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Résumé

Les especes actives doxygene (ROS), et en paticulier le peroxyde dhydrogéne (H20;), sont
impliquées de diverses facons dans les mécanismes de défense des plantes, et plus précisement
dans le déroulement de la Réponse Hypersensble (HR). La HR ne se déclenchant pas toujours
chez la chicorée, l'apport dun nouveau moyen de production du peroxyde d hydrogene
indépendant de la HR a éé rédise lors dun mémoire précédent. Ces recherches ont permis
dobtenir des plantes transformées exprimant condtitutivement la glucose oxydase (GO). Bien que
la faisabilité dune expresson conditutive de la GO chez la pomme de terre ait &é démontrée,
I'expression condtitutive de cette enzyme chez la chicorée entraine lamort des transformants.

La solution proposée par ce mémoire a &é de placer la GO sous le contréle d'un promoteur
inductible intervenant dans la défense des plantes de tele maniére que I'expresson de I'enzyme
n'aura lieu qu'en présence dun agent pathogene. Pour ce faire, deux plasmides ont é&é congtruits
pour transformer la chicorée avec Agrobacterium tumefaciens, ils portent des promoteurs
inductibles de protéines PR (Pathogenesis-Related) du tabac e du persil, senshles a l'acide
sicylique et & de nombreux dress biotiques. Les différentes congtructions ont éé réaisées dans
le plasmide pGreen gppartenant a une nouvele génération de plasmides binaires. Des plants de
chicorée ont éé transformés et sont actuellement en phase de régénération.
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|. INTRODUCTION




. Introduction

Premier Chapitre : Les Défenses des Plantes

Les pathogenes de plantes

Dans son environnement naturel, une plante est en contact avec le sol et
I'atmosphére. Cette distinction se retrouve dans la physiologie de la plante, puisque la
partie aérienne a un réle et un fonctionnement trés différent de la partie souterraine. Par
exemple la photosynthese se déroule dans les tissus aériens contenant la chlorophylle
(typiqguement les feuilles) alors que les organes de stockage (tels que les tubercules) se
retrouvent dans le sol. Ces deux milieux offrent des voies d'entrée a différents
pathogénes. La partie souterraine sert de voie d'entrée aux bactéries (telles que
Agrobacterium), nématodes et vers du sous-sol. Par contre des insectes phytophages,
pigueurs-suceurs et herbivores en tous genres emprunteront la voie de la partie
aérienne. Le cas des virus est particulier de par leur dépendance vis a vis d’autres
organismes pour survivre. lls sont le plus souvent véhiculés a la plante par d'autres

pathogénes, tels que les insectes piqueurs-suceurs.

Les moyens mis en ceuvre pour attaquer les plantes varient énormément d'une
espece de pathogene a l'autre. Il est possible de distinguer les pathogenes capables
d'entrer spontanément (par eux-mémes) dans la plante de ceux qui, pour entrer,
nécessitent une blessure préalable de la plante. Une blessure dans ce cas peut étre
n'importe quelle lésion qui expose les tissus de la plante qui sont normalement
inaccessibles au pathogéne. Il s'agit par exemple d'une branche brisée, ou d'une
blessure causée par un autre pathogéene, un herbivore par exemple. Ces blessures
permettent aux pathogénes de passer outre les premiéres barrieres physiques mises en
place par la plante. Les barrieres en question sont, par exemple, la cuticule des feuilles,
I'écorce ou I'épiderme des racines. Indépendamment du mode d'entrée, la derniere

barriere physique rencontrée par les pathogenes est la paroi cellulaire végétale.
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Figure 1.1: Schéma représentant la paroi cellulaire végétale (en bas a
gauche) et son observation au microscope électronique a trans-
mission (a droite).



La paroi végétale

2.1. Structure de la paroi

La formation de la paroi végétale se fait en une ou deux étapes. Les jeunes
cellules végétales produisent une paroi « primaire », séparant leurs membrane
plasmique de la lamelle mitoyenne. Lors de sa différenciation, la cellule peut produire
une deuxieme paroi (dite « secondaire ») entre la membrane plasmique et la paroi
primaire (figure 1.1). Cette paroi secondaire se dépose souvent en plusieurs couches, et

est la composante principale du bois.

Deux modéles de la paroi primaire végétale ont été élaborés, appelés «type 1 »
et «type 2» (Carpita et al 1993). Le modele de type 1 représente la paroi cellulaire des
dicotylées, mais est également valable chez quelgues monocotylées. Le modele de

type 2 quant a lui ne se retrouve que chez des monocotylées.

La paroi cellulaire est composée de carbohydrates et de protéines. Les

carbohydrates sont: la cellulose, les xyloglucanes ou encore les pectines (figure 1.2).

La cellulose est un long polymére non ramifié de résidus D-glucose liés en ?(1-4).
De nombreuses molécules de cellulose s’assemblent pour former une structure appelée
microfibrille, et plusieurs microfibrilles s’associent pour former une fibrille (figure 1.3). Ces
fibrilles, qui enrobent la cellule et forment la « matrice cellulosique », sont synthétisées a
partir de complexes enzymatiques membranaires parcourant la membrane plasmique de
la cellule. L'orientation du dépét des fibrilles dépend donc du mouvement de ces

complexes.

Les Xyloglucanes (XG) sont, comme la cellulose, des chaines de (1-4)? D-
glucose mais ont, en plus, des résidus xylosyl en liaison O-6 a intervalles réguliers
comme illustré a la figure 1.2(b). L'unité de base des XG, qui est répétée de nombreuses
fois dans leur structure, est une suite non ramifiee de trois résidus glucosyl chacun greffé
d'un résidu ?-D-xylosyl. Ces unités de base sont attachées en chaines linéaires
espacées d'un résidu glucosyl sans ?-D-xylosyl. D'autres sucres peuvent étre ajoutes,
tels que le ?-D-galactose, ?-L-arabinose et ?-L-fucose. Un seul c6té du squelette des
XG peut se lier intimement aux fibrilles de cellulose, ce qui leur conféere une orientation
préférentielle lorsqu'ils sont liés aux fibrilles. Les XG peuvent également se lier entre eux
afin d'attacher les microfibriles de cellulose ensemble, empécher qu'elles se

superposent et compléter la matrice cellulosique (figure 1.2).

10
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Figure 1.2: (a) structure générale de I'agencement des principaux consti-
tuants de la paroi cellulaire de type 1. (b) illustration des
Xyloglucanes, des liaisons en b 1-4 (fleches de gauche et droite)
et la ramification en O-6 (fleche du centre).
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Les pectines, formant le «réseau de polysaccharides pectiques », ont deux
constituants  principaux: les acides  polygalacturoniques (PGA) et les
rhamnogalacturonanes | (RG 1). Les PGA sont des homopolyméres d'acide (1-4)?-D-
galactosyluronique (GalA), alors que les RG | sont des hétéropolymeres de GalA et de
résidus (1-2)?-L-rhamnosyl. Les rhamnogalacturonanes portent des chaines latérales
qui peuvent étre de trois types: arabinanes, arabinogalactanes de type | ou
arabinogalactanes de type I (figure 1.4).

Les principales protéines structurales de la paroi végétale se divisent en 5
classes (Showalter 1993) : les Extensines, les GRP (Glycine Rich Proteins), les PRP
(Proline Rich Proteins), les lectines et les AGP (Arabinogalactan Proteins). Toutes les
protéines de la paroi ne se retrouvent pas dans ces 5 classes. En effet, les plantes
produisent et sécretent également des enzymes dans la paroi cellulaire. Ces enzymes
sont capables de dégrader les constituants de la paroi afin de la remodeler (par

exemple, lors de la croissance cellulaire).

Les extensines forment une famille de protéines HRGP (Hydroxyproline-Rich
Glycoprotein) qui sont présentes dans les parois de plantes supérieures. Leur
expression est dépendante d’'une multitude de signaux (signaux de croissance et division
cellulaire ainsi que de lésions et attaques de pathogénes), comme la plupart des
protéines structurales, et est spécifique du tissu, voire de la cellule. La localisation de
ces protéines varie également selon la plante, le tissu, et méme la cellule, en accord
avec les différentes fonctions des types cellulaires et tissulaires (Showalter 1993). Des
leur sécrétion dans l'espace extracellulaire, les extensines deviennent rapidement
insolubles. Ceci rend difficile leur étude, mais représente un moyen trés rapide de
défense qui renforce la paroi cellulaire par dép6t de protéines et augmentation de leurs

liens (covalents et ioniques) aux carbohydrates de la paroi.

Les GRP sont caractérisées par une structure primaire répétitive qui peut contenir
jusqu'a 70 % de glycine, d'ou leur nom. La plupart de ces GRP ont des séquences signal
qui les acheminent vers la paroi, mais il y en a qui restent dans le cytosol, et certaines
méme qui ont une séquence de liaison a 'ARN (Strum 1992). Leur expression est,
comme les extensines, induite par de nombreux signaux. Les GRP se retrouvent surtout

dans les parois de cellules qui seront lignifiées par la suite, et sont co-localisées avec les

12
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Figure 1.3: Représentation de la structure et la composition de la matrice
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PRP. Des liens entre GRP et d’autres protéines de la paroi sont probables, mais moins

avec les extensines car ces dernieres ne co-localisent pas.

De structure similaire aux extensines, les lectines peuvent avoir les mémes types
d'interactions avec les polysaccharides de la paroi, sauf les liaisons ioniques. Ces
glycoprotéines auraient un role dans l'interaction intercellulaire, le transport de sucres, la
réparation post-lésion, et la défense contre les pathogénes. Dans ce dernier cas, leur
action serait d'immobiliser le pathogéne en liant des oligoméres (N-acetyl glucosamines)
de sa surface.

La cinquiéme classe de protéines structurales est celle des arabinogalactanes
protéines. Ces protéines sont en grande partie composées de carbohydrates,
majoritairement des résidus D-galactose et L-arabinose. Leurs arbres glycosydiques
permettent de nombreuses interactions avec les autres constituants de la paroi
(Showalter 1993, Darjania et al 2001), et leur fonction est attribuée au développement
(Van Hengel et al 2002).

La paroi primaire contient ainsi trois domaines structurels indépendants (Carpita
et al 1993). Un domaine comprenant la matrice cellulosique et les XG associés, compte
pour 50% de la masse de la paroi et est ancré dans un second domaine, le réseau de
polysaccharides pectiques (30% de la masse de la paroi). Le troisieme domaine
indépendant est celui des protéines structurales. L'indépendance de ces domaines n'est

gue relative car les trois interagissent ensemble.

C'est donc la paroi primaire qui se retrouve face au milieu extracellulaire, et sera
le lieu de prédilection des attaques de pathogenes, et donc de linteraction de ces

derniers avec la plante.

2.2.La paroi cellulaire et la défense des végétaux:

La paroi est la premiere structure cellulaire rencontrée par les agents pathogénes.
Il n'est dés lors pas étonnant qu'elle ait un réle primordial direct ou indirect dans la
défense. Un exemple de la défense directe assuré par la paroi est sa fortification, qui
consiste en une augmentation quantitative de ses constituants et des liens entre ceux-ci.

La fortification de la paroi peut ainsi contribuer a mettre en place une résistance vis-a-vis

14
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de plusieurs agresseurs de maniere non speécifique. En imperméabilisant la paroi, la
fortification réduit la disponibilité des nutriments pour le pathogene qui proviendraient
d'une fuite du cytoplasme. De plus, l'acheminement des toxines et enzymes du

pathogene vers la plante sera retardé (Hammond-Kosack 1996).

De nombreux pathogenes produisent ainsi des enzymes capables de dégrader les
composants de la paroi végétale: polygalacturonases (PGs), cellulases ou xylanases
attaquant respectivement les pectines, la cellulose ou les XG de la paroi. Les
oligosaccharides résultant de l'action de certaines de ces enzymes peuvent exercer de
maniére indirecte une fonction signalétique dans l'induction de réponses de défense: on

parle d'éliciteur.

2.3.Les éliciteurs

Les éliciteurs sont des molécules produites soit par I'agent pathogene, soit par la
plante. Dans le premier cas, ils sont dits "exogenes" ; dans le deuxiéme, "endogenes".
Une fois produits, les éliciteurs sont reconnus par des récepteurs membranaires, et
induisent une cascade de transduction du signal a l'intérieur de la cellule. Ce signal peut
aboutir & une ou plusieurs réponses de défense, aussi bien au niveau cellulaire que

systémique (figure 1.5 et point 5.3).

L'éliciteur endogéne le mieux caractérisé est celui libéré par la dégradation de la
paroi par des polygalacturonases. Les oligomeres d'acide galacturonique libérés peuvent
stimuler diverses réponses de défense ou augmenter les réponses déja opérationnelles
(Hammond-Kosack 1996). Les plantes produisent également des Protéines inhibitrices
de Polygalacturonases (PGIPs) qui ralentissent l'action des PGs du pathogene, ce qui
conduit a une dégradation incompléete des pectines. Ceci provoque l'accumulation
d'oligoméres de plus de 8 résidus d'acide galacturonique (oligogalacturonides) qui sont
les seuls a pouvoir induire des réponses de défense en adoptant une conformation

induite par le calcium ().

