 minutes. 

- On centrifuge 5 minutes à 10000 rpm. 
-. On sèche le culot et on le resuspend dans 10 µI de TE 1 X. 
On détermine la concentration du plasmide par mesure de densité optique 
à 260 nm. 
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d. Vérifications. 

d.1. La linéarité se vérifie par une électrophorèse 

- Tampon T AE. 
- Agarose 0.8%. 
- Puit 1 : - 1 µI Pue 18 (0.6 mg/ml). 

- 8 µI TAE 1X. 
- 1 µI Bleu de bromophénol. 

- Puits 2/3 : - 1 /3 µI À Hi nd 111. 
- 8/6 µI TAE 1X. 
- 1 /1 µI Bleu de bromophénol. 

On doit observer une seule bande de 2690 bp : taille du pUC 18. 

d.2. La déphosphorylation se vérifie par une ligation sur lui-même. 

- Ligation 
1 µI pUC 18 (0.1 mg/ml). 

- 2 µI Tampon concentré 10 fois. 
- 16 µI Eau. 

1 µI T4 ADN ligase. 

- 20 µI 
Incuber 16 heures à 14°C. 

Tampon de ligation : 
(concentré 1 0X) 

- Transformation 

-Tris-Cl pH 8.3 500 mM 
-MgCl2 100 mM 
-Dithiothreitol 100 mM 
-B.S.A. 0.5 mg/ml 

- A : 2 µI de ligation 
- B: 5 µI " 
- C : 10 µI " 
- D : 5 µI de pUC 18 circulaire 
(10 pg/1 µI ) 
- E : 0 µI de ligation 

On ajoute 0, 1 ml de cellules compétentes JM 101. 
On incube 30 minutes dans la glace. 
On incube 45 secondes à 42°C. 
On ajoute 1 ml de tampon SOC. 
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Tampon SOC: -Bacto-tryptone 20 g 
-Bacto-yeast-extract 5 g 
-NaCI 0.5 g dans un litre. 

Secouer et ajouter 10 ml de KCI 250 mM au tampon SOC. 
Mettre à pH 7. 
Autoclaver. 
ET y ajouter 5 ml de MgCl2 2 M et 20 ml de glucose 1 M. 

On incube 30 minutes à 37°C (bain) et 30 minutes dans l'étuve 
en agitant. 
On étale 0.1 à 0.2 ml de chaque échantillon sur du milieu solide 
LB X-gal Amp. et on incube une nuit à 37°C (étuve). 

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

Autoclaver. 
Et ajouter : 

-NaCI 
-NaOH 1N 
-Gélose (agar) 

-Ampiciline 
-X-gal 

10 g/1 
5 g/1 
5 g/1 
2 ml 

15 g 

4 mg/ml :12.5 m 1 
20 mg/ml : 1 m 1 

-IPTG 100 mM: 3 µI 

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 après séparation 
par électrophorèse. 

- Electrophorèse. 

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 très pur : Sigma type IV. 
On dépose 15 µI d'amplification PCR par puit. 
On utilise le <l>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 l'ADN 

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 l'ARN, des p~otéines 
et autres contaminants. En effet, seul l'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 pèse et l'on mutliplie le poids (mg) par 3 afin d'obtenir 

le volume (1 µI) de Nal à ajouter. 
- On incube 15 minutes à 55°C en agitant toutes les 5 minutes 

jusqu'à dissolution complète de l'ADN 
- On ajoute 5 µI de glassmilk pour 15 µI d'échantillon déposé sur gel 

et l'on vortexe. 
- On incube 1 O. minutes à température ambiante en vortexant 

afin de mettre en contact l'ADN avec une surface maximale 
de matrice. 

- On centrifuge 5 secondes à 10000 rpm. 
- On élimine -10 surnageant et on lave le culot 3 fois au New Wash : 

en ajouter 0.5 ml et centrifuger 5 secondes à 10000 rpm. 
- On élimine le surnageant et on resuspend dans 15 µI de TE 1 X. 
- On incube 5 secondes à 55°C afin de favoriser la dissolution de l'ADN 

dans le TE 1 X. 
- On centrifuge 30 minutes à 10000 rpm et on récupère le surnageant 

que l'on stocke à - 20°c. 

Composition du New Wash concentré (Bio 101 ): - NaCI 
- Tris 
- EDTA 

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

Il reste à vérifier la quantité extraite par électrophorèse ou mesure 
de densité optique à 260 nm. 
Généralement le rendement est supérieur à 50%. 
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s·rcc-3' 

(step 1) 3• 5• synthesize primers 
-ccr 

! denature DNA, 
~--►(step 2) anneal primers, 

extend with Taq DNA polymerase 

3• ______ 5• - ......... . 
.......... -

s· 3' 

amplify DNA 

t recover and purify product 

TCC•············•·····•GGAA 
AAGG .................... ccr 

(step 3) 1 remove A overhang with Klenow 
+ phosphorylate with T4 polynucleotide kinase 

TCC .................... GGA 

AGG .................... CCT 

(step 3) . i ligate into concatemers with T4 DNA ligase 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • GGATCC• • • • • • • • • • • • • • .... • ·GGATCC • • • • • • • • • • .. • • • • • • .. 
........... •••••• ·••CCTAGG •• • ••• • • • •• • ········CCTAGG ............ • • ..... . 

(step 4) ! digest into single fragments with BamHI 

GATCC .................... G GATcc .................... G 

G············· ....... ccTAG G····•·•····••• ·• • •• •CCTAG 

original ONA 

- primerONA 

• • • • • • new ONA 

PCR ONA 

GATCC• ................... G 

G•············ ....... ccrAG 

ligate and subclone into 
appropriate vc::tor 

Figure 2.2. Méthode de clonage adaptée 
aux produits PCR (qurrent protocols, 1992) 



4. LIGATION. 

a. Méthode classique. 

Il s'agit d'introduire le fragment d'ADN amplifié par PCR dans 
le pUC 18 grâce à une T 4 ADN ligase. 

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

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

b. Méthode spécifique aux produits PCR 

Elle s'applique aux molécules linéaires se terminant par des sites 
de restriction incomplets (demi site). 
On obsèrve une adénine terminale dans le cas du site BamH 1 (figure 2.2.). 
L' action d'une ADN polymérase (fragment klenow) élimine cette base 
excédentaire, tandis qu'une T4 DNA polynucléotide kinase phosphoryle 
las 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 concatémères ainsi obtenus seront digérés par l'enzyme BamH 1 
et sous-clonés de façon classique dans un pUC 18 (Ausubel, 1992). 

Protocole : 

- Extraction 

- Après amplification, on retire la parafine recouvrant 
l'eppendorf contenant la réaction d'amplification (80 µI) . 

- On ajoute un égal volume de phénol/chloroforme. 
- On centrifuge 5 minutes à 8000 rpm. 
- On récupère la phase aqueuse et on y ajoute 2 volumes 

d'éthanol et 1/20 de volume de NaCI 4 M. 
- On incube 30 minutes à -70°C. 
- On centrifuge 5 minutes à 10000 rpm. 
- On sèche et on resuspend dans 25 µI de TE 1 X afin d'obtenir 

une solution 0.2 mg/ml. 
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- Ligation 

- 5 µI ADN (0.2 µg/µI) 
- 1 µI tampon concentré 10 fois de la T 4 ADN ligase. 
- 1 µI ATP 1mM. 
- 1 µI dNTP 2mM. 
- 0.5 µI ADN polymérase (fragment klenow)(2 u/1 µI). 
- 0.1 µI T 4 kinase (1 O u/1 µI). 
- 1.4 µI T 4 ligase (1 u/1 µI). 

- 10 µI 
Incuber une nuit (16 heures) à 14°C. 

- Digestion BamH 1 

- 1 O µI ligation. 
5 µI enzyme (1 O u/1 µI). 
3 µI tampon concentré 10 fois. 

- 12 µI eau. 

- 30 µI 
Incuber 5 heures à 37°C. 

5. TRANSFORMATION 

a. Principe. 

Il s'agit d'introduire un plasmide recombinant dans une bactérie 
lui permettant de se multiplier à 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 à -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 à 37°C en agitant. 
- On reprend 1 ml de cette culture dans 50 ml de LB liquide, 

on incube à 37°C en agitant et on suit la densité optique · à 650 nm. 
Lorsqu'elle atteint 0.4, on centrifuge 10 minutes à 4000 rpm. 

- On resuspend le culot dans 20 ml de tampon de compétence Coli. 
- On incube 30 minutes dans la glace et on centrifuge 1 O minutes 
· à 4000 rpm. 
- On resuspend dans 5 ml de tampon de compétence Coli. 
- Les cellules sont aliquotées en 500 µI et stockée à -70°C . 
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Milieu LB :- bacto tryptone 
- Yeast extract 
- NaCI 
- NaGH 1M 
- Gélose (agar) 

Tampon Coli : - glycérol 15% 

10 g/1 
5 g/1 
5 g/1 
2 ml 

15 g/1 

- Tris-Cl 0.5 M pH 7.5 
- CaCl2 1 M 

c. Protocole . 

5 µI de ligation. 
10 µI " 

0 µI " 
5 µI de pUC 18 circulaire (10 pg/1 µI). 

- On y ajoute 100 µI de cellules compétentes : JM 101. 
- On incube 30 minutes dans la glace. 
- On applique un choc thermique de 45 secondes à 42°C afin d'adsorber 

le plasmide dans la bactérie. 
- On ajoute 1 ml de tampon SOC. 
- On incube 30 minutes à 37°C (bain) et 30 minutes à 37°C 

dans l'étuve en agitant. 
- On étale 5 fois 200 µI (A,B,C,D,E) sur des boîtes de LB X-gal Amp. 

préalablement séchées. 
On les incube une nuit à 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 l'ADN plasmidique. Elle implique une 
purification sur milieu solide LB Amp+ et une amplification sur un même 
milieu liquide après sélection des colonies blanches. 

b. Protocole. 

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

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

- On incube le tout à 37°C. 
- Les colonies sur milieu solide sont stockées à 4°C et repurifiées 

tout les mois sur un nouveau milieu. 
- Le milieu liquide est centrifugé 2 minutes à 10000 rpm. 
- On élimine le surnageant en utilisant une pompe à vide et on resuspend 

le culot dans 100 µI de solution I en vortexant. 

Solution 1 

- Glucose 
- EDTA 0.2 M 
- Tris 1 M pH 8 

2g 
10 ml 

5 ml 

200 ml 
L'EDT A complexe le Mg2+, cofacteur des nucléases. 

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

Solutipn Il 
- SDS 10% 
- NaOH 2 N 

Solution Ill : 

10 ml 
10 ml 

100 ml 

- Acétate de K 3 M 
- Acide acétique pH 4.8 

28 

117.6 g 
46 ml 

400 ml 



----· -

1 

afin de précipiter, par présence de SDS et d'augmentation des sels 
et du pH, l'ADN, ARN linéaire et les protéines tandis que l'ADN 
circulaire reste soluble. 

- On centrifuge 8 minutes à 14000 rpm et on récupère 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 à 8000 rpm et on récupère le surnageant. 
- On réalise une précipitation à l'éthanol : 2 volumes 

et NaCI 4M : 1 /20 de volume. 
- On centrifuge 8 minutes à 14000 rpm, on sèche les culots 

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

L'ADN extrait, on en digère 1 µg 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 teçhnique 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 à 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 après lavages en conditions adéquates (Maniatis, 1989). 

2.METHODE. 

a. Le transfert d'ADN 

Cette étape se réalise après séparp.tion de l'ADN par électrophorèse 
en tampon T AE dans un gel d'agarose 1.5% pour une vérification 
d'amplification P.C.R. et 1% pour une vérification de clonage. 
L'électrophorèse se fait à 35 mA et 150 V pendant une nuit de migration. 
Le lendemain, on découpe le gel et on établit des repères de migration 
d'ADN. 
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- On dénature le gel 1 heure dans une solution 1. 
Solution 1 : - NaOH 20 g/1. 

- Na Cl 87 .5 g/1. 

- On neutralise le gel 2 fois durant 30 minutes dans une solution Il. 
Solution Il : - Tris 60.5 g/1. 

- NaCI 175 g/1 pH 7. 

- On rince le gel 20 minutes à 1 heure dans une solution de 20X SSC. 
20X SSC: - NaCI 175 g/1. 

- Citrate Na 88 g/1. 

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 mêmes repères que le gel. 

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

- On la trempe dans du 5X SSC et on l'emballe dans du film alimentaire 
afin de la garder à 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 l'expérience (Maniatis, 1989). 

Solution stringeante 65°C/3X SSC. 

- 20X SSC 4,5 ml 
- Denhardt 1 00X 1,5 ml 
- SOS 10% 0,3 ml 
- Eau 23,38 ml 

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

-20X SSC 9 ml 
-Denhardt 1 00X 1,5 ml 
-SDS 10% 1,5 ml 
-Eau 17,68 ml 

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

Denhardt 1 00X : - Fic o Il 20 g/1 
-Polyvinylpyrolidone 20 g/1 
-BSA 20 g/1 

C. L' hybridation. 

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

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

Cette technique utilise une ADN polymérase I d' E. Coli qui ajoute 
un nucléotide lorsqu'elle rencontre un 3' hydroxyl terminal créé lors 
d'une brèche causée par une DNAse et entretenue par l'activité 
exonucléase 5'->3' de la polymérase 1 (elle enlève un nucléotide du côté 5' 
de la brèche). L'élimin~tion côté 5' et l'addition simultanée côté 3' 
résultent en un mouvement de le brèche le long de l'ADN en remplaçant 
les nucléotides par d'autre dont un radioactif (Maniatis , 1989.). 

Protocole : - 5 µI Solution A2 (Kit BAL) 
- 1 µg ADN 
· X µI Eau 
- 5 µI Enzyme (1 u/1 µI) 
- 5 µI dCTP radioactif. 