D’autres éliciteurs sont, par exemple,des peptides d'origine bacterienne ou
fongique, I'eau oxygénée ou l'ozone ; ou encore, des éliciteurs de synthese tel que le
BTH (benzothiadiazole) (Kohler et al 2002).

La variété des structures chimiques de ces éliciteurs constitue ainsi une premiére
difficulté dans l'étude de la défense des plantes, auquel vient se superposer la

complexité de la transduction du signal (Somssich et al 1998).

16
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Figure 1.5: Schéma résumant I*induction de diverses réponses de défense
par éliciteurs.
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L’interaction plante-pathogene en particulier

Cette interaction peut étre de deux types : compatible (relativement rare) ou
incompatible (tres fréquente). Dans le premier cas, la plante subit I'attaque du pathogene
et la maladie se développe. Le deuxieme cas est celui d'une plante qui se défend de
facon efficace, évitant I'apparition de la maladie. Les travaux de Flor (1946 et 1947) ont
permis de postuler que l'incompatibilité dépend des caractéres monogéniques dominants
R et Avr, définissant la relation "gene for gene". L'incompatibilité dépend de la plante, par
le produit du gene résistance R) spécifique du cultivar, et du pathogene, par le géne
d'avirulence (Avr) (Hammond-Kosack 1996). Toute autre combinaison d'alléles
possédant au moins un de ces caracteres sous forme récessive conduira a la
compatibilité (la maladie chez la plante) (Esquerré-Tugayé 2001). La résistance est donc
un phénomene défini génétiquement par linteraction directe ou indirecte des produits
des genes Avr et R (Hammond-Kosack 1996).

L'étude des genes d'avirulence n'a pas mis en évidence une forte homologie entre
genes de différentes espéces (Esquerré-Tugayé 2001). Par contre des homologies
importantes ont été trouvées entre des génes de résistance d'espéces distantes. Cette
homologie s'explique par la présence de domaines communs (Esquerré-Tugayé 2001)
tels que les LRR (Leucine Rich Repeats), NBS (Nucleotide Binding Sequences) ou LZ
(Leucine Zipper). Ces domaines sont typiques de récepteurs membranaires, ce qui est
en accord avec le réle de récepteur des produits des genes R et donc de l'interaction des
produits des génes R et Avr. Une interaction entre produits R et Avr permet la
reconnaissance rapide d'intrus potentiels qui est un prérequis pour une réponse de
défense efficace (Leister et al 2000). Un exemple de cette interaction a été matérialisé
en 2000 (Leister et Katagiri 2000) par co-immunoprécipitation. Bien plus, montrant
I'interaction directe d'un produit de gene R (RPS2) avec un produit de géne Avr
(AvrRpt2), Leister et Katagiri (2000) ont également remarqué la présence d'une troisieme
protéine de 75 kDa dans le complexe RPS2/AvrRpt2. Lorsque les produits RPS2 et
AvrRpt2 sont mis en présence de cette protéine, ils s'y lient. Ceci expliquerait une

interaction indirecte, via la protéine de 75 kDa, des produits de genes R et Avr.

Trois généralités peuvent étre tirées de ces études: (i) L'expression d'une
résistance ou d'une sensibilité chez I'héte lors de l'interaction avec un pathogene dépend
du génotype du pathogéne; (ii) Le degré de pathogénicité de ce dernier est fonction du
génotype de I'h6te (Crute et al 1996); (iii) Le degré dincompatibilité qui en résulte
dépend du couple de genes Avr et R en question (Crute et al 1996).
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Dans la nature, les plantes sont soumises continuellement aux attaques de
pathogénes, mais les maladies sont peu fréquentes. Trois raisons pour lesquelles

lattaque d'un pathogene peut ne pas aboutir a une maladie chez la plante sont
(Hammond-Kosack 1996) :

1.La plante ne peut fournir une niche, un environnement, adéquat pour le
développement du pathogene en question. Dans ce cas la plante n’est pas un

héte convenable et le pathogene ne peut subsister.

2.Les barrieres physiques préformées de la plante, ainsi que ses composés

toxigues limitent les infections a certaines espéces de pathogénes.

3.Des systemes de reconnaissance du pathogéne et des mécanismes de
défense sont mis en place et limitent la zone infectée. (voir interaction «gene

for gene »).

Le corollaire de ces trois points est: L'attaque d’'un pathogéne ne donne lieu a
une maladie chez la plante que si les barrieres préformées sont inadéquates, que la

plante ne détecte pas le pathogéne, ou que les défenses activées sont inefficaces.

Les défenses des plantes

Les attaques et dégats occasionnés aux plantes peuvent étre de nature
mécanique ou chimique et les défenses des plantes peuvent étre préexistantes ou

induites.

4.1. Dégats mécaniques

Les dégats meécaniques majeurs sont dus aux herbivores. En effet, ces dégats

peuvent aller jusqu’a tuer la plante, voire méme toute une culture.

Défenses préexistantes pour des dégats mécaniques

Nombreuses espéces végétales sont munies de structures macroscopiques (par
exemple des épines) qui servent dans la défense contre les herbivores de grande taille.
L’accumulation de substances toxiques peut également servir de protection en conferant

un mauvais golt a la plante ou rendant difficile sa digestion.
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Défenses induites suite a des dégats mécaniques

Ces réponses induites sont typiqguement la production de chitinases, glucanases
et de substances volatiles. L'action des chitinases et glucanases est dirigée contre
'exosquelette des insectes qui peuvent étre a l'origine des dégats mécaniques. Des
dégats de ce type peuvent libérer des substances volatiles contenues dans le tissu
végétal. Ces substances peuvent avoir comme fonction d’attirer un prédateur de I'agent

pathogene, qui agirait donc en faveur de la plante (Han et al 2002).

4.2. Dégats chimigues

Les dégats chimiques sont occasionnés par des produits du pathogene et
agissent au niveau de la paroi et/ou a l'intérieur de la cellule. Un exemple est celui des
pectinases produites par des bactéries ou des champignons qui dégradent les pectines

de la paroi végétale.

Défenses préexistantes pour des dégats chimiques

La paroi végétale en elle-méme constitue une barriére physique et chimique qui

peut empécher le pathogéne d’atteindre le cytoplasme. (Voir point 2)

Défenses induites suite a des dégats chimigues

Ces deéfenses sont nombreuses et leurs voies d'induction s'influencent parfois

'une l'autre, on parle de « cross-talking ».

Synthese de lignine

La lignine est un polymére de la paroi cellulaire surtout trouvé au niveau des
tissus vasculaires et est le composant principal du bois. La voie de biosynthése de la
lignine se fait a partir de phénylalanine et fait partie du métabolisme des
phénylpropanoides (figure 1.6). Les derniers produits du métabolisme des
phenylpropanoides ont des rdles importants dans la structure et le développement d'une
plante, mais également dans les mécanismes de défense contre les stress biotiques et
abiotiques (Franke et al 2002).
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Pour produire la lignine, la chaine latérale de la phénylalanine est modifiée afin d’obtenir
les trois composés suivants : p-Coumaryl alchool, Coniferyl alchool et Sinapyl alchool.
Ces trois unités de structure peuvent se polymériser pour donner trois types de lignine,

respectivement de type: p-hydroxyphenyl, guaiacyl, et syringyl

L'ozone peut mimer des éliciteurs fongiques et induire une enzyme qui intervient
dans la biosynthése de la lignine Sandermann et al 1998). Ceci montre que la lignine

sert de barriere physique pouvant étre induite.

Accumulation de phytoalexines

Les phytoalexines sont des molécules lipophiles de bas poids moléculaire qui ont une
action antimicrobienne. Lors d'une interaction incompatible, ces composés
s’accumulent aux sites d'infection et participent de diverses facons a la défense de la
plante. En effet, outre leur action antimicrobienne, elles sont également toxiques pour
la plante et pourraient jouer un réle dans la mort cellulaire qui accompagne une
interaction incompatible. Produites a partir de métabolites primaires détournés de leur
voie habituelle vers d’'autres voies du métabolisme secondaire (Hammond-Kosack et
al 1996), certaines phytoalexines dérivent de flavonoides par exemple de la voie des
phenylpropanoides (figure 1.6).

Dépoét de callose

La callose est constituée de chaines de (1-3) ?—D-glucoses qui peuvent s’associer
en hélices de deux ou trois chaines. En temps normal la production de callose est limitée
dans l'espace (a quelques types cellulaires) et dans le temps (certains stades de
développement), par exemple lors de la croissance du tube pollinique. La production de
callose a également été remarquée suite a des lésions ou l'attaque de pathogénes, son
réle étant de renforcer la paroi cellulaire. Afin d’étudier ce lien avec la pathogenese, des
plants d'Arabidopsis ont été traités avec du BTH (benzothiadiazole), un inducteur
synthétique de la SAR (Résistance Systémique Acquise). Les feuilles de ces plants ont
ensuite subi des lésions ou une infiltration d’eau. Le priming au BTH a augmenté la
production de callose induite par rapport aux plants non traités. Une production de
callose a aussi été mise en évidence suite a un traitement a un autre éliciteur : 'ozone
(Sandermann et al 1998).
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SA et accumulation de protéines PR (Pathogenesis-Related Proteins)

La grande famille des protéines PR contient de nombreuses protéines de
fonctions trés différentes qui peuvent étre intracellulaires (vacuolaires) ou extracellulaires
(paroi et espace intercellulaire). Elles interviennent le plus souvent dans la défense des
plantes, mais de diverses fagons. Par exemple les protéines PR-2 et PR-3 sont
respectivement des glucanases et chitinases a activité anti-fongique. La structure des
genes du group PR-1 a été étudiée en 1987 par Cornelissen et al. Depuis, les
activateurs de ces génes ont été trouvés et étudiés a leur tour (Gruner et al 1994,
Obergon et al 2001).

Les voies d'induction de ces protéines répondent & de nombreux signaux, entre
autres I'Acide Salicylique (SA) et des protéines nucléaires de la famille WRKY (Rushton
et al 1996). La synthése de ces protéines WRKY est induite par des éliciteurs exogénes

i se liant a des boites spécifiques (dits "W

Box motifs") (Euglem et al 1999). Eulgem

|ELICITOR |
@% P R et al (1999) proposent un modele des
1 cvoRLasm évenements nucléaires allant de la
,/f“‘““ perception de I'éliciteur a la production de

protéines PR. Ces protéines sont
également induits par l'acide salicylique
(Chen et al 2000).

L'acide salicylique est produite a partir de phénylalanine par le biais de la voie des
phenylpropanoides. L'accumulation de SA est provoquée lors d'attaques de pathogenes
et sa concentration atteint un maximum au lieu de contact avec ces derniers (Hammond-
Kosack et al 1996).

Dans un modéle proposé par Delaney (2000) des facteurs de transcription jouent
le réle d'intermédiaire entre la SA et les protéines PR. En effet, lorsqu’'une plante est
attaquée, 'augmentation de la concentration locale et systémique de SA précede ou est
paralléle avec celle de protéines PR (Buchanan et al 2000). Leur apparition en grande

quantité ne prend que quelques heures (figure 1.7) (Wojtaszek 1997).
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L'H,O, et la Réponse Hypersensible

5.1. Généralités

La Réponse Hypersensible (HR) est une forme commune de résistance aux
pathogénes et fait intervenir localement la PCD « programmed cell death» ou mort

cellulaire programmée.

En 1915, Stakman défini la HR pour la premiere fois en tant que "réponse d’'une
plante a l'inoculation d’'un champignon, et les premiers stades de développement du
pathogéne dans les tissus de I'hdte". L'hypersensitivité était définie a la méme époque
comme la "mort anormalement rapide des cellules de I'héte qui subissent l'attaque du
pathogéne". Des éliciteurs purifiés suffisent pour induire une HR complete chez un héte

résistant.

La HR se caractérise par un taux ou vitesse de réaction trés élevé(e), un nombre
limité de cellules végétales mortes et un arrét de la maladie. Elle nécessite une
transcription et une traductionchez I'hote. Il est important de noter que la HR ne se
caractérise pas neéecessairement par une nécrose répandue et une mort compléte du

pathogéne infectieux.

Chez certaines plantes mutantes, la PCD survient méme dans I'absence d’agents
pathogenes, (ex mais et Arabidopsis) ce qui renforce I'hypothése de I'existence d'une

programmation de la PCD chez les plantes.

5.2. Particularités de la HR par rapport aux autres mécanismes de défense

La réponse hypersensible se distingue des autres mécanismes de défense ou de
résistance aux pathogenes qui convergent vers la protection ou la sauvegarde des
cellules hbtes. La HR, est l'anti-thése de ces derniéres, et requiert une mort cellulaire
rapide! Il est des lors important de bien comprendre le mécanisme de mort cellulaire

chez I'néte.

5.3. Les ROS et le choc oxydatif dans la réponse hypersensible

Les intermédiaires d’oxygéne réactif (par exemple I'eau oxygénée H,O, l'oxygene
radicalaire O,*- et OH*) sont des éléments clés de la PCD qui accompagne la HR. Deux

cinétigues d'induction ont été décrites pour des cultures de cellules végétales en
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suspension (Hammond-Kosack et al 1996). La premiére (provoquée par éliciteurs seuls)
se limite a une production immédiate de ROS ou premier choc oxydatif. La deuxieme
cinétique se manifeste lorsque la plante est en contact avec un pathogéne complet (une
bactérie, par ex.). La présence du pathogéne induit un premier choc oxydatif similaire a
celui induit par éliciteur mais également un deuxieme choc, beaucoup plus important 2h

a 4h aprés l'ajout des bactéries aux cellules en suspension (figure 1.8)(Wojtaszek 1997).

Suite a la reconnaissance du pathogéne, les premieres manifestations cellulaires
sont l'ouverture de canaux ioniques (H+ in, Ca+ in, K+ out, Cl out; voir figure 1.9) et la
formation d'especes réactives d'oxygene (ROS) tels que HO,, O* et OH*. Ces ROS
sont produits par des oxydases membranaires NADPH dépendantes et/ou des
peroxydases apoplastiques. Ces réponses membranaires sont indispensables au bon
déroulement de la transduction de signal qui fait intervenir entre autres, des cascades de
phosphorylation (MAP kinases, kinases dépendantes du calcium...) et des dérivés de
phospholipides de la membrane plasmique (par exemple l'acide jasmonique). La
transduction du signal abouti au noyau, ou des genes impliqués dans la défense sont

activés, et les réponses de défense sont mises en place (figure 1.9).

Un dégagement rapide et puissant de ROS et de leurs intermédiaires (appelés
ROI), place les cellules concernées dans un état de stress oxydatif qui peut étre a
I'origine de la PCD (Mittler et al 1999). Les ROS en faible concentration (par exemple
dans les tissus voisins) induisent des mécanismes de détoxication, afin de limiter les
dégats occasionnés a ces tissus. lls y sont en effet détruits par des enzymes telles que
les superoxide dismutases, ascorbate peroxydases et glutathione-S-tranferases. A
'inverse, au point de contact avec le pathogene les enzymes de détoxification sont
inhibées et les ROS peuvent, en effet, provoquer la mort du pathogéne et des cellules de
la plante. C'est ce que l'on appelle la mort cellulaire par hypersensibilité, ou
"hypersensitive cell death” (HCD).

Les ROS peuvent jouer plusieurs roles dans la défense (Mittler et al 1999). Par
exemple, I'H-O. est toxique en tant que bactéricide, mais intervient également dans le
durcissement de la paroi végétale. En effet, 'H.O, a un réle dans la formation des
précurseurs de lignine et dans le « crosslinking » de protéines de la paroi riches en
proline, PRP (Hammond-Kosack et all1996). Les génes impligués dans la défense
activés par ROS sont également induits lors de stress abiotiques. Ceci semblerait

indiquer que la production de ROS fait partie d'une voie générale de réponse aux stress,
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Figure 1.8: Schéma illustrant la cinétique de production de ROS.
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plutét que d'une voie propre a la réponse aux pathogéenes (Camp et al 1998). Il existe
également un lien entre les ROS et le potentiel redox des cellules. Les ROS stimulent
transduction d'un signal qui fait intervenir des protéines dont l'activation est sensible au

potentiel redox de la cellule (Vranova et al 2002, Storz et al 1999).

L'induction de la HR, de la SAR et le mécanisme de défense

L’attaque d'un pathogéne qui aboutit a une reconnaissance, et donc a une
interaction incompatible, est suivie d'une réponse hypersensible. Celle-ci donne lieu a
une mort cellulaire localisée, et une nécrose également localisée. L'apparition de
protéines PR se remarque quelques heures gorés la nécrose (Maleck et al 1999) et
provoque la réponse systémique acquise (SAR). Les tissus non infectés voient leur
résistance augmenter face a l'attaque de nombreux pathogenes fongiques, bactériens et
viraux (Maleck et al 1999). Chez N. tabacum et Arabidopsis, I'expression de protéines
PR est précédée par une augmentation de la concentration en SA, et peut étre induite
par 'ozone (Eckey-Kaltenbach et al 1997). Cette augmentation de SA est nécessaire et
suffisante a l'induction de la production de protéines PR et la mise en place de la SAR
(Goodman et al 1994). Toute fois le lien entre SA et I'activation de protéines PR est
indirecte (Delaney T.P. 2000). C'est une résistance non spécifique due entre autres a la

synthése de novo de phytoalexines (Goodman et al 1994) et de protéines PR.

La non spécificité de la réponse SAR peut étre illustrée par I'exemple suivant.
Lorsque des plantes de Tabac sont prétraitées avec une bactérie non pathogéne du sol,
puis inoculées avec un virus de poivron PMMoV), elles présentent une accumulation
plus rapide de transcrits de genes liés a la défense (PR1-a et la PAL) que des plantes
non prétraitées. Les feuilles contiennent moins d’ADN viral que lors d’'une infection sans
prétraitement. Ce prétraitement a donc aidé la plante a se défendre au site d’infection du
virus. D’autres feuilles qui ont subi le prétraitement, mais pas linoculation du virus,
montrent également une expression plus importante de genes impliqués dans la défense
(Ahn et al 2002).

La HR et la SAR qui en découle font intervenir toute une série de voies de
transduction du signal. Comme il a été montré ci-dessus au point 5.3, certains acteurs
des voies de transduction du signal peuvent interagir avec d'autres voies, formant un

réseau de transduction du signal (Somssich et al 1998a). La figure 1.10 présente un
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Deuxieme Chapitre : La Transformation Végétale

Les méthodes de transformation des végétaux

Depuis que 'Homme cultive des espéces végétales, il cherche a les améliorer sur
différents plans (rendement, résistance, valeur organoleptique...). Le premier grand
changement dans ce domaine a été la découverte des lois de Mendel sur I'hérédité, qui
ont permis de mieux comprendre et donc diriger les croisements afin d'obtenir ces
améliorations. Le deuxieme grand changement est di0 au développement de la
génétique moléculaire et des biotechnologies. Ces derniéres ont permis de comprendre
et de mettre sur pied différentes méthodes de transformation. Ces méthodes sont par
exemple la micro-injection, I'électroporation, la biolistique, et la transformation par

Agrobacterium.

Pour la méthode par injection, les cellules végétales doivent obligatoirement étre
dépourvues de leur paroi et 'ADN est injecté dans leur cytoplasme par une micropipette.
Ces cellules sans paroi sont appelées « protoplastes » et peuvent étre obtenues par
digestion enzymatique de la paroi. La perte de matériel pendant ces manipulations peut
étre importante. Les méthodes par injection sont lourdes au niveau pratique, et
nécessitent une transformation cellule par cellule.

L’électroporation est une méthode de choix pour d’autres systemes vivants (par
exemple certaines bactéries ou cellules animales). Toutefois, comme la méthode par
injection, I'électroporation nécessite des cellules sans paroi, et aussi bien I'obtention que
la manipulation de ces protoplastes peut étre délicate. Les protoplastes sont soumis a un
choc électrigue de tres courte durée qui produit des disruptions de la membrane
plasmique, et permet I'entrée d'un fragment d’ADN se trouvant a proximité dans le
milieu. La membrane est rapidement réparée si les disruptions ne sont pas trop

importantes, mais de nouveau les pertes de matériel végétal peuvent étre conséquentes.

La biolistigue consiste en une projection de microparticules recouvertes du
matériel transformant (ADN, ARN ou encore des particules virales). Aussi appelé

pY

« particle bombardment », cette méthode introduit sans précision ces particules a
I'intérieur des cellules grace a leur vitesse tres élevée. Le processus qui permet
I'incorporation du transgene dans le génome n'est pas connu. En effet des insertions

multiples et fragmentées ont déja été remarquées. Cette méthode est particulierement
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puissante lors d'une étude de I'expression transitoire d’'un géne étranger, car des tissus

développés ou des plantes entiéres peuvent étre utilisés (Komari et al 1998).

La transformation par Agrobacterium exploite un mécanisme naturel par lequel la
bactérie infecte et transforme une plante, causant une maladie appelée «galle du
collet». Cette maladie se caractérise par la formation d’'un tissu désorganisé qualifié de
« tumeur » et repose sur le transfert d’'une séquence d’ADN. Cette séquence est appelée
« T-DNA » pour «transferred DNA », et s’integre dans le matériel génétique de la cellule
végétale. Ce T-DNA contient des genes qui causent la maladie, mais ceux-ci ne sont pas
nécessaires pour le transfert. En remplacant ces genes par dautres, il est possible de
transformer des cellules végétales avec n'importe quelle séquence voulue. Cette
méthode de transformation a plusieurs avantages par rapport aux autres : l'insertion et
I'intégration d'un faible nombre de copies se fait sans endommager la cellule, et sans
traitement préalable nécessaire du tissu végétal. Les limites de cette méthode
correspondent aux limites du spectre d’h6tes d’Agrobacterium qui recouvre une vaste
gamme de dicotyléedones, et un nombre tres limité de monocotylédones. Ces
monocolylées sont par exemple différents types de riz: Japonica, Javanica, et
Indica (Komari et al 1998). Lors de ces études les tissus des monocotylédones étaient

composés de cellules en division active, tels que des cals.

Une limite commune a ces différentes techniques de transformation végétale est
le manque de spécificité du site d’intégration du transgene dans le génome de I'hote.
Dans le cas ou la plante a transformer est une dicotylédone, il semble évident que la
méthode de choix est celle par Agrobacterium de par ses avantages et les limites des

autres méthodes.

La transformation par Agrobacterium

Les especes sauvages (wild-type) d’Agrobacterium hébergent un grand plasmide
appelé Ti (pour Tumor Inducing) chez A. tumefaciens et Ri (pour Root Inducing) chez A.
rhizogenes (Moriguchi et al 2001). Sur ce plasmide se trouvent, entre autres, le T-DNA
et les géenes de virulence. Ces genes, regroupé€s en une région « Vir», sont
responsables du transfert et de lintégration du T-DNA. L’infection de la plante par
Agrobacterium est illustrée a la figure 1.11. Une cellule végétale blessée produit de
'acétosyringone et la sécrete dans le milieu. Cette molécule est capable d’activer des

génes chez Agrobacterium, notamment ceux de la région Vir. Un de ces genes (VirG)
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Figure 1.11: Schéma illustrant les étapes du transfert du T-DNA par
Agrobacterium. 1: Production d'acetosyringone par une cellule
végétale suite a une blessure. 2: L'acétosyringone active les génes
de la région Vir. 3: Les protéines Vir synthétisent un T-DNA sim-
ple brin. 4: Transfert du T-DNA. 5: Importation du T-DNA dans
le noyau et intégration au génome végétal. 6: (de gauche a droite)
Synthése d"opines/Premiére étape de la synthése de
cytokinines/Synthése d"auxine. 7: La synthése d'auxines et
cytokinines induit la formation de tumeurs. 8: Les opines sont
métabolisées par Agrobacterium.
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code pour une protéine qui active les autres génes de la région Vir. L'action coordonnée
de ces genes est de synthétiser une copie simple brin du T-DNA, promouvoir son
transfert a la cellule végétale et son intégration au génome de I'hdte. Certains produits
de la région Vir sont impliqués dans la chémotaxie vers et I'attachement a des cellules
végétales blessées. La blessure du tissu végétal libére également des molécules
facilitant I'adhésion d'Agrobacterium a la cellule végétale. C'est la liaison de la bactérie a
des composés précis de la paroi végétale qui induit la synthese du T-DNA a transférer.
Les produits des génes vir D1 et D2 ont une activité endonucléase et agissent au niveau
des bords droit (right border, RB) et gauche (eft border, LB) qui délimitent le T-DNA. Vir
D2 reste attaché aux bords gauche et droit du T-DNA pendant son transfert a la celllule
végeétale. Ces bords sont des répétitions imparfaites de 25 bp et délimitent le T-DNA. Vir
E, se lie a 'ADN simple brin, et protege le T-DNA pendant son transport. Plusieurs
genes Vir B jouent un rble dans le passage du T-DNA de la bactérie a la cellule végétale.
Une fois dans la cellule végétale, le T-DNA est dirigé vers le noyau et intégré au génome
de la cellule hote et les genes transférés sont exprimés. Dans le processus naturel
d’infection, cette expression abouti a une surproduction d’hormones végétales (auxine et
cytokine) et a la production d’opines. Ces genes d’origine bactérienne, ont évoluer et ne
sont fonctionnels que chez les plantes (Hellens et al 2000(b)). Le déreglement hormonal
qui s’en suit provoque I'apparition de «tumeurs ». Les opines sont des acides aminés
particuliers qui sont sécrétés par la cellule végétale et métabolisés par Agrobacterium.
Ces acides aminés e peuvent servir ni a la plante, ni a d’'autres pathogenes du sol, ce
qui produit une niche écologique idéale pour le développement d’Agrobacterium. Les
opines constituent ainsi un apport important de carbone et d’azote pour Agrobacterium,

au dépit de la plante.