- 45 µI 
On incube 1 heure à 14°C. 
On stoppe la réaction en ajoutant 5 µI de solution D contenant de l'EDTA. 

Solution A2 : - Tampon 1 0X concentré : -Tris-CL pH 5 0.5 M 
-MgS04 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 NaCI 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 très stable sauf en milieu très acide 
et en présence d'un oxydant très puissant, présentant des grains de 0.05 
à 0.15 mm de diamètre. Les molécules de taille supérieure aux plus gros 
pores ne peuvent pénétrer dans les grains et vont donc être éluées 
(TE 1 X pH 8) de la colonne très 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 incorporé. 

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

e. La révélation. 

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

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

- Second lavage : on incube 30 minutes puis 15 minutes à 65°C 
dans du 2X SSC, 0.10/o SOS. 

- Troisième lavage : on incube 15 minutes à 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 à -70°C avec un film 
X-ray kodak pendant un temps déterminé dans une cassette. 
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Figure 2.3. 
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E. CRIBLAGE D'UNE BANQUE D'ARABIDOPSIS THAL/ANIA. 

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 gène de pectine 
méthyl 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(Stratagème) 

Il s'agit d'une banque construite dans À ZAP (au site EcoR 1) 
qui est un phage possédant un site multiple de clonage dans lac Z' 
et les signaux nécessaires à son excision sous forme de plasmide 
par utilisation d'un phage helper ainsi que la résistance à l'ampiciline. 
(Figure 2.3.) 

Le vecteur hôte est une bactérie XL-1 blue : 

- rk· : elle ne peut restreindre l'ADN inséré mais peut le modifier. 
- Rec A· : elle ne permet pas la croissance lytique. 
- F' pro AB+ lacq lac Z delta M 15 : elle code le pili nécessaire 

à l'infection par le phage À ZAP et une partie de l'opéron lactose 
intervenant dans l'a-complémentation de la B-galacosidase. 

- Sup E, hsdR (rk·) : elle permet la croissance de phages présentant 
des mutations amber. 

On peut y insérer jusqu'à 1 O kb de cDNA (Stratagème). 

b. Banque génomique. . 

Il s'agit d'une banque construite dans À 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 croître 
dans un hôte 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 l'ADN inséré 

mais ne peut les restreindre. 
On peut y insérer jusqu'à 21 kb d'ADN génomique. (Maniatis). 

3·_3 



c. Protocole. 

- Amplification des cellules compétentes. 

11 XL-1 blue : 

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

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

- On centrifuge 1 0 minutes à 4000 rpm et on resuspend 
dans 1/10 de volume (5 ml) de MgSO4 100 mM. 
On stocke à 4°C une semaine grand maximum. 

11 LE 392 : 

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

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

- On centrifuge 1 0 minutes à 4000 rpm et on resuspend 
dans 1/10 de volume (5 ml) de MgSO4 100 mM. 
On stocke à 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 
- NaCI 100 mM 
- MgSO4 10 mM 

- On réalise des dilutions de 10 à 10 7 
- On incube 1 µI de dilution et 0.1 ml de cellules compétentes15 minutes 

à 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 à 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 µI de banque génomique avec 3 µIde tampon SM et 2 ml 
de cellules LE 392 afin d'obtenir environt 20000 plages de lyse. 

B : On incube 9 µI de dilution 100 dans 3 µI 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 même protocole que pour le titrage mais on ajoute 30 ml 
de top agar pour couvrir une boîte LB de 23 cm de côté. 

Après 4 heures de croissance à 37°C pour "A Zap et une nuit 
pour 'A Charon 35, on incube 2 heures à 4°C. 

- On dépose la membrane de nylon et on transfère 5 minutes 
en milieu stérile. 

- On dénature la membrane 2 minutes dans une solution 1. 
Solution 1 : -NaCI 1.5 M 

-NaOH 0.5 M 
- On neutralise la membrane 5 minutes dans une solution 11. 

Solution Il : -NaCI 1.5 M 
-Tris-Cl 0.5 M pH 8 

- On rince la membrane 30 secondes dans une solution Ill. 
Solution Ill : -Tris-Cl 0.2 M pH 7.5 

-2X SSC 
- On fixe l'ADN sous U.V. 5 minutes et on stocke la membrane à 4°C 

emballée dans un film alimentaire. 

b. La préhybridation. 

Elle se réalise en 5X SSC à 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 dés ionisé 3 heures avec 5 g/100 ml de résine 
échangeuse d'ions (amberlite MB-3) à température ambiante. 
Il est filtré et autoclavé. 
La solution est,portée 1 O minutes à 82°C puis ajoutée à la membrane 
pendant 3 heures minimum (Hilson, 1986). 
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c. L'hybridation. 

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

- 5 µI Solution A2 
- 2,7 µI A.D.N. ( 375 ng/1 µI ) 
- 27,3 µI Eau 
- 5 µI Enzyme 
- 5 µ1 dCTP radioactif 

- 45 µI 
Incuber 1 heure à 14°C et ajouter 5 µ1 de solution o. 

d. Révélation. 

Après une nuit d'hybridation, on lave les membranes : 

- Deux fois 15 minutes à 37°C dans du SOS 0.2%, 2X SSC. 
- 30 minutes à 37°C dans une même 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 boîte, et on hybride 
les deux nouvelles membranes avec la même sonde dans les mêmes 
conditions. 

On reprend une deuxième fois le clone présentant le spot le plus intense 
par boîte et on refait un étalement classique. 
Les clones isolés pourront alors être étudés. 
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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 différentes PME 

(PME1_LYCES, PME2_L YCES, PME_ASPTU, PME_ERWCH). 
• uni alignement multiple de ces mêmes séquences. 

Amplification PCR ----> Vérification par hybridation southern 
utilisant un fragment pPE1 comme sonde 
après digestion Pst 1 . 

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

Vérification par - extraction de l'ADN plasmidique (miniprep) 
et digestion BamH 1. 

- 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 après 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_L YCES 
isolée par Ray en 1988) nous avons choisi deux couples d'amorces que l'on a 
testés par la suite à l'aide de deux logiciels (Oligo 4 et Primer). 

Nous avons alors effectué une série d'amplifications PCR sur ADN 
génomique 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 gènes, allèles de PME existant chez la tomate et la 
pomrrie 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 l'ADN extrait. 

Quantité ADN Densité Optique Concentration Rapport Quantité ADN(µg)/ 
{Q) 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 1.53 294 
Contrôle 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 
Contrôle 0.003 0.002 

t 

*La variétié de tomate est inconnue (elle provient du commerce) . 
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Figure 3.1. : Comparaisons de séquences protéiques. 
a PME2_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_L YCES. 
b. PME 2_LYCES. 
c. PME_ASPTU. 
d. PME_ERVJCH. . 