Des plasmides Ti aux plasmides binaires

Les plasmides Ti contiennent tous certains €léments essentiels a leur
fonctionnement : un T-DNA, une région Vir et une origine de réplication. Comme il a déja
été mentionné ci-dessus, le transfert du T|DNA n’est pas perturbé par la suppression
des genes quil contient. Un plasmide Ti sans ces genes, ainsi que la souche

d’Agrobacterium qui le porte, n’est plus source de maladie et est dit « désarmé ».

Les deux fonctions importantes pour le transfert vers la cellule héte sont celles de

la région Vir et du T-DNA. Comme les produits de la région Vir agissent en trans sur le
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T-DNA, il n'est pas nécessaire que cette région soit sur le plasmide qui porte le T-DNA
(Bevan 1984). De ce concept sont apparus les « plasmides binaires » qui sont des
couples de plasmides, I'un avec le T-DNA et l'autre avec la région Vir. De plus, la
manipulation in vitro de plasmides se fait beaucoup plus facilement en E. coli gu'en A.
tumefaciens. Pour permettre cela, des origines de réplication pour E. coli (généralement
ColE1) ont été ajoutées aux « vecteurs » portant le T-DNA.

Historique de I’évolution des plasmides binaires

Les premiers plasmides binaires étaient de tres grande taille (ex pBIN19, 11777
bp). Peu dinformation était donnée a leur propos, en particulier leurs séquences
n'étaient pas connues en entier ou en tous cas pas publiées ou facilement accessibles.
La flexibilité était réduite, dans ce sens qu'il était difficile de changer ses caractéristiques
(marqueurs de sélection, sites de restrictions...). Tout ceci rendait leur manipulation
difficile. Par exemple, le manque de données concernant la séquence exacte empéchait
la création de cartes de restriction précises, et leur grande taille rendait précaire leur
manipulation in vitro. Ces problemes et limitations ont été résolus ou dépassés avec les

besoins pressants de systemes plus performants.

4.1 Diminution en taille

La réduction de la taille du plasmide est importante pour faciliter sa manipulation
in vitro. Certains plasmides Ti dépassent les 25000 bp (Cf. pJJ1881) d'autres ont une
taille raisonnable, 11000 bp (pBIN19) et certains sont bien plus petits; 4600 bp
(pGreen0029) (Table 1.1).

Le choix des origines de réplication a permis de diminuer la taille des plasmides
Ti. Par exemple, pour le vecteur pGreen, l'origine pSa a été choisie pour sa petite taille
et son éventail d’h6tes malgré que le nombre de plasmides par cellule est de moitié celui
d’autres origines telles que RK4. Plusieurs plasmides Ti ont également vu leurs fonctions
de réplication séparées des origines elles-mémes. C'est la cas pour pPCV001,
pPMON10098 et pGreen. Ainsi pGreen ne porte plus le géene pour la réplicase (Rep A),

mais  uniqguement  lorigine pSa a  proprement parler (figure 1.12).

35



EHindllI

pGreen 0000

Figure 1.12: Schéma représentant les plasmides pSoup et pGreen. pSoup (A)
est un plasmide RK2 modifié portant le gene de la réplicase (pSa
Rep) de I'origine pSa (B). pGreen (C) est le vecteur portant le T-
DNA et I'origine de réplication (pSa ori). Le locus de réplication
pSa a été modifié par mutagenese dirigée afin d"introduire un
site BamH I permettant la séparation de ces deux régions.
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4.2 Flexibilité

Les séries récentes de plasmides Ti proposent des sites multiples de clonage
(multiple cloning site, MCS) étendus de sites uniques afin de faciliter I'introduction du (ou
des) transgene(s). Pour certains, il est méme possible de choisir le marqueur de
sélection a utiliser.

4.3 Accessibilité et information

Avec le développement d’Internet depuis les années '80, I'accessibilité de toute
information a été multipliée et re-multipliée. Les banques de données, et parmi celles-ci
les banques de séquences nucléotidiques, ont permis de rassembler et rendre
accessible les résultats expérimentaux de facon cohérente. Les séquences des
plasmides binaires récents peuvent généralement étre trouvées dans ces banques
(PMON et pGreen) et des sites Internet permettent une meilleure compréhension de ces
plasmides (pMON, pCAMBIA, pGreen).

4.4 Nouveautés

Les plasmides binaires actuels contiennent parfois des bords droits et gauches
synthétiques. Les séquences des LB et RB ne varient pas beaucoup d'un type de

plasmide Ti a I'autre, et les séquences de I'un fonctionnent chez les autres.

Une séquence «overdrive » peut étre ajoutée juste a I'extérieur du T-DNA du coté
du bord droit (RB) afin d’améliorer le transfert du T-DNA a partir de souches
d’Agrobacterium courantes (telles que LBA4404). Cette séquence stimule la production
du brin de T-DNA de facon indépendante de son orientation (Van Haaren et al 1987).
L'action endonucléasique des protéines VirD1 et VirD2 sur les bords droits et gauche est
influencée positivement par la séquence overdrive (Niwa et al 1988). La liaison de la
protéine VirC1l a la séquence overdrive (24 bp) a été mise en évidence par "mobility shift

assay" et par "DNAsel footprinting” (Toro et al 1989).

De plus le MCS des derniéres séries de plasmides Ti est placé dans un gene de

la ?-galactosidase (acZ)) permettant une sélection par complémentation (Test blanc/bleu

classique).
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4.5 Un plasmide Ti sur mesure

La flexibilité des plasmides Ti actuels a permis de les faconner selon leur

utilisation :

Plasmide(s) Utilisation(s)

pC22 pUCD2340 Etudes de promoteur ou d”enhancer”, d'activation génique, l'inactivation de génes
par insertion du T-DNA, et la mutagenése par transposon.

PBIN19 Fusions transcriptionnelle ou traductionnelle d'un promoteur a un géne rapporteur.

PMON Expression Inductible de séquences codantes.

BiBAC Clonage de grand fragments d' ADN (150 kb) pour transformation d'Agrobacterium
et végétale.

Pour de nouvelles applications, il apparait plus intéressant de construire un

nouveau plasmide plutét que de trouver un compromis avec les versions existantes.

Le systeme pGreen

Au vu de ce qui précede, et de la volonté du laboratoire de tester un nouveau
systeme de transformation, le systéme pGreen a été choisi pour cette étude. Ce systeme
a été mis au point par I'équipe : Hellens, Edwards, Leyland, Bean et Mullineaux (Hellens

et al 2000(a)) et est décrit sur internet : http://www.pgreen.ac.uk.

Les inconvénients des plasmides binaires, pour lesquels pGreen offre une
solution, sont les suivants : Talille trop importante du vecteur Ti, manque de flexibilité et
de choix dans les marqueurs de sélection et des sites de restriction et nombre fiable de

copies dans E. coli.

Comme nous l'avons illustré ci-dessus, la taille du plasmide a été réduite en
séparant les fonctions de réplication et de virulence de l'origine de réplication et du T
DNA respectivement. Ceci afin de permettre une manipulation plus aisée en E.coli,
méme face aux T-DNA qui sont de plus en plus grands. La taille du vecteur pGreen0000
est réduite a 3232 bp (figure 1.12). Son T-DNA ne contient ni de marqueur de sélection ni
de gene rapporteur. Des sites unigues de clonage a proximité des RB et LB

(respectivement Stul et Hpal) sont prévus pour l'intégration de cassettes de sélection. La
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flexibilité vient aussi du MCS (figure 1.12) avec 16 sites uniques afin de faciliter le

clonage.

5.1 La construction de pGreen

A la base, pGreen est un plasmide de la famille pBluescript. La résistance a
I'ampicilline (bordée des sites Spel-BspHI) que portent ces plasmides a été remplacée
par celle a la kanamycine (gene Nptl venant de pACYC177 et bordé par les sites Nhel-
Ncol). L'origine de réplication pSa (venant de pJIT134SaBam) bordée par BamHI-Smal a
été introduite a ces mémes sites (figure 1.12).

L'origine f1 et le géne LacZ' ont été supprimés de pBluescript, laissant un site
Bglll dans lequel le T-DNA (813 bp) sera cloné. Ce T-DNA contient des bords gauches
et droits synthétiques (sur base des bords de pTiT37), le gene LacZ et le MCS de
pBluescript SKIl. Une séquence « overdrive », qui améliorera le transfert a la cellule

végétale, a été insérée juste a I'extérieure du RB.

La réduction de la taille de pGreen a cependant introduit un nouvel inconvénient
qui est la dépendance de sa réplication vis a vis du plasmide pSoup dans
Agrobacterium. Le plasmide pSoup contient en effet, le géne de la réplicase autorisant la

réplication de pGreen dans I'h6te bactérien.

5.2 La construction de pSoup

Le plasmide pSoup (figure 1.12) a été construit au départ du plasmide pBIN 19
doté d'une origine de réplication pRK2. Le T-DNA de pBin a été remplacé par le géne
RepA; le géne de résistance Nptlll a été remplacé par le géne tet (du plasmide pAlter)
conférant la résistance a la tétracycline. Dans le cas présent, l'origine pRK2 est
compatible avec pSa, ce qui permet la co-existence de pSoup et de pGreen dans
Agrobacterium. Le fait que pSoup contienne également un MCS permettra une

augmentation ultérieur de la flexibilité de ce systeme s’il y en a besoin.

5.3 Les cassettes

Deux cassettes pouvant contenir les genes rapporteurs ou marqueurs sont repris
a la figure 1.13. L'une ayant respectivement le promoteur et terminateur des genes 35S
et 19S du virus de la mosaique du choufleur (CaMV); lautre, le promoteur et

terminateur du gene de la Nopaline Synthase (nos). Ces cassettes peuvent contenir un
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Figure 1.13: lllustration des marqueurs de sélection (kan, hyg, sul, bar), des
genes rapporteurs (GUS, LUC, GFP) et des cassettes (nos et
35S) fournis avec le kit pGreen.
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des quatre marqueurs ou un des deux genes rapporteurs (figure 1.13). Les deux
cassettes sont bordées de sites EcoORV, tous les sites de restriction inutiles ont été
retirés par mutagenese dirigée afin de ne pas avoir de doublons avec les sites de

restriction du MCS.

Les cassettes bordées de sites EcORV sont insérées dans les sites Stul et/ou
Hpal se trouvant immédiatement a lintérieur du T-DNA a proximité du bord droit et
gauche respectivement (figure 1.12). Apres intégration, la restriction au niveau de ces
sites ne peut plus se faire puisque la nouvelle séquence bordant la cassette ne
correspond plus ni a la séquence reconnue par EcoRV ni a celles des sites de départ
(Hpal et Stul). Ceci est exploité pour intégrer les marqueurs de sélection de fagon

irréversible dans le T-DNA.

5.4 Transformation d'Agrobacterium

La transformation d’Agrobacterium peut se faire en une ou deux étapes. Le
plasmide pSoup est introduit dans Agrobacterium sur base d'une sélection a la
tétracycline. Cette souche est électroporée en présence de pGreen et les transformants
sélectionnés en présence de kanamycine. Une double transformation en présence des
deux plasmides est également possible. Dans ce cas, la résistance ala kanamycine
suffit, puisque I'expression de cette résistance dépend de la réplication de pGreen et

donc de la présence de pSoup.

5.5 Efficacité de pGreen en transgenése végétall

La série de plasmides pGreen a été testée chez différentes espéces végétales.
Les conclusions de ces travaux (Hellens et al 2000) montrent que pGreen peut
promouvoir une transformation efficace, donnant les mémes proportions de
transformants qu’'avec des plasmides de type RK2 et que les caractéres transmis sont
hérités de facon nendelienne. De plus, aucune trace du vecteur (autre que le T-DNA)
n'a été trouvée chez les plantes transformées. Ceci est également un bon atout du point

de vue de la biosécurité.
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Objectifs du mémoire

Le peroxyde d'hydrogéne (H»O;) est impligué de diverses facons dans les
mécanismes de défense des plantes, et plus particulierement dans le déclenchement de
la Réponse Hypersensible (HR). La HR ne se déclenche pas toujours chez certaines
plantes d'intérét agronomique, par exemple chez la chicorée. Cette problématique rentre
dans le cadre d’'une étude en cours au laboratoire, qui a déja fait I'objet d'un mémoire et
dun DES. Cette recherche avait abouti a des plantes transformées exprimant
constitutivement la glucose oxydase (GO), mais l'expression constitutive de cette

enzyme a provoqué la mort des transformants.

L’objectif de ce mémoire est d'obtenir des plantes transgéniques produisant la GO

de facon régulée, uniqguement lors d’attaques de pathogéenes.

La solution proposée est de placer la GO sous le contrble d'un promoteur de
protéine PR (Pathogenesis-Related) intervenant dans la défense des plantes. Pour ce
faire, deux promoteurs sont envisagés : le promoteur du géne PR1-a du tabac, et celui
du gene PR1-2 du persil.
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. MATERIEL & METHODES




Il Matériel et Méthodes

1. Matériel

Culture de chicorée

NENIN N

oW

3333

a) Milieu de culture a base de sels de "Murashige & Skooqg

Materiel

Milieu MS (Duchefa M0222)
Plant agar (Duchefa P1001)
Eau désionisée

Sucrose

Protocole pour un litre de milieu

Peser 4,7 g de MS.

Pour un milieu avec sucrose, ajouter 30 g de sucrose.

Ajouter 1 litre d’eau désionisée et mettre a pH 5,8.

Ajouter 10 g/l de plant-agar.

Autoclaver.

Laisser refroidir, puis couler environ 100 ml de milieu par boite (9 a 10 boites au
litre) pour les akenes et 200 ml (5 boites au litre) dans le cas de plantes.

b) Stérilisation d’akénes de chicorée industrielle

Solutions et matériel

Ethanol 80 %

Eau de javel 30 %

Tween 20

Eau stérile (eau désionisée et autoclavée)
Tubes Falcon (50 ml), pinces et boites pétri

Protocole (en conditions stériles)

Placer les akenes a stériliser dans un tube Falcon (50 ml). Ajouter 20 ml d’éthanol
80 % et 20 pl de tween. Mélanger pendant 10 minutes par inversion, de maniere a
maintenir les akenes en contact avec la solution.

Laisser sédimenter les akenes dans le fond du tube et éliminer I'éthanol. Ajouter
20 ml d’eau de javel 30 % + 20 pl de tween et mélanger pendant 25 minutes.

Laisser sédimenter les akenes et éliminer I'eau de javel. Ajouter 20 ml deau
stérile et mélanger pendant 10 minutes. Recommencer cette opération 2x pour un
total de trois rincages a I'eau stérile.

Les akeénes ainsi stérilisés peuvent étre conservés dans I'eau stérile a 4°C.



c) Dépot d'akénes sur milieu MS

En conditions stériles, les akénes stériles peuvent étre déposés a raison de 12 a
15 par boite. Annoter les boites (mentionner nom, date et contenu), et les mettre
dans la chambre de culture (25°C).

Culture d'E. coli

a) Milieu LB liguide (ou solide)

Le milieu LB est un milieu riche non sélectif convenant a de nombreuses especes
bactériennes.
1. Peser ces trois composants suivant le volume de milieu a préparer.

Bactotryptone 10 g/l
Yeast extract 54l
NacCl 10 g/l

Pour du milieu solide, ajouter 15 g/l de Bacti Agar (Remel).
3. Mettre a volume avec de I'eau désionisée et a pH 7.5.
Autoclaver aussitot.

b) Milieu SOC

Composition de base

Bactotryptone 2%

Y east extract 05%
NaCl 10 mM
KCI 25mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10mM
Glucose 20mM

Protocole

Réunir les quantités voulues des différents constituants.

Mettre a pH 7, et porter a 50 ml avec de I'eau désionisée.

Sous hotte, stériliser le milieu par filtration (0.22 um) et aliquoter par 10 ml.
Garder a -20°C jusqu'a utilisation.

PwObPE

c) Transformation de bactéries TOP 10F’ par choc thermique
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Matériel

?? Cellules électrocompétentes (TOP 10 F') (One shot transformation kit, Invitrogen).

?? Milieu SOC

?? Bain thermostatisé a 42°C

?? Etuve de culture & 37°C

Protocole

1. Sortir les cellules compétentes conservées a-70°C et les placer dans la glace.

2. Lorsque les cellules sont dégelées, ajouter 2 ul du mélange de ligation. Mélanger
délicatement au moyen d'une pipette et incuber les cellules 5 minutes dans la
glace.

3. Incuber ensuite les cellules pendant 30 secondes dans un bain thermostatisé a
42°C.

4. Sortir ks cellules du bain le plus rapidement possible et incuber celles-ci dans la
glace pendant 2 minutes.

5. Ajouter 250 pl de milieu SOC (maintenu & 37°C) et incuber les cellules a 37°C

durant une heure.

Etaler 100 pl des bactéries sur milieu sélectif adéquat.

Sélectionner les transformants par le test blanc-bleu et vérifier |'efficacité de la

transformation par PCR sur colonie.

~No

Culture d'Agrobacterium

a) Préparation de cellules Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 électro-
compétentes

1. Inoculer 500 ml de milieu LB liquide contenant 25 pg/ml streptomycine avec la
souche d’Agrobacterium. Incuber les bactéries a 30°C sous forte agitation
pendant une nuit ou jusqu'a obtenir une absorbance a 600 nm comprise entre 0,5
et1,0.

2. Centrifuger les cellules a 4000 rpm pendant 10 minutes (Centrifugeuse Beckman
J2-21).

3. Eliminer le surnageant et reprendre les cellules dans 500 ml d’eau froide stérile.
Recentrifuger comme ci-dessus. Répéter cette étape une deuxieme fois.

4. Resuspendre le culot dans 20 ml de glycérol 10 % froid. Transvaser les bactéries
dans un Falcon de 50 ml. Centrifuger a 4000 rpm et a 4 °C pendant 10 min.

5. Eliminer le surnageant et resuspendre le culot de bactéries dans 2 ml de glycérol
10 % froid.

6. Aliquoter par 100 pul et stocker a -70°C jusqu'a utilisation.
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b) Préparation de cellules Agrobacterium tumefaciens "VirG" électro-

compétentes

Inoculer une pré-culture de 5 ml (milieu LB liquide) contenant les antibiotiques
suivant: Streptomycine (concentration finale de 25 pg/ml) Rifampicine (conc.
finale de 10 pg/ml) et Gentamicine (conc. finale de 20 pg/ml). Mettre cette culture
a 27°C et sous forte agitation pendant 24 heures.

Ensemencer un litre de milieu LB liquide (contenant les mémes antibiotiques) par
la pré-culture. Mettre a 27°C sous forte agitation, pendant une nuit, pour obtenir
une D.O. a 600 nm comprise entre 0,5 et 1.

Centrifuger les bactéries a 4000 rpm pendant 10 minutes.

Eliminer le surnageant et rincer chaque culot avec 100 ml d'eau froide (4°C)
stérile.

Re-centrifuger les bactéries a 4000 rpm pendant 10 minutes (3 ringages).
Re-suspendre les culots dans 20 ml de glycérol 10 % froid (4°C).

Transvaser la suspension finale dans un tube Falcon de 50 ml et centrifuger a
4000 rpm, a 4°C pendant 10 minutes.

Eliminer le surnageant et re-suspendre le culot de cllules dans 2 ml de glycérol
10 % a 4°C.

Répartir les bactéries dans des eppendorfs stériles (100 pl par tube).

. Plonger les cellules dans de l'azote liquide, puis les stocker a -70°C jusqu'a

utilisation.

2. Méthodes

1. Méthodes relatives aux acides nucléiques

3

3333

wp e

a) Miniprep d'ADN plasmidique

Matériel et solutions

Tampon de lyse : glucose 50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM (pH 8,0) + lysozyme
4 mg/ml (fraichement préparé)

Solution NaOH/SDS : NaOH 2,0 M, SDS 0,1 %

Solution d'acétate : acétate de potassium 3M, acide acétique glacial 10%
Phénol/chloroforme/alcool iso amylique (25 :25 :1)

Ethanol 96 % maintenu a -20°C

Tampon TE-RNAse : Tris-EDTA pH 8.0, RNAse 5 ug/ml (DNAse free)

Protocole
Centrifuger 1,5 ml de suspension bactérienne a 12000 rpm (2 minutes, 4°C).

Ajouter au culot 150 pl de tampon de lyse.
Incuber I'échantillon pendant 5 min dans la glace.
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Ajouter 300 pl de solution NaOH/SDS. Incuber 5 min sur glace.

Ajouter 150 pl solution d'acétate. Vortexer 10 secondes et incuber 5 min sur
glace.

Centrifuger a 12000 rpm pendant 10 min a 4°C.

Au surnageant, ajouter 400 ul de phénol/chloroforme/alcool iso amylique
(25 :25 :1). Vortexer énergiqguement.

Centrifuger a 12000 rpm pendant 2 min a 4°C.

A la phase aqueuse (supérieure) ajouter 500 ul d’éthanol et incuber au moins 10
min a-70/80°C.

Centrifuger a 12000 rpm pendant 10 min a 4°C.

Sécher le culot (décanter a la pipette ; puis au speedvac)

Resuspendre le culot dans 20 ul de tampon TE-RNAse et incuber a 37°C pendant
1h.

Conserver les plasmides a-20°C jusgu'a une prochaine utilisation.

b) Midiprep d'ADN plasmidique

Cette méthode permet une préparation de jusqu'a 100 ug d’ADN plasmidique en
utilisant un QIAGEN-tip 100. Volumes Maximaux de culture recommandes :

QIAGEN-tip 100
High-copy 25 ml
Low-copy 100 ml

Remarques préliminaires

Vérifier que le tampon P1 contient la RNAse A (concentration finale = 100 pg/ml)
Vérifier que le tampon P2 n'a pas de dép6t de SDS. Si nécessaire, chauffer a
37°C

Mettre le tampon P3 a 4°C en début de manipulation

Matériel et solutions

Kit Qiagen-TIP 100
Isopropanol
Ethanol 70 % (température ambiante)

Protocole

Choisir une colonie isolée d’'une boite sélective nouvellement striée, et inoculer
une pré-culture de 2 a 5 ml (LB + antibiotiqgues de sélection). Incuber a 37°C
pendant >8 h sous forte agitation (jusqu'a 300 rpm).

Diluer la pré-culture 1/500 a 1/1000 dans du milieu LB sélectif (muni des
antibiotigues adéquats). Pour les plasmides high-copy, inoculer 25 ml, pour les
low-copy, inoculer 100 ml de milieu LB. Incuber a 37°C pendant 12 a 16 h sous
forte agitation (jusqu’a 300 rpm).

Culoter les cellules par 15 minutes de centrifugation a 6000 g et a 4°C. Décanter
le surnageant et égoutter en renversant les tubes sur du papier buvard.
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Resuspendre le culot et homogénéiser les cellules dans 4 ml de tampon P1.

Ajouter 4 ml de tampon P2, mélanger délicatement mais completement par 4 a 6
inversions, et incuber a température ambiante 5 min.

Ajouter 4 ml de P3 (refroidi a 4°C), mélanger immédiatement mais délicatement
par 4 & 6 inversions, et incuber sur glace 15 min.

Centrifuger >20000 g pendant 30 min. a 4°C, puis récupérer sans tarder le
surnageant contenant 'ADN plasmidique.

Re-centrifuger le surnageant >20000 g pendant 15 min. a 4°C. Récupérer le
surnageant rapidement.

Equilibrer le QIAGEN-tip 100 en y ajoutant 4 ml de tampon QTB et laisser la
colonne se vider.

Ajouter le surnageant de I'étape 8 au QIAGEN-tip et laisser entrer I'échantillon
dans la résine.

Laver la colonne deux fois avec 10 ml de tampon QC.

Eluer I'ADN avec 5 ml de tampon QF.

Précipiter '’ADN en ajoutant 3.5 ml (0.7 volumes) d’isopropanol a temp. ambiante.
Mélanger et centrifuger immédiatement a >15000 g pendant 30 min. a 4°C.
Décanter prudemment le surnageant.

Laver le culot avec 2 ml d’éthanol 70 % a temp. ambiante et centrifuger >15000 g
pendant 10 min. Décanter le surnageant en prenant soin de ne pas toucher le
culot.

Sécher le culot a l'air libre 5 a 10 min. et le re-dissoudre dans du TE, pH 8,0 (ou
du Tris-Cl, pH 8,5).

c) Maxiprep d'ADN plasmidique

Matériel et solutions:

Kit Qiagen-tip 500
Isopropanol (température ambiante)
Ethanol 70 % (température ambiante)

Protocole QIAGEN

Volumes maximum de culture recommandés
- Plasmides High-Copy: 100 ml
- Plasmides Low-Copy : 500 ml

Inoculer une culture de départ de 25 ml de milieu LB (ou TB pour Low-Copy)
contenant les antibiotiques de sélection. Incuber environ 8h a 37°C sous agitation,
300 rpm.

Diluer la culture de départ (1/500 a 1/100) dans du milieu LB liquide. Pour des
plasmides high-copy ensemencer 100 ml, pour des low-copy 500 ml. Incuber
pendant 12-16 h a 37°C, sous agitation.

Précipiter les bactéries par centrifugation a 4°C, pendant 15 min, a 6000 g.
Resuspendre le culot de bactéries dans 10 ml de tampon P1.

Ajouter 10 ml de tampon P2, mélanger doucement par inversion. Incuber 5 min a
température ambiante.

Ajouter 10 ml de tampon P3 refroidi, mélanger immédiatement mais doucement
par inversion; incuber 20 min sur glace.
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Centrifuger 30 min & 20000 g a 4°C. Récupérer le surnageant contenant I’ADN
plasmidique dans un nouveau tube.

Re-centrifuger le surnageant 15 min a 20000 g a 4°C.

Sur une colonne QIAGEN-tip500 faire passer 10 ml de tampon QBT.
Faire pénétrer le surnageant de I'étape 8 dans la résine.

Laver la résine avec 2X30 ml de tampon QC.

Eluer I’'ADN avec 15 ml de tampon QF.

Précipiter 'ADN de I'éluat en ajoutant 0.7 volume (10.5 ml) d’isopropanol a
température ambiante. Mélanger et centrifuger immédiatement 30 min a 15000 g
a 4°C. Enlever prudemment le surnageant.