Photo 1 : Vérification de l'intégrité de l'ADN extrait par électrophorèse. 
Puits : 1. Charlotte échantillon 1 

2. Charlotte échantillon 2 
3. Rosabelle 
4. Recento 
5. Capelle échantillon 1 
6. Capelle échantillon 2 
7. Trend échantillon 1 
8. Trend échantillon 2 
9. Punch échantillon 1 

1 O. Punch échantillon 2 
11. "A Hind Ill (2 µI) 

1 

Photo 2 Vérification de l'intégrité de l'ADN extrait par électrophorèse. 
Puits : 1. "A Hind Ill (1 µI) 

2. Tomate 1 
3. Tomate 2 



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

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

2. CHOIX DES PRIMERS. 

Nous avons sélectionné deux couples d'amorces à partir de la séquence 
cDNA de PME2_L YCES 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 
végétales, fongique et bactérienne et nous avons finalement effectué un 
alignement multiple pour détecter les portions de séquences protéiques 
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_L YCES publiée par Ray (1988) avec les 26706 séquences 
(swissprot.) protéiques qu'il détient à ce jour (Août 1992). Il utilise 
l'algorithme de Pearson et Lipman pour travailler (figure 3.1.). 

- PME 2_L YCES correspond à une isoenzyme de PME isolée chez la tomate 
par Ray, 1988. 

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

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

- PME-ERWCH correspond à un précurseur de PME isolé 
chez Erwlnia chrysanthemi (entérobactérie anaérobie facultative) 
par Plastow, 1988. Il intervient également lors du pourissement des 
tissus végétaux. (figure 3.2.) 
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Worksheet2 Chart 1 

pectine methyl esterases rn= so 
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■ 

■ 
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Figure 3.3. : Coefficients de corrélation obtenus après comparaison 
des séquences (m=50): - PME 1_L YCES. 

- PME 2_L YCES. 
- PME_ASPTU. 
- PME_ERWCH. 
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Figure 3.4. : Coefficients de corrélation obtenus après 
des quatres séquences ( m=500 ) 
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Figure 3.5. : Homologies détectées lors de l'alignement multiple 
des séquences : - PME 1_L YCES. 

- PME 2_L YCES. 
- PME_ASPTU. 
- PME_ERWCH. 



Tableau 3.2. : Pourcentage d'identité obtenu après comparaison 
de séquences protéiques de PME. 

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

PME2_LYCES 100 389 -
PME 1 LYCES 57.7 305 
PME-ASPTU 26.7 331 
PME-ERWCH 24.9 366 

b. Alignements multiples. 

Lorsque l'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 très proches (coefficients de corrélation 
-0.08/0.3 et -0.1/0.24), que PME2_L YCES est proche de PME1 _L YCES 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 même distantes (figure 3.3.) · 

Lorsque l'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 _L YCES (0.33/0.01) est plus 
lointaine. (figure 3.4.) 

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

Pour les quatre séquences, 
- de l'aa 60 à 73 (référence à la séquence PME2_L YCES) 
- de l'aa 190 à 225 
- de l'aa 244 à 254 
- de l'aa 283 à 292 

Pour les trois première séquences, 
- de l'aa -59 à 107 
- de l'aa 176 à 185 
- de l'aa 189 à 226 
- de l'aa 244 à 266 
- de l'aa 283 à 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, rl.9 kcal/mol 
5' CGGGATCCCGGGTAAGGACATTGGAGCGAA 3' 

. Il : ... 
3' AAGCGAGGTTACAGGAATGGGCCCTAGGGC 5' 

-
Upper Primer: the most stable dimer: 10 bp, -24.3 , kcal/mol 

5' CGGGATCCCGGGTAAGGACATTGGAGCGAA3' 
1111111111 

3' AAGCGAGGTTACAGGAATGGGCCCTAGGGC 5' 

Hairpin: ÂG - -2.2 kcal/mol, Loop - 4 nt, Tm= 64° 
. . 5' CGGGA 

111 T 
3' AAGCGAGGTTACAGGAATGGGCCCT 

• 1 

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' 
1111111111 

3' ACCGCATACACCTACCTAATGCCCTAGGGC 5' 

Hairpin: ÂG • -2.2 kcal/mol, Loop • 4 nt, Tm= 64° _ 
5' CGGGA 

111 T 
3' ACCGCATACACCTACCTAATGCCCT 

Figure 3.6. Formation de dimères 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' 

.... Il 
3' ACCGCATACACCTACCTAAT 5' 

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

111 : 
3' ACCGCATACACCTACCTAAT 5' 

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

111 
3' ACCGCATÀCACCTACCTAAT 5' 

Figure 3.7. Formation de dimères : Amorce 1-Amorce 2. 



Pour les deux premières séquences, 
- de l'aa 58 à 111 
- de l'aa 119 à 133 
- de l'aa 137 à 145 
- de l'aa 147 à 155 
- de l'aa 173 à 185 
- de l'aa 188 à 271 
- de l'aa 283 à 292 
- de l'aa 344 à 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 
créant 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 à l'adressage 
spécifique de l'enzyme par exemple. 

c. Choix des é;lmorces 1 /2. 

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

' Situation (bases) Situation (acides aminés) 

\ 

Amorce 1 
Amorce 2 

335 
1270 

354 
1289 

54 
365 

60 
372 

On leur a ajouté côté 5' un site BamH I de 1 O 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. 

Est 1 : 5' CGGGATCCCGGGTAAGGACATTGGAGCGA 3' 

Est 2 : 5' CGGGATCCCGT AA TCCATCCACATACGCCA 3' 

Nous avons vérifié ces oligonucléotides avec le- logiciel "oligo 4". 
Ce dernier teste le couple d'amorces sur lui-même afin de détecter la 
formation possible de dimères (figure 3.6.). 
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On peut observer la formation d'un dimère stable par appariement 
des 10 bases du site BamH 1, mais ce dernier se situant du côté 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 dimères par appariement de 3 bases 
au maximum. Comparé aux 20 bases spécifiques à la région d'origine, 
ces dimères ne peuvent entrer en compétition suffisante pour interferer 
avec la réaction. 

De plus, si l'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 
l'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.). Ils pourront peut être s'hybrider à différents gènes, allèles de PME 
s'ils existent et ainsi amplifier plusieurs gènes. 

Les amorces peuvent donc être utilisées pour l'amplification. 
En effet, elles présentent - 44% de GC, 

- peu de dimères 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. 
Ils devraient nous donner un produit d'amplification cDNA de 955 bp 
(sans sites BamH 1). 

d. Choix des amorces 3/4. 

Nous les avons également choisis dans la partie codante de la protéine 
mature. Ils 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 côté 5' un demi site BamH 1, 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. Amorce 3 / Amorce 3 

1. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 
I Il Il I 

3' CGCAGAATGAGAATAGACCACCT 5' 

2. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 
I / / / / / 

3' CGCAGAATGAGAATAGACCACCT 5' 

3. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 
/ / / / / 

3' CGCAGAATGAGAATAGACCACCT 5' 

CGCAG 
l · I ]·A 

4. 5' TCCACCAGATAAGAGTA 

b. Amorce 4 / Amorce 4. 

1. 5' TCCAGT AGACCTCAACCATGATC 3' 

I ! I I 
3' CT AGT ACCAACTCCAGATGACCT 5' . 

2. 5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3' 
I / I I / I 

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

3. 5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3' 

I Il !// 
3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 3' -

4. 5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3' 
/ I . I I . 

-3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

5. 5' TCCAGTAGACCTCAACCATGATC 3' 

I /Ill/ 
3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 



c. Amorce 3 / Amorce 4. 

1. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 
I I / I / / ·-... . I / 

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

2. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 
/ / / / / 

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

3. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 

I I I // 
3' CT AGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

4. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 

/// / /! / 
3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

5. 5' TCCACCAGATAAGAGTAAGACGC 3' 
/ / / / 

3' CTAGTACCAACTCCAGATGACCT 5' 

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



Est 3 : 5' TCCACCAGAT AAGAGT AAGACGC 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-même, 

entre eux, 
sur leur taux. en GC, 
sur leur température d'hybridation. 

Il suffit de donner la position de l'oligo, le nombre de bases le constituant 
et la température d'hybridation. Le maximum de self complémentarité 
étant de 1 o bases côté 5' et de 8 bases côté 3', il a accepté ce couple 
d'amorces malgré la présence de dimères (figure 3.8.). 

De plus, si l'on obsèrve les comparaisons de séquences protéiques 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.). 
Ils devraient donc amplifier différents gènes ou allèles 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 1). 

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'1 mg/ml. 

Tableau 3.3. : Prise de densité optique des prirners reçus. 

Echantillons Densité optique Concentration rapport 
260nm 280nm (rnQ/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 Jes amorces 1 /2, on a testé : 

- deux dilutions d'ADN : - 185 pg/ul 
- 1.85 ng/ul 

- deux Taq polymérases : - Boehringer 
- Promega bleue ( sans gélatine) 

- trois concentrations en MgCl2 : 1.5/2/2.5mM. 

L'amplification est effectuée selon les conditions suivantes 

1. 92°c 
Ajout de 

2. 92°c 
53°c 
12°c 

3. 12°c 

6 minutes 
l'enzyme. 

1 minute 
2 minutes 
2 minutes 

10 minutes 

20 cycles. 

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 MgCl2 : 1/1.5/2/2.SmM. 

L'amplification est effectuée selon les conditions suivantes 

1. 92°c 6 minutes 
Ajout de l'enzyme. 

2. 92°c 1 minute 
51°c 2 minutes 20 cycles. 
12°c 2 minutes 

3. 12°c 10 minutes 

Chacune de ces deux expériences comprend un contrôle négatif représenté 
par l'absence d'ADN dans la réaction et un contrôle positif représenté 
par une amplification mise au point auparavant (ici, la taille attendue 
du produit devrait être 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 cD~A. 
(tableau 3.4.) 



On analyse les résultats sur gel d'agarose 1 .5% en tampon T AE. 
On y dépose 10 ul d'amplification par puit (photo 3, figure 3.9.). 
Les marqueurs utilisés sont le <I>X174 Hae Ill (2 µI par puit) et 
le "A Hlnd Ill EcoR 1 (4 µI par puit). 

Pour les amorces 1/2, on remarque déjà une amplification avec 1.85 ng 
d'ADN aussi bien avec l'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 
l'enzyme Promega travaille correctement. 

Ou alors, l'enzyme dans certains échantillons a été dégradée. 
En effet, l'amplification PCR est une expérience très sensible aux variations 
de température. 

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

Pour les amorces ,3/4, on remarque déjà une amplification 
avec 1.85 ng d'ADN. Seule l'enzyme Promega a donné des résultats positifs 
dans un ordre de 2 à2.5mM de MgCl2. Le rapport ADN/enzyme etait sans 
doute adéquat pour Promega et non pour les autres enzymes. 

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

Tailles cDNA (bases) 
Puits Quantité d'ADN M9Cl2 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 

1 0 1.85 2 Promega 851 820 
1 1 1.85 2.5 Promega 851 820 
1 2 0 Promega _ 0 0 

' 
13 contrôle positif* 700 700. 
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OUAOAILL~ SEMI-LOGARITHMIQUE A 3 MODULES - Les Papiers Canson - France -
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Figure 3.1 O.a. : Droite è~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 112·. 

Nous avons réalisé une première expérience à partir d'ADN génomique 
provenant du fruit de la tomate (échantillons 1 et 2). 
Nous avons testé quatre enzymes et deux concentrations en MgCl2. 
Les température appliquées sont les suivantes . _ 

1. 93°C 8 minutes 
Ajout de l'enzyme. 

2. 93°c 1 minute 
53°c 2 minutes 35 cycles. 
12°c 2 minutes 

3. 12°c 10 minutes 

Nous avons ensuite analysé les résultats sur gel d'agarose 0.8% et 1 .5% 
en déposant15 µI d'amplification. (photos 4 et 5, figure 3.1 O.) 
Les marqueurs utilisés sont le 'A Hind Ill et 'A Hind Ill EcoR 1. 

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 I 975 
2 59 Il I Il 

3 2: 490 Il I Il 

4 49 Il I Il 

5 1: 590 Promega 2 1500 Il 

rouge* 1250 Il 

1000 Il 

740 Il 

560 Il 

6 1: 59 Il 2 1250 Il 

560 Il 

7 1: 590 Il 4 1500 Il 

1250 Il 

1000 Il 

740 Il 

560 Il 

8 1: 59 Il 4 1500 1 

1250 Il 

1000 Il 

740 Il 

560 Il 

' 4 .5 



1 

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



1 

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



Puits ADN et quantit• Enzyme MgCl2 Tailles (bases) 
(ng) Observées Attendues 

sur cDNA 
9 2: 490 Promega 2 1500 975 

' ouge 1250 fi 

1000 Il 

740 Il 

- 560 Il 

10 2: 49 Il 2 1250 fi 

1 1 2: 490 fi 4 1250 · Il 

12 2: 49 Il 4 1250 fi 

13 1: 590 Promega 2 1400 fi 

oleue* 1250 H 

14 1: 59 Il 2 1250 fi 

15 1: 590 n 4 1400 Il 

1250 Il 

1000 Il 

' 
670 Il 

560 Il 

1 6 1: 59 fi 4 1250 fi 
J 

17 2: 490 fi 2 1400 Il 

1250 fi 

1000 Il 

670 Il 

560 fi 

18 2: 49 Il 2 1250 Il 

1000 Il 

19 2: 490 Il 4 I Il 

20 2: 49 Il 4 1250 fi 

21 1: 590 Cetus 1350 975 
1200 fi 

1000 fi 

670 Il 

560 Il 

22 1: 59 Il 1200 Il 

1000 Il 

500 Il 

23 2: 490 fi 1350 Il 

1200 Il 

1000 fi 

670 Il 

560 fi 

24 2: 49 Il 1200 Il 

1000 fi 

560 Il 

25 Contrôle négatif 30 

46 · 



1 

Photo 6. Produits d'amplification 2 obtenus sur ADN 
génomique, avec les primers 1/2 (tableau 3.6.). 