Laver le culot dADN avec 5 ml d'éthanol 70 % a température ambiante;
centrifuger 10 min a 15000 g a 4°C. Oter le surnageant avec précautions sans
décrocher le culot.

Laisser sécher le culot a I'air libre et redissoudre I'ADN dans du tampon (TE pH
8.0 ou Tris HCI 10 mM, pH 8.5).

Quantifier 'ADN sur gel d'agarose.

d) Electrophorése d'Acides Désoxyribonucléigues

Des fragments d'ADN de tailles différentes peuvent étre séparés par électrophorése
d'ADN sur gel d'agarose. Le pourcentage d’'agarose peut étre varié en fonction de la
taille des fragments a séparer. Plus ce pourcentage est éleve, plus le gel est dense et
donc sépare mieux les acides nucléiques de faible taille. Le bromure d'éthidium permet
la visualisation de I'ADN double brin par ses propriétés d'agent intercalant et son
excitation aux U.V. La taille des fragments d'ADN est estimé en faisant migrer en méme
temps un étalon de poids moléculaire (SmartLadder, EUROGENTEC), contenant une
série de fragments de taille connue.

333V
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Matériel et solutions

Cuve d'électrophorése (Pharmacia biotech GNA 100)

Agarose (Gibco BRL)

Tampon TAE : Tris-acétate 4 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0.

Bromure d'éthidium (BET) : stock a 10 mg/ml

Solution de chargement : bleu de bromophénol 0,025 %, glucose 40 %

Protocole

Préparer 50 ml d’agarose fondu dans du tampon TAE et y ajouter 3 ul de BET.
Couler le gel dans un support adéquat et placer les peignes.

Ajouter 1 volume de solution de chargement a 5 volumes d’échantillon.

Placer le gel solidifié dans la cuve d'électrophorese.

Déposer dans les puits un volume donné d’échantillon selon ke volume des puits
utilisés.
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Légende:
Taille Quantité
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EUROGENTEC SMART LADDER
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Faire migrer I'échantillon pendant environ 1 h a 150 V, 80 mA dans le tampon
TAE.
Visualiser les bandes sur transilluminateur (302 nm UV).

e) Extraction d'ADN d'un gel d'électrophorése (Protocole QIAEX)

Matériel

QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit (QIAGEN)
Bain chauffant thermostatisé a 50°C

Protocole:

Exciser la bande d’ADN du gel avec un scalpel propre.

Peser la tranche extraite du gel. Ajouter 3 volumes de tampon QX1.

Resuspendre la résine QIAEX Il au vortex pendant 30 sec.

Ajouter 30 pl de QIAEX Il et mélanger. Incuber 10 min a 50°C. Mélanger tous les
2 minutes.

Centrifuger I'échantillon 30 sec et décanter le surnageant avec précaution a la
pipette.

Laver le culot avec 500 pl de tampon QX1. Recentrifuger 30 sec et décanter le
surnageant.

Laver le culot deux fois avec 500 pl de tampon PE.

Sécher le culot a I'air libre 10-15 minutes.

Eluer 'ADN avec 20 ul d’H;O, pH 8.0 en resuspendant le culot au vortex. Incuber
5 min a température ambiante.

Centrifuger 30 sec. Pipetter le surnageant.

Refaire les deux étapes précédentes et combiner les éluats.

f) Purification d'ADN sur colonne « Microcon »

Matériel
Kit de purification « Microcon » (Amicon)
Protocole

Mélanger 400 ul d’eau deésionisée au produit PCR ou a I'échantillon a purifier dans
un eppendorf.

Déposer I'échantillon sur la colonne (bouchon bleu au-dessus) et centrifuger 15
minutes a 7000 rpm a température ambiante.

Mettre la colonne dans un nouveau tube (bouchon blanc au-dessus).

Déposer en son centre 20 ul d'eau désionisée et centrifuger a 4000 rpm pendant
15 minutes a température ambiante.

Conserver a -20°C jusqu'a une utilisation ultérieure.
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q) Purification d'ADN par « QlAquick PCR purification Kit »

Ce protocole est prévu pour purifier des produits PCR simple- ou double-brins de 100 bp
a 10 kb, éliminant les amorces, nucléotides, polymérases et sels a I'aide d'une colonne
et d’'une micro-centrifugueuse.

Matériel et solutions

?? Kit de purification QIAquick (QIAGEN)
?? Centrifugeuse de table
?? EaudepH7,0a8,5

N =

ok

Protocole

Ajouter 5 volumes de tampon PB a I'échantillon et mélanger.

Placer une colonne QIAquick dans un tube collecteur (de 2 ml).

Déposer I'échantillon sur la colonne et centrifuger 30 a 60 a secondes 13000 rpm
afin de lier TADN a la colonne.

Vider le contenu du tube collecteur et replacer la colonne sur ce dernier.

Laver la colonne en y déposant 0.75 ml de tampon PE et centrifuger 30 a 60
secondes a 13000 rpm.

Vider le contenu du tube collecteur et replacer la colonne sur ce dernier, re-
centrifuger I'échantillon une minute & 13000 rpm.

Placer la colonne sur un nouveau tube Eppendorf (1.5 ml).

Pour éluer 'ADN de la colonne, déposer 50 pl de tampon EB (10 mM Tris-Cl, pH
8,5) ou d’eau (pH entre 7,0 et 8,5) au centre de la colonne ; centrifuger 1 min a
13000 rpm.

Afin de concentrer I'échantillon, I'élution est réalisée avec 30 ul de tampon EB ou
d’eau. Laisser a température ambiante quelgues minutes, et ensuite centrifuger
I'échantillon une minute a 13000 rpm.

h) Purification d'ADN par « QlAquick nucleotide removal kit »

Ce protocole enleve les amorces <10 bp, enzymes, sels et nucléotides non incorporés.

Matériel

?? « QIAquick nucleotide removal kit » (QIAGEN)
?? Eau (pH entre 7,0 et 8,5)

wn

Protocole

Ajouter 10 volumes de tampon PN a I'échantillon et mélanger. Pour des fragments
d’ADN de taille > ou = & 100 bp, n'utiliser que 5 volumes.
Placer la colonne QIAquick sur un tube collecteur de 2 ml.
Afin de lier I'ADN, ajouter I'échantillon a la colonne et centrifuger 1 minute a 6000

rpm.
Laver I'échantillion en ajoutant 750 pl de tampon PE et centrifuger 1 minute a
6000 rpm.

Jeter le contenu du tube collecteur, y replacer la colonne et centrifuger & nouveau
1 minute & 13000 rpm.
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facZoa ATG
112 Reverse Primer | Sp6 Promoter *
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GET GAC ACT ATA GAA
GIC CTT TGT CGA TAC TEGTAC TAA TGC GGT TCG A TA AAT CCA CTG TGA TAT OIT

Msi | Hl'.".-.T.I I Kpn | Sacl BamHl  Spel|
|
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA COG AGC TCG GAT CCA CTA GITA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT G332 TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC GGG

BstX| EcoR | FcoRt| EcoR
| | |
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GEC TT [lA GCC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG ARl T T COC CTT AAG AGG TCT ATA
Bstx | Nt | whol Meil Xhal Apa |

| | | Il
CCA TCA CAC TGS CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
GET AGT GI'G ACC GOC GED GAG CTC GTA CGI AGA TCT CCC GGG TTA AGE [C0G ATA

T7 Promaoter 113 Forward (-20] Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA|CTG GCC GIC GIT TTA ClAACGT CGT GAC TGGE GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT[GTTA AGT |GAC CGE5 CAG CAA AAT GTT GCA G0A CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®I|
3971 nucleotides

LacZa gene: bases 1-587

M13 Reverse priming site: bases 205-221

Spb6 promoter: hases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-381

T7 promoter: bases 404-423

M13 (-20) Forward priming site: bases 431-446
f1 origin: bases 588-1025

Kanamyecin resistance ORF: bases 1359-2153
Ampicillin resistance ORF: bases 2171-3031
pUC origin: bases 3176-3849
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Placer la colonne sur un tube eppendorf (1.5 ml) dans lequel sera élué I'ADN.

Eluer 'ADN avec 100 a 200 ul de tampon EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) ou de I'eau
(pH entre 7,0 et 8,5). Appliquer la solution d’élution au centre de la colonne, et
centrifuger 1 minute a 13000 rpm.

Afin de concentrer I'échantillon, I'élution est réalisée avec 30 pl de solution.
Laisser a température ambiante quelques minutes, et ensuite centrifuger
I'échantillon une minute a 13000 rpm.

i) Concentration d’ADN en solution par précipitation a 'alcool

Matériel et solutions

Ethanol 96 % maintenu a -20°C
Eau désionisée

Protocole

Ajouter 2.5 volumes d’éthanol.

Mettre 1 h a—70 °C.

Centrifuger a 13000 rpm 15 minutes a 4°C.

Décanter le surnageant a la pipette.

Sécher le culot (15 minutes a I'air libre ou 5 minutes au speedvac).
Conserver le culot a-20°C ou le re-suspendre dans le tampon adéquat.

i) Réaction de ligation

Matériel:

« pCRII Cloning Kit » (Invitrogen)
Appareil PCR (Biozym mini-cycler)

Protocole de ligation dans pCR? |l

Réaliser le mix réactionnel suivant

Produit PCR 2 ul
Tampon de Ligation 10X 1l
Vecteur PCRII (25 ng/ul) 2 ul
Eau Stérile (pour un volume de 9 ul) 4 ul
T4 DNA Ligase (4.0 unités de Weiss) 1ul
VolumeTotal 10 ul

Incuber la réaction de ligation a 14°C pendant au moins 4 heures, de préférence
pendant une nuit. Le mélange de ligation peut étre stocké a -20°C jusqu'a son
utilisation ultérieure.
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Protocole général de ligation

Réaliser le mélange suivant :

X pl de l'insert

1 pl du tampon de ligation 10x

Y ul du plasmide

Z pl d’eau stérile

Pour un volume total de Q ul (X + Y + Z=8)

Ensuite ajouter 1 pl de T4 DNA ligase pour un volume final de 10 pl.

Incuber le mix & 14° pour au moins 4 h, de préférence un nuit
Le mélange de ligation peut étre stocké a -20°C jusqu'a son utilisation ultérieure.

k) Remplissage de site de restriction (protocole « Klenow »)

Solutions et Protocole

Faire le mélange suivant :

Vecteurs purifiés 18 pl
Tampon Klenow (10X) 2.5 ul
dNTP (1 mM) 1ul
BSA (0.5 mg/ml) 1ul
Klenow (5 U/ml) 0.6 pl
H,O 2 |,l|
\Volume Total 25.1 pl

Incuber le mélange 10 minutes a température ambiante.

Aprés ces 10 minutes, I'échantillon est purifié sur colonne Microcon pour éliminer
le tampon, les dNTPs et I'enzyme (voir protocole: Purification d’/ADN sur colonne
« Microcon »).

m) Réaction de séquencage

Matériel et solutions

Mix de nucléotides (ANTP) pour réaction PCR (10 mM) (Roche)

Tampon PCR (10x) (Roche)

TaqgPolymeérase (5 U/ul) (Roche)

Eau désionisée

Appareil PCR (Biozym mini-cycler)

Séquenceur: ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Perkin-Elmer) au laboratoire de
neurobiologie

Kit: Abi Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction kit (PE
applied biosystems)
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Protocole

1. Pré-amplification de l'insert a séquencer

Cette étape permet damplifier spécifiquement (grace a deux amorces
spécifiques) le segment du plasmide dans lequel se trouve l'insert a séquencer.
Réaliser le mélange réactionnel suivant :

5 pg d’ADN plasmidique

1 ul d’'amorce droite (par exemple Reverse) a 10 pmoles/pl
1 yl d’'amorce gauche (par exemple Forward) a 10 pmoles/ul
1 pl de dNTP (10 mM)

5 pl de tampon PCR (10x)

1 U de TagPolymérase (5 U/ul)

Porter a 50 pl avec de I'eau (40.5 pl)

2. Amplification type
30 cycles:
Dénaturation 1min 94°C
Hybridation (sgon amorces ex. A\WD/REV) 1min 55°C
Elongation 3min 72°C
lcyde:
[Elongation finde 110 min [72°C |
3. Purification du produit damplification: Cf. les protocoles de purification
« Microcon » ou « QIAquick »
4. Dépbot sur gel d’électrophorése (agarose 1 %) afin de vérifier la pré-amplification.
5. Réaction de séquencage :
Adapter la quantité d’eau (YY) en fonction du volume de solution d’ADN (X).
Solution d'’ADN purifié a séquencer X ul
Amorce gauche ou droite 0.72 pl
(100 pmoles/ul)
Eau Y ul
Volume final 12 yl
6. Séquencage (Kit: Abi Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction

kit (PE applied biosystems)).

n) Quantification d'’ADN par spectrophotométrie

La quantification d'’ADN est faite sur base de mesures d'absorbances a une

longueure d’'onde de 260 nm. Cette mesure permet le calcul de la concentration en
acides nucléiques. Une densité optique (DO) de 1 correspond approximativement a 50
pg/ml d'ADN double brin, & 40 pg/ml d'ADN simple brin ou d'ARN, et a 20 pg/ml
d'oligonucléotides simples brins.

Le rapport des mesures a 260 nm et 280 nm (DOz60/DO25p) donne une estimation

de la pureté des acides nucléiques. Des échantillons purs d'ADN et d’ARN ont
respectivement un rapport (DO2s0/DO2gp) de 1,8 et 2,0. Si une contamination par des
protéines ou du phénol a lieu, le rapport DO,/ DO-2go Sera nettement inférieur.
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Matériel et solutions

?? Spectrophotometre: Shimadzu (UV 1601PC)
?? Solution de mise a zéro : le tampon dans lequel se trouve 'ADN a quantifier

Méthode

Mettre |'appareil a la longueur d'onde désirée (260 nm).

Mettre a zéro avec la solution de mise a zéro.

Diluer 'ADN 1000x (1 pl dans 1 ml de solution de mise a zéro) et mélanger.
Placer la cuvette dans l'appareil et mesurer la DO a 260 nm puis a 280 nm.

W PE

0) Amplification d'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) avec la
TagPolymérase

Matériel et Solutions

Appareil PCR (Biozym mini-cylcler)

X ug de matrice

1 ul d’amorce droite (100 pmoles/pul)

1 pl d’'amorce gauche (100 pmoles/pul)
2 pul de dNTP (10 mM) (Roche)

5 pl de tampon PCR (10x) (Roche)

1 U de TagPolymérase (5 U/ul) (Roche)
Porter a 50 ul avec de I'eau désionisée

I3IIIIIIS

Protocole d'amplification type

Etape Durée Température Nombre de cycles
Dénaturation 1 minute 94 °C 1

Dénaturation 1 minute 94 °C

Hybridation 1 minute T°C 30

Elongation 3 minutes 72 °C

Elongation finale 10 minutes 72 °C 1

La température d'hybridation (T) dépends des amorces utilisées.

Amorces (EUROGENTEC):

Amorces utilisées afin d'amplifier la séquence codante de la glucose oxydase’:
SOUPGOG 5'-cgc-cca-tcc-atg-cag-act-ctc-ctt-gtg-agc-3'

SOUPGOD 5'-ccc-aag-ctt-tca-ctg-cat-gga-agc-ata-atc-ttc-c-3'

Température d’hybridation utilisée en PCR: 55 °C

Amorces utilisées afin d'amplifier différents promoteurs et un terminateur:

1 Numéro d'Accession; J05242
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le promoteur PR1-2 du Tabac?:

SOUPTABG 5'-tgc-tct-aga-gga-cta-aga-tat-acg-agg-3'
SOUPTABD 5'-cgc-gga-tcc-gac-tat-agg-aga-aat-gtt-gta-tc-3'
Température d’hybridation utilisée en PCR : 55 °C

le promoteur PR1-a du Persil®:

SOUPERG 5'-tgc-tct-aga-gga-tac-gaa-tgc-aga-tat-ttc-aga-cgg-a-3'
SOUPERD 5'-cgc-gga-tcc-tat-atg-tta-ata-taa-act-gac-gag-aga-aa-3'
Température d’hybridation utilisée en PCR : 55 °C

le promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur:

SOUP35G 5'-tgc-tct-aga-gta-ccc-cta-ctc-caa-aaa-tgt-caa-3'
SOUP35D 5'-cgc-gga-tcc-ggg-ctg-tee-tet-cca-aat-gaa-atg-aac-3'
Température d’hybridation utilisée en PCR : 55 °C

le terminateur de la Nopaline Synthase (NOS):

SOUPTERG 5'-ccc-aag-ctt-gaa-ttt-ccc-cga-tcg-ttc-aaa-cat-ttg-3'
SOUPTERD 5'-cgg-ggt-acc-ccg-atc-tag-taa-cat-aga-tga-3'
Température d’hybridation utilisée en PCR : 55 °C

Amorces permettant d'amplifier entre le bord droit et gauche de pGreen:
LBOG 5'-ctt-ggc-agg-ata-tat-tgt-ggt-gta-ac-3'

RBOD 5'-tct-caa-aca-aac-aca-tac-agc-gac-tta-3'

Température d’hybridation utilisée en PCR : 50 °C

Amorces permettant d’'amplifier la cassette de sélection nos-kan:
NOSKANG 5’-ccc-gat-atc-gat-aca-tga-gaa-tta-a-3’
NOSKAND 5’-ccc-gat-atc-agc-ttg-cat-gcc-ggt-cga-t-3’
Température d’hybridation utilisée en PCR : 50 °C

2 Numéro d'Accession: X 76982
3 Numéro d'Accession; U48863
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Ill. RESULTATS et DISCUSSION




lll Résultats et discussion

Rappel du cadre et des objectifs du travail

La glucose oxydase représente une voie de production d'H,O; indépendante de la
HR. Son expression en plante permet d'assurer la production d'H,O, dans la paroi
végétale. Les recherches précédentes au laboratoire ont montré qu'une expression
constitutive de la GO était nuisible aux plantes de chicorée (C. Benet, 1998).

Ce mémoire a comme objectif d'obtenir des chicorées produisant la GO de facon
régulée en utilisant des promoteurs inductibles. L'attaque d'un pathogéne déclenchera
ainsi la production d'H,O» de maniére ponctuelle.

Pour ce faire, dans un premier temps, les constructions des T-DNA seront
réalisées dans le vecteur binaire pGreen; et, dans un deuxieme temps, ces
constructions seront introduites dans le génome de la chicorée par Agrobacterium

tumefaciens.

Constructions disponibles

Glucose Oxydase (GO) d'Aspergillus niger

La séquence codante (1818 bp) du gene de la GO dont nous disposons a été

précédemment clonée par C. Benet, 1998 dans le vecteur pMOS.

Les promoteurs inductibles

?? Promoteur du gene PR1-a du Tabac (1500 bp)

?? Promoteur du géne PR1-2 du Persil (900 bp):

Ces promoteurs sont, entre autres, induits par l'acide salicylique qui est un
médiateur dans la réponse aux pathogénes. De plus, ces promoteurs contiennent des
séquences reconnues par des protéines nucléaires (de la famille WRKY) qui sont
induites par des éliciteurs (Euglem et al 1999). Ces deux mécanismes seront, nous
I'esperons, exploités pour induire la transcription de la GO lors d'attaques de pathogénes
uniguement.

Les promoteurs dont nous disposons ont été clonés dans le plasmide pMOS et

proviennent également du travail de mémoire de C. Benet, 1998.
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Promoteur 35S (422 bp)

Le promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) sera amplifié a

partir d'une cassette fournie avec le kit pGreen.

Terminateur de la Nopaline Synthase (tNOS)

Le terminateur de la nopaline synthase (282 bp) sera amplifi¢ au départ d'une

cassette nos également fournie avec le kit pGreen.

Les sites de restrictions bordant les fragments décrits ci-dessus ne permettent pas
un clonage direct dans pGreen. Il faudra donc border ces fragments avec de nouveaux
sites afin de construire le vecteur de transformation adéquat. Ces sites seront introduits

au moyen d’amorces PCR.

Clonage des nouveaux inserts dans pCRII

Définition de nouvelles amorces

De nouvelles amorces PCR ont été définies pour amplifier chacun des inserts et y
introduire des nouveaux sites de restriction. Les sites utilisés ont été choisis parmi les
sites présents dans le MCS du vecteur pGreen et absents des séquences des divers
fragments a cloner. Les séquences de ces amorces sont reprises dans le matériel et
méthodes. Il s'agit des couples d'amorces SOUPGOG/SOUPGOD,
SOUPERG/SOUPERD, SOUPTABG/SOUPTABD, SOUP35G/SOUP35D et
SOUPTERG/SOUPTERD, qui permettent d'amplifier respectivement la GO, le promoteur
PR1-2 du Persil, le promoteur PR1-a du Tabac, le promoteur 35S (CaMV) et le

terminateur de la Nopaline Synthase.

Les amorces de la GO introduisent le site Hindlll (AAGCTT) en 3' et BamHI
(GGATCC) en 5.

Les amorces spécifiques des promoteurs introduisent le site BamHI (GGATCC)
en 3' et Xbal (TCTAGA) en 5' permettant un clonage en amont de la GO.

Les amorces du terminateur tNOS introduisent le site Kpnl (GGTACC) en 3' et

Hindlll (AAGCTT) en 5' permettant son intégration immédiatement en aval de la GO.
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Fagure lIl.1: Armplifications PCR des fragments tNCS, pPer,
pTab, GO et p35S sur les plasmides pCRII carres
pondants.

Des aliquots (5ul) des produts PCR des fragments
GO (séguence codante de la glucose oxidase), p35S
(promoteur 359) et tNOS (terminateur NOS) ont
été déposeés sur gel d'électrophorése (agarose 1 %).
Un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart
Ladder, Eurogentec) a été déposé en premiere et
derniére piste.

Les amplicons obtenues correspondent aux tailles
attendues : 300 bp (tNGS), 900 bp (pPer), 1500 bp
(pTab), 1800 bp (GO) et 400 bp (pP35S).

9 pPers| G pFHS tNOS SL

TR 1

Hgure lI1.2: \érification de la purification des fragments GO,

p35S, tNOS, et pTabac.

Les produits PCR des fragments GO (sequence
codante de la glucose oxidase), p35S (promoteur
35S) et tNOS (terminateur NOS) ont été purifiés
sur colonne Microcon (Millipore) et des aliquots
(5ul) de ces produits purifiés ont été déposes sur
gel d'électrophorése (agarose 1 %) (SL=Smart
Ladder, Eurogentec).



Amplification des fragments

Les clones bactériens contenant les fragments GO, pTab, pPer, p35S et tNOS
repectivement, ont été mis en cultures liquides. Les plasmides correspondants ont été
préparés par miniprep et les différents inserts amplifiés par PCR au départ de ces
plasmides.

Un échantillon de chaque amplification a été déposeé sur gel d'agarose 1 % afin de
vérifier la présence de bandes d’ADN a la taille attendue. D'apres la figure 1ll.1, la GO
(1818 bp), le promoteur pPer (900 bp), pTab (1500), 35S (422 bp) et le terminateur tNOS
(282 bp) présentent une bande d'amplification intense de taille attendue.

Clonage dans pCRII et sélection des transformants

Les PCR sur les cing plasmides étant positives, les mélanges PCR ont été
purifiées sur colonne « microcon » et vérifiées sur gel d'agarose (figure I1.2) avant

I'étape de clonage.

Ces inserts ont été clonés dans le vecteur pCRII et des bactéries TOP10F' ont été
transformées par choc thermique. La sélection des transformants a été réalisée par un
test blanc/bleu sur milieu sélectif (Ampicilline 50 pug/ml) contenant de I''PTG (28 pg/ml) et
du Xgal (28 pg/ml).

Pour chaque insert, une vingtaine de colonies blanches ont été repiquées sur un
milieu de méme composition ainsi qu'une colonie bleue qui a servi de contréle négatif.
Les transformants ont alors été identifiés par PCR sur colonie afin de vérifier la présence
des différents inserts avec leurs amorces respectives. Les produits d'amplification ont été
analysés sur gel d'agarose 1%. La figure IIl.3 présente des amplifications-types réalisées
sur des colonies positives. Nous observons les fragments de 1818 bp, 900 bp, 1500 bp,
422 bp et 282 bp respectivement pour les fragments de la GO, pPer, pTab, p35S et
tNOS.

Un clone positif en PCR pour chaque insert a été mis en culture liquide et I'ADN

plasmidique a été purifié par miniprep. Des stocks glycérol ont été constitués pour

chaque clone.
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Figure I11.3: Vérification du clonage dans PCRIl des inserts

tNOS, GO, p35S, pPersil et pTabac par amplifica-
tions PCR sur des colonies bactériennes (ToplOF)
transformées.
Des aliquots (5ul) des amplifications PCR sur colonies
bactériennes des fragments GO (séquence codante de
la glucose oxidase), p35S (promoteur 35S), pPersil
(promoteur PR1-2 du persil), pTabac (prmoteur PR1-a
du tabac) et tNOS (terminateur NOS) ont été déposés
sur gel d'électrophorése (agarose 1 %) . Un marqueur
de poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) a
été dépose.
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Séquencage des inserts

Les différents inserts ont été séquenceés afin de vérifier la présence des nouveaux
sites de restriction.

La PCR de préséquencage a été effectuée au moyen des amorces Forward et
Reverse et vérifiée sur gel d'agarose (figure 1ll.4). Les amorces étant spécifiques du
plasmide pCRII, les produits d’amplification obtenus ont une taille supérieure a celle des
inserts : GO (2000 bp), pTabac (1700 bp), pPersil (1200 bp), 35S (1600 bp) et tNOS
(600 bp). -+88

Les échantillons des PCR de préséquencage ont été purifiés par le kit QiaQuick,
vérifiés sur gel d’agarose et séquencés grace au kit Abi Prism BigDye Terminator Cycle

Sequencing.

Maintenant que nous disposons des différents fragments d’ADN bordés des sites
de restriction adéquats, ceux-ci seront utilisés pour construire le T-DNA au sein du

plasmide pGreen.