1 

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



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

Cette expérience est reproductible, en voici les résultats après 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 7 : 590 " I " 
3 7 : 59 Il I " 
4 Contrôle négatif I 30 
5 7 : 5900 Cetus 1150 975 
6 7 : 590 Il I " 
7 7 : 59 " I " 
8 Contrôle négatif I 30 

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

Puits ADN et quantités Enzyme MgCl2 Résultats : tailles (bases) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

(ng) (mM) Observées Attendues 
sur cONA 

10 4900 Promega B 2 1300 975 
1 0 : 490 Il 2 1300 " 
10 : 49 " 2 I " 
Contrôle négatif I 30 
1 0 : 4900 Il 4 1300 975 
10 : 490 Il 4 I " 
10 : 49 " 4 I " 
Contrôle négatif I 30 

On remarque : 

- un profil caractéristique de plusieurs bandes dans la première 
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 1 O et que la concentration en MgCl2 augmente. 

- que la taille dépasse largement la taille attendue pour le cDNA 
(975 b). 

4.7 
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Figure 3.11 . Droite- d'étalonnage de la photo 6. 
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La présence de plusieurs bandes d'amplification peut s'expliquer 
de diverses manières : 

- Les amorces se sont hybridées à une autre région du gène 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 à 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 hypothèse. 

- Les primers se sont hybridés à d'autres gènes,a!!èles de PME. 

Ces hypothèses seront vérifiées plus tard par une hybridation de type 
southern utilisant comme sonde un fragment Pst I du cDNA (pPE1 isolé par 
Ray) de PME2_L YCES. 

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

Cette différence de 325 b. peut s'explique : 

- par la présence d'un ou plusieurs inserts, Woodrow l'a d'ailleurs 
constaté chez la tomate Alisa Craig en séquençant partiellement 
les deux clones génomiques qu'il a mis en évidence. 
Ils contiendraient au moins deux introns · de 207 et 89b. dont la 
position (à la base 600 et 780 du cDNA isolé par Ray en 1988) et la 
séquence seraient conservées parmi les différents gènes, 

- par la présence de divers allèles de PME, 

- par la présence de divers gènes de PME, comme ce fut constaté par 
Woodrow en 1990. Il existerait trois gènes différant surtout par 
leur séquence 3' terminale non transcrite, mais leur taille totale est 
quasiment identique pour tous (à 600b. près), 

- par une différence 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 être 
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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Figure 3.13. Droite d'étalonnage de la photo 8. 
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1 

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 première expérience en -utilisant la taq 
polymérase Promega bleue (2 mM MgCl2), vu qu'elle nous a donné de bons 
résultats avec les deux premiers primers. 

Les températures appliquées sont les suivantes 

1. 93°C 8 minutes 
Ajout de -l'enzyme. 

2. 93°C 1 minute 
51°c 
12°c 

3. 12°c 

2 minutes 
2 minutes 

10 minutes 

35 cycles. 

Nous avons ensuite analysé les résultats sur gel d'agarose 1 .5% 
en y déposant 20 µI de produit d'amplification (photo 8. , figure 3.13). 
Les marqueurs utilisés sont le À Hind Ill et <I>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 Il 

3 Recento 1000 I " 
4 Capello 1000 I " 
5 Punch 1000 I Il 

6 Trend 1000 I Il 

7 7 6000 I Il 

8 7 600 I Il 

9 7 60 I Il 

1 0 Contrôle négatif. I I 

Nous avons de nouveau effectué cette même expérience, en utilisant 
de l'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 µg d'ADN. 
Ce produit d'amplification fait 1150 b. (photo 9) 

A-,9 



N.B. Les tailles marquées * correspondent à des valeurs calculées à 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 hypothèses 

- Il n'existe qu'un seul gène 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 gènes de PME 
chez la tomate Ali sa Craig. Cette hypothèse semble donc peu 
probable. 

Il existerait plusieurs gènes 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 être trop différente. 
- L'ADN génomique utilisé peut être partiellement dégradé au niveau 

des gènes de PME. 

Il existerait plusieurs gènes mais ils auraient tous plus ou moins 
la même taille et ne sauraient donc pas être détectés par analyse 
sur gel d'agarose. 

Il existerait plusieurs gènes mais la partie amplifiée pourrait être 
de même taille pour tous. Il s'agirait d'une portion très conservée, 
ce qui semble plus probable vu que Woodrow constate que les deux 
clones qu'il a isolés sont presql,J'identique (Gen2 possède 600bp 
différentes côté 5' et Gen3 possède 600bp en plus côté 3') 

. . 5.0 
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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 très probable 
car les deux introns détectés par Woodrow en 1990 se situent après 
la base 600 du cDNA isolé par Ray en 1988 et après 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. 
à la taille attendue sur cDNA. Cette valeur correspond à celle 
observée (227b.). 

- par la présence d'allèles différents dont l'amplification auraient été 
favorisée par les conditions de ces expériences. 

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

Nous avons réalisé un southern afin de vérifier les différentes 
hypothèses 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 I du plasmide pAT153 
(Slater, 1985). Il s'agit d'un plasmide de type pBR322 ayant subit une 
délétion de 620 bases au site Hae Il. Les cellules contenant ce plasmide 
présentent 1 .5 à 3 fois plus de plasmides que la normale et il a aussi 
l'avantage d'avoir perdu le gène nie 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 après digestion Pst1 de l'ADN plasmidique contenu 
dans pPE1. (photo 1 O., figure 3.15.) 
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Figure 3.15. 
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Photo 1 O. : Analyse de digestion Pst1 du clone pPE1. 
(Tableau 3.9.). 
Puits : 3. pPE1 digéré Pst1 (2 µg dans 1 O µI) 

6. ,.. Hind Ill (2 µI dans 1 O µI réaction) 
7. <I> X174 Hae Ill (1 µI dans 1 O µI réaction) 
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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 3.1 O.) 



On peut observer 4 fragments après 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) après purification de celui-ci par gene 
clean et nous l'avons alors utilisé comme sonde lors d'une hybridation 
3XSSC à 65°C (photo 11, figure 3.16.). 

Tableau 3.1 O. : Ensemble des produits d'amplification transférés 
s~r membrane en vue d'une hybridation southern. 

Puits amorces Echantillons PCR MgCl2 Enzyme 

1 1/2 6 1 2mM Promega 
2 1/2 1 2 2mM Il 

3 1/2 1 3 2mM " 
4 1/2 2 3 2mM Il 

5 1/2 Contrôle négatif 2mM Il 

6 1/2 15 
1 

1 4mM Il 

7 1/2 5 3 4mM Il 

8 1 / 2 Contrôle négatif 4mM Il 

9 1 / 2 5 
néglatif 

2 Cetus 
10 1 / 2 Contrôle Il 

1 1 1/2 Contrôle positif (pPE1) Promega 
1 

12 Contrôle négatif du southern : <l>X174 Hae Ill 
13 Contrôle négatif du southern : "A Hind Ill EcoR 1 

14 3/4 2 1 2 mM Promega 
15 3/4 1 1 2mM Il 

16 3/4 1 2 2 2mM Il 

17 3/4 Contrôle négatif 2mM Il 

18 3/4 Contrôle positif ( pPE1 ) Il 

1 ' \ 
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Photo 11. : Vérification des produits d'amplification 
par une hybridation southern 
(tableaux 3.1 O. et 3.11.) 



,-
1 
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Tableau 3.11.: Produits d'amplification analysés sur gel et vérifiés 
par hybridation southern. 

Puits Tailles (bases) Tailles (bases) Tailles (bases) 
sur gel sur autoradigraphie attendues sur cDNA 

1 1250 1250 975 
500 Il 

2 1200 1200 R 

3 1300 1300 Il 

4 1300 1300 Il 

5 I I 30 
6 1250 1250 975 

1000 Il 

670 Il 

540 Il 

7 1300 1300 Il 

8 I I 30 
9 1150 1150 975 
10 I I 30 
1 1 990 990 975 
14 1000 1000 - 851 

300 Il 

15 1000 1000 Il 

300 Il 

1 6 1100 1100 Il 

1 7 I I 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 à un gène de PME. 

- que les autres produits d'amplification (moins intenses) obtenus 
avec les primers 1 /2 ne correspondent pas à des gènes de PME. 
Les bandes ar:inexes sont sûrement obtenues par hybridation 
des primers en d'autres endroits du génome. 
Ce bruit de fond peut d'ailleurs être éliminé en diminuant 
la quantité d'ADN, en augmentant la concentration en MgCl2 ainsi 
qu'en appliquant une température d'hybridation spécifique au primer 
durant l'amplification. 

Mais elle ne nous permet pas de démontrer la cause de l'amplification d'un 
seul produit _de pectine · méthyl éstérase. 

53 



Photo 12. : Vérification de la linéarisation du pUC18 
Puits : 2. pUC18 (0.6 µg dans 1 o µI réaction) 

3. À Hind Ill (1 µI dans 1 O µI réaction) 
4. À Hind Ill (3 µI dans 1 O µI 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-à
dire seulement le bon produit d'amplification, · sans produits annexes ni 
contaminants qu~lconques) durant une période indéterminée. 

Cette technique particulière est utilisée afin de faciliter le clonage car 
lors de la synthèse 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 dimères stables pouvant interférer 
avec la réaction PCR. 

Nous obtenons ainsi des outils que l'on pourra facilement caractériser 
(carte de restriction, séquençage ... ) 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 I et déphosphorylé (matériels et méthodes : 20-22). 

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

La déphosph~rylation est vérifiée par une religation du plasmide suivie 
d'une transformation dont voici les résultats 

T bl a eau o ornes o serv 3 12 C 1 . b é è t es apr s rans orma 10n. f t' 
Quantité plasmide Colonies Colonies/pg 
(pg) 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 
i 

130 0,5 
1 

10 1544 2 
1 

154.4 1 0,2 1 

-
·5.4 



- - - ------- ----------- -, 

On n'observe pas de colonies (ou très peu), ce qui signifie que le plasmide 
linéaire est bien déphosphorylé (c'est-à-dire qu'il ne peut se recirculariser). 
En effet, sous forme linéaire, le plasmide pénètre dans la bactérie mais il 
n'a plus la possibilité de s'exprimer. De ce fait, il ne peut apporter la 
résistance à l'ampicilline dont la bactérie a besoin pour croître sur le 
milieu LB Xgal Amp où 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 après 
transformation (matériels et méthodes : 25-27) : 

Tableau 3.13 : Colonies observées après 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) (µI) Bleues Blanches (blanc/bleu) 

5 3/A 4 174 43 .5 
5 3 / B 5 210 42 
5 3/C 5 230 46 
5 3 / D 10 187 18.7 
5 3 / f= 8 189 23.625 
8.5 5/A 1 1 77 7 
8 .5 5 / B 14 82 5.86 
8.5 5/C 12 90 7.5 
8.5 5 / D 3 77 25 .6 
8.5 5 / E 6 85 14.2 
13.5 8 / A 2 4 2 
13.5 8 / B 0 6 I 
13.5 BIC 4 4 1 
13.5 8/D 2 _7 3.5 
13.5 8 / E 0 5 I 
0 0/A 2 0 0 
0 0 I B 3 0 0 
0 0/C 5 0 0 
0 0 ID 2 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 
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Figure 3.17.a. : Droite d'étalonnage de la photo 13 (dessus). 
b. : Droite d'étalonnage de la photo 13 (dessous). 
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Tableau 3.13. Colonies observées après transformation. 

Pour 50 ng de plasmide (1 O ng par étalement A,B,C,D,E). 
Quantité d'insert Ligation Colonies Rapports 
( ng pour 0,2 ml ) Bleues Blanches (Blanc/Bleu) 

1 0 3/A 8 305 38.125 
1 0 3 / B 13 321 24.7 
1 0 3/C 7 320 45.7 
1 0 3 / D 1 6 324 20.25 
10 3 / E 9 259 28.8 
17 5/A 2 98 49 
17 5 / B 4 1 1 1 27.75 
17 5/C 2 -98 49 
17 5/D 9 106 11.8 
1 7 5 / E 2 88 44 
27 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 I B 19 1 0.05 
0 0/C 1 5 0 0 
0 0 ID 24 3 0.125 
0 0 I E 15 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 

On remarque que le taux de colonies blanches obtenues est très élevé 
(surtout pour 3 et 5 µI d'ADN utilis()s lors de la ligation ). 

On analyse quelques unes de ces colonies blanches en extrayant l'ADN 
plasmidique qu'elles contiennent et en digérant ce dernier avec l'enzyme 
BamH 1. Le tableau 3.14. nous donne les résultats obtenus après migration 
sur gel d'agarose 1% (photo 13, figure 3.17.). 
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Photo 13. : Analyse de digestion BamH I d'ADN plasmidique 
de colonies positives (tableau 3.14.) 
Puits : 1. Contrôle de digestion : pUC18 digéré BamH 1 

2 à 18. Clones dont on a extrait l'ADN et que 
l'on a digérés avec l'enzyme BamH 1. 

19. 'A Hind Ill 
20. <I>X174 Hae Ill 
21 à 38 Clones digérés BamH 1 
3 9 "A Hind Ill et <I>X174 Hae Ill 
4 0 Contrôle de digestion : pUC18 digéré BamH 1 



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

Puits Tailles (bases) 
observées attendues 

enPCR 
2/3/6/8 à 15/17 2700 2690 

1800 1000 
1 8 2700 2690 

1000 
21 2800 2690 

1000 
23 à 31/33 2800 2690 

1600 1000 
32/3 4/35/3 6/3 7 /3 8 2690 

1600 1000 

Les tailles obtenues sont plus élevées que celles attendues sur cDNA 
(calcul effectué à partir des amorces et de la séquence cDNA de PME2_L YCES 
(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 être 
contrôlé, 

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

- une différence 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 
complète, plusieurs produits d'amplification peuvent s'insérer 
ensemble dans un même plasmide et ainsi donner un insert de 
taille beaucoup plus grande. De plus, il se peut qu'il existe des 
sites BamH I dans le produit d'amplification (qu'il s'agisse d'un 
allèle différent de ceux déjà isolé ou d'un même allèle 
présentant un ou plusieurs introns) et donc, la taille attendue 
après digestion serait faussée. 