Clonage de la GO dans le vecteur pGreen

Obtention et restriction du vecteur pGreen

Un clone bactérien portant le plasmide pGreen a été utilisé pour inoculer une
préculture liquide de 5 ml de milieu LB + kanamycine a 50 upg/ml. Cette préculture a
servit a inoculer 100 ml de milieu LB + kanamycine a 50 pg/ml. Le plasmide pGreen a

été purifié par midiprep au moyen du kit QIAGEN-Tip100.

Le plasmide pGreen a été restreint par Hindlll et BamHI. Le produit de la
restriction a été analysé sur gel d'agarose (figure 111.5). La bande du fragment d'ADN

d'intérét a été excisé et I'ADN extrait du gel grace au kit QIAEX.

Restriction du plasmide PCRII-GO

Le plasmide pCRII-GO a été restreint avec les enzymes Hindlll et BamHI (figure
[11.5). La bande d'ADN correspondant a la glucose oxydase a été excisée du gel et 'ADN
extrait grace au kit QIAEX.

Le fragment GO de 1818 bp a été inséré dans le vecteur pGreen par ligation en
respectant le rapport insert : vecteur de 3 : 1.
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Figure lll.4: Vérification des amplifications PCR de préséquencage des inserts GO,
p35S, tNOS, pPersil et pTabac.
Des PCR de préséquencage (amorces Forward et Reverse) ont été effec-
tuées sur les clones positifs contenant les inserts GO (séquence codante
de la glucose oxidase), p35S (promoteur 35S), pPersil (promoteur PR1-2
du persil), pTabac (promoteur PR1-a du Tabac) et tNOS (terminateur
NOS).
Des aliquots (5ul) des ces produits PCR ont été déposés sur gel d'électro-
phorese (agarose 1 %) . Un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart
Ladder, Eurogentec) a été déposé.

Les amplicons obtenues ont les tailles suivantes : 2000 bp (GO), 1600
bp (p35S), 1700 bp (pTab), 1200 bp (pPer) et 600 bp (tNOS).

pGreen SL SL GO
Hind11l/BamHI HindllI/BamHI

5000
——4000
——3000

pb pb

Figure 11l.5 ;. Restriction diagnostique des plasmides pGreen et pCRII-GO.

A : Le plasmide pGreen a été doublement restreint avec les enzymes
Hindlll et BamHI. Le produit de restriction ainsi qu'un marqueur de
poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) ont été déposés sur
gel d'électrophorése (agarose 1 %). Un fragment de 3300 pb a ainsi
été excise.

B : Le plasmide pCRII-GO a été restreint avec les enzymes
Hindlll/BamHI. L'insert GO a ainsi été excisé (1818 pb).

68



Obtention du plasmide pGreen-GO

Les produits de la ligation pGreen et GO restreints par Hindlll et BamHI ont été
utilisés pour transformer des cellules TOP10F' par choc thermique. La sélection des
transformants a été réalisée sur milieu LB contenant de la kanamycine (50 pg/ml) du
Xgal (28 pg/ml) et de I''PTG (28 pg/ml). Les colonies blanches ont subi un criblage par
PCR avec les amorces SOUPGOG et SOUPGOD (figure lIl.). Deux clones (colonies 9 et
33) se sont avéres positifs en PCR. Ces deux clones ont été mis en culture pour en
extraire I'ADN plasmidique. Des restrictions diagnostiques (Hindlll/BamHI) ont été
réalisées sur chaque clone. Seule la colonie 33 s'est avérée donner le bon profil de
restriction et sera retenue pour la suite du travail.

e Gene pSa
/ N Beil (LB)
hpt1 % TLACT

Hpnd

Fad Cald 1118

pGreen-GO

G0

Khal

Représentation schématique
du vecteur pGreen contenant
la ségence codante de la GO
au sein du T-DNA

Clonage du terminateur tNOS dans le vecteur pGreen-GO
Isolement et restriction du terminateur tNOS

Le plasmide pCRII portant le terminateur tNOS a été restreint par Hindlll et cette
restriction a été vérifiée sur gel d'agarose (figure II.7). Ce premier mélange de restriction
a été purifiée par « microcon » afin de permettre le changement de tampon de
restriction, et sujette a une deuxiéme restriction, cette fois, par Kpnl. La double
restriction a été vérifiée sur gel d'agarose (figure 111.7); la bande d’ADN correspondant au

terminateur tNOS a été extraite du gel grace au kit QIAEX (figure 111.8).
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Figure 111.6: Vérification du clonage dans le plasmide pGreen
Hindlll/BamHI de I'insert GO Hindlll/BamHI.
Des amplifications PCR ont été effectuées sur des colonies
blanches TOP10F' issues de la transformation avec le pro-
duit de ligation pGreen HindlllI/BamHI et GO
Hindlll/BamHI. Des aliquots (5ul) de ces produits PCR ainsi
qu'un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder,
Eurogentec) ont été déposés sur gel d'électrophorese
(agarose 1 %). L'amplification sur les colonies 9 et 33 a
permis d'obtenir une bande de taille attendue (1818 bp).
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Restriction de pGreen-GO

Le produit de la miniprep du clone 33 a été restreint par Hindlll puis purifié grace
au kit QIAquick. Le produit purifié a été restreint par Kpnl et soumis a une seconde
purification QIAquick.

Le fragment du terminateur tNOS a été cloné dans le vecteur pGreen-GO par

ligation en respectant le rapport insert : vecteur de 3 :1

Clonage du terminateur tNOS dans le vecteur pGreen-GO

Des cellules TOP10F' ont été transformées par dhoc thermique avec le mélange
de ligation du terminateur tNOS dans lintermédiaire pGreen-GO. Les colonies ont été
sélectionnées sur milieu LB contenant kanamycine (50 pg), Xgal (28 pg/ml) et IPTG (28
pg/ml). Une vingtaine de colonies blanches ont été repiquées et testées par PCR avec
les amorces du terminateur NOS (SOUPTERG et SOUPTERD) (figure 1I1.9). Le clone
numéro 6 a été retenu sur base d'un résultat positif en PCR. Ce clone a été mis en
culture liquide dans du milieu LB + kanamycine (50 pg/ml) et le plasmide (pGreen-GO-
tnos) a été préparé par miniprep.

Qene psa
: BellI(LB)

Mpt1 A'Lacs
" Epnl
~ terNOS
N Hmdn
pgreen-GO-tNOS
Bglll — | . L, .
(RB) Représentation schématique
i du vecteur pGreen contenant
3 l ac7" la ségence codante de la GO
g et le terminateur tNOS au sein
du T-DNA

Vérification du clone 6 par PCR

Afin de vérifier la présence du terminateur en aval de la GO, une PCR a été

effectuée avec I'amorce gauche de la GO (SOUPGOG) et I'amorce droite du terminateur
71



(SOUPTERD). Le fragment amplifié devrait contenir la séquence codante de la Glucose
Oxydase et le terminateur tNOS ; la taille attendue de ce fragment devrait étre de
(282+1818) 2100 bp. Une PCR sur le méme plasmide a été réalisée avec les amorces
SOUPGOG et SOUPGOD (figure 111.10).

Nous avons remarqué une différence de taille entre les deux produits PCR. Cette
différence est de l'ordre de 300 bp, ce qui correspond bien a la taille du terminateur (282
bp). Nous pouvons en déduire que le terminateur est juxtaposé a la séquence de la GO
puisque la taille de I'amplicon est celle attendue (2100 bp).

Restriction diagnostique du clone 6

Le plasmide issu de la miniprep du clone 6 a été vérifié par digestion
enzymatique. Apres une premiére digestion par Hindlll, I'échantillon a été purifié pour
subir ensuite la deuxiéme restriction par Kpnl. Sur base de la figure Ill.11, une
différence de taille a été observée entre les deux fragments a environ 6000 bp. En effet,
la bande de droite (a double restriction) est légérement plus basse que celle de gauche.
Le fragment d'ADN correspondant au terminateur tNOS (282 bp) a été observé au trans-
illuminateur mais n'apparait pas sur la photo du gel. Le clone numéro 6 contient donc la
bonne construction, qui sera appelée l'intermédiaire "pGreen-GO-tnos”, et qui servira de

vecteur pour le clonage des différents promoteurs.

Clonage des promoteurs dans le plasmide pGreen-GO-tnos.
Restriction de pGreen-GO-tnos

Le plasmide pGreen-GO-tnos, préparé par miniprep, a été restreint par Xbal et
BamHI. L'intermédiaire doublement restreint a ensuite été purifié par le kit QIAquick et

veérifié sur gel d’agarose (figure 111.12).

Isolement des promoteurs a partir du plasmide pCRII

Les trois promoteurs ont été restreints des plasmides pCRIl correspondants par
Xbal et BamHI et déposés sur gel d’agarose (figure 111.13). Les restrictions du promoteur
de Tabac et de Persil ont bien libéré des fragments de taille attendue (respectivement de

1500 bp et 900 bp). Ces fragments ont été extraits du gel grace au kit QIAEX.
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Figure I11.9: Vérification du clonage dans le plasmide pGreen-GO
HindlllI/Kpnl de I'insert tNOS HindlIlI/Kpnl.
Des amplifications PCR ont été effectuées sur les 20 colonies
blanches TOP10F' issues de la transformation avec le produit
de ligation pGreen-GO HindlIll/Kpnl et tNOS Hindlll/Kpnl. Des
aliquots (5ul) de ces produits PCR ainsi qu'un marqueur de
poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) ont été
déposés sur gel d'électrophorése (agarose 1 %). Pour chacune
des amplifications, une bande de taille attendue a été obtenue
(422 bp).
Un contréle négatif a été effectué sur une colonie bleue et 5 pul
ont été déposés dans le premier puits.

SL GO GO+NOS

bp

Figure II1.10: Vérification de la proximité du terminateur NOS et de la GO.
Des amplifications PCR ont été effectuées sur le clone 6 avec les
couples d'amorces SOUPGOG/SOUPGOD et
SOUPGOG/SOUPTERD. Des aliquots (5ul) de ces produits PCR
ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder,
Eurogentec) ont été déposeés sur gel d'électrophorese (agarose 1
%). Pour chacune des amplifications, une bande de taille atten-
due a été obtenue (1818 bp et 2100 bp).
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Figure IIl.11: Restriction diagnostique de la miniprep du clone 6 pGreen-
GO-tNOS.
Le plasmide pGreen-GO-tNOS a éré doublement restreint aved
les enzymes Hindlll et Kpnl. Le produit de restriction ainsi
qu'un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder,
Eurogentec) ont eté déposés sur gel d'électrophorese (agarose
1 %). Nous pouvons remarquer une différence de taille entre
les fragments des vecteurs restreints. Le fragment du
terminateur a été observé au trans-illuminateur et son empla-
cement est indigué par une astérisquie.
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Figure .12 Restrictions de deux minipreps du clone 6 pGreen-GO-tNOS
par Xbal et BamH| en vue du clonage des promoteurs.
Le produit de restriction de miniprep 1 (1) et 2 (2), ainsi gu'un
margueur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec)

ont été déposés sur gel d'électrophorése (agarose 1 %).
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Figure 1l.13: Restriction diagnostique des plasmides pCRIl contenant les

praomoteurs pPER, pTAB et p35S par Xbal et BamHI.

Les plasmides pCRIl ont été doublement restreint avec les
enzymes Xbal et BamHI. Le produit de restriction ainsi qu'un
marqueur de poids maléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec)
ont été déposés sur gel d'électrophorese (agarose 1 %). Des
fragments de 1600 pb et 900 bp ont ainsi été excisés, corres-
pondants aux promoteurs PR1-a du tabac et PR1-2 du persil.
La double restriction devant libérer le promoteur 35S n‘ayant
pas réussi, une voie alternative a été choisie pour l'isoler du
plasmide pCRII correspondant.
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Figure 11l.14: Amplifications PCR du fragment p35S a partir du plasmide
PCRII correspondant.
Un aliquot (5ul) de produit PCR du fragment p35S (promoteur
35S) amplifié a partir du plasmide pCRII avec les amor ces spécifi-
ques de p35S, a été déposé sur gel délectrophorése (agarose 1
%). Un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder,
Eurogentec) a aussi été déeposé (A).
Une nouwvelle PCR est réalisée apres avoir "piqué” dans la bande a
422 bp, un aliquot (5ul) est déposé sur gel d'agarose 1 % (B).
Le nouveau produit PCR a été purifié grace au kit QIAquick, et un
aliquot a été dépaosé sur gel pour veérification (C) ainsi qu'un mar-
queur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec).
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La restriction du promoteur 35S n'ayant pas libéré le fragment voulu de 422 bp, une voie
alternative a été choisie. Ce promoteur a alors été amplifié a partir du plasmide pCRII et
déposé sur gel d'agarose 1 % (figure 1ll.14A). Aprés avoir « piqué » dans la bande
d’ADN d'intérét, une nouvelle PCR a été réalisée avec les amorces adéquates afin de se
débarrasser du plasmide de départ. Le résultat de cette nouvelle PCR a été vérifié sur
gel d'agarose (figure I1.14B). Ce mélange PCR a été purifié par le kit QIAquick et

vérifiée sur gel