- la présence de contaminants insérés dans le plasmide. 
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Photo 14. : Vérification du clonage par hybridation southern 
Puits 1. Amplification PCR obtenu avec l'ADN Rosabelle. 

2. Amplification PCR obtenu avec l'ADN ·charlotte. 
3. pUC18 digéré BamH 1 (1 µg digéré) 
4. Clone 9 digéré BamH 1 " 
5. Clone 9 digéré Pvu Il " 
6. Clone 1 O digéré BamH r " 
7. Clone 10 digéré Pvu Il " 
8. Clone 11 digéré BamH 1 " 
9. Clone 11 digéré Pvu Il " 

1 O. pUC18 digéré Pvu Il " 
11. <I>X174 Hae 111 · 
j 2. 'A Hind Ill EcoR 1 

13. pPE1 digéré Pst1. 
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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 l'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 µg est digéré par deux enzymes 
(BamH I et Pvu Il), deux contrôles de digestion (1 µg de pUC18 digéré BamH 1 

et Pvu Il), un contrôle positif de southern (pPE1 digéré Pst 1) et deux 
contrôles négatifs de southern (À Hind Ill EcoR I et <I>X174 Hae Ill). 

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

L'autoradiographie (photo 14, figure 3.18.) nous révèle qu'il s'agit bien 
d'un clonage de contaminants. En effet, la sonde s'hybride aux 
amplifications PCR et au contrôle positif mais pas aux contrôles négatifs, 
ce qui signifie que le marquage est effectué par la sonde radioactive et non 
par un excès 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 THAL/ANA. 

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

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

Il s'agit d'une brassicacée (2n=10) offrant de nombreux avantages. 
Elle est · de petite taille (8 à 50 cm) et possède un intervalle de génération 
de 4 à 5 semaines en conditions optimales (sol humide, lumière 
fluorescente). Son mode de fertilisaion est autogame, ce qui assure 
l'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'à 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 possède un génome de taille minime : 

- L'analyse microspectrophotométrique de noyaux colorés l'estime 
à 2 1 08 bases. 

- L'étude de réassociation d'ADN totaux l'.estime à 7 1 0 7 bases. 
- La relation grandeur de la cellule et volume nucléaire l'estime 

à 1 o9 bases.(Meyerowitz, 1985). 

Ces mesures de taille du génome haploïde démontrent qu'il est le plus 
petit des angiospermes. Il correspond à la moitié du génome de drosophile 
et à 5 fois celui de la levure. La taille minime et la simplicité de 
l'organisation génomique en font un modèle pour l'étude moléculaire des 
plantes supérieures. Un nombre réduit de clones correspondant à plusieurs 
fois le génome ~eut être criblé en peu de temps. 

Cette plante constitue donc un outil de travail très précieux : beaucoup de 
gènes clonés à partir d'Arabidopsis ont pu être étudiés. En effet, des 
protéines codées par plusieurs gènes dans la plupart des angiospermes 
semblent correspondre à une petite famille voire un s~ul gène chez 
Arabidopsis. Les séquences uniques sont regroupées en grands blocs sur les 
chromosomes de cette espèce. Par exemple, Chang et al en 1985 ont isolé et 
séquencé le gène d'Arabidopsis codant l'ADH en utilisant comme sonde, un 
gène de maïs correspondqnt (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 à étaler pour représenter la totalité du génome 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 

1 0-1 complètement lysé 
10-2 Il 

1 o-3 724 
1 o-4 166 
1 o-5 46 
1 o-6 18 

. 1 o- 7 4 

Titre moyen : 2330 1 o3 plages de lyse/µI. 



a.2. Dilutions des phages dans un tampon SM+0.1 % gélatine. 

Dilutions Nombre de plages de lyse 

1 0-1 complètement lysé 
10-2 1900 
1 o-3 221 
1 o-4 72 
1 o-5 16 
1 o-6 0 

Titre moyen : 3770 1 o2 plages de lyse/µI. 

b. Banque génomique. 

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

Dilutions Nombre de plages de lyse 

10-1 1176 
10-2 167 
1 o-3 18 
1 o-4 15 
1 o-s 8 
1 o-6 5 
1 o-7 0 

Titre moyen 15,500 plages de lyse/µI. 

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

Dilutions. Nombre de plages de lyse 

1 0-1 complètement lysé 
10-2 369 -
1 o-3 60 
1 o-4 19 
1 o-5 0 

-
1 o-6 4 

.1 o~ 7 3 

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



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 tampôn SM + 0, 1 % gélatine, 
nous avons utilisé le titre obtenu avec ce tampon : 377,000 plages 
de lyse/µI. Le génome d'Arabidopsis étant de 7 10 7 b. et la taille 
maximale des inserts utilisés pour construire la banque étant de 10,000 b. 
(Stratagème), 7000 plages de lyse représentent au minimum une fois 
le génome (matériels et méthodes : 33-36). 

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

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

Les filtres traités ont été préhybridés à 37°C, 5X SSC, 40% formamide 
durant 3 heures afin d'éviter que la sonde ne se fixe à des régions 
aspécifiques. L'hybridation s'est réalisée dans les mêmes 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 révèlent être 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/µI. 

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

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

Nous avons également réalisé deux répliques 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 mêmes conditions en ajoutant 
la sonde (fragment de pPE1 après digestion Pst1) marquée par nick 
translation. 



Figure 3.21. : Autoradiographie obtenue par criblage de la banque 
génomique d'Arabidopsis thaliana. 
Révélation 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 détecter la présence de signaux sur l'autoradiographie 
(figures 3.21 et 3.22.). Mais après comparaison des membranes, ceux-ci 
se révèlent être des signaux parasites. 

Dans les deux expériences, aucun résultat ·positif n'est obtenu, 
seule une introduction à cette technique a pu être réalisée. 

li est possible que l'interprétation difficile des autoradiographies surtout 
en conditions peu stringeantes en soit responsable. 

La représentabilité de la banque peut également être en cause bién que 
nous ayons étalé jusqu'à 5 fois le génome d'Arabidopsis. 

Il est aussi probable que s'il existe un gène de PME chez Arabidopsis 
thaliana , il ne soit pas homologue à 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 
(Résultats : 38-40), la détection de plusieurs parties _de séquences 
homologues entre ces mêmes PME, ainsi que l'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 l'on observe lors de 
l'alignement multiple entre PME végétales, fongique et bactérienne 
(Résultats : 39-40). 

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

Il serait également interessant de réaliser ces mêmes expériences 
d'hybridation avec les deux sondes génomiques produites, le fragment entier 
et génomique permettrait peut être une meilleure hybridation lors du 
criblage. 
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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 
mûrissement (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_L YCES (Ray, 1988), nous avons 
obtenu un produit d'amplification par couples d'amorces et par végétal. 
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 gènes de pectine méthyl 
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 phénomènes de traduction et 
transcription afin -d'expliquer l'action de ces enzymes, leur localisation et le 
moment où elles s'expriment. 

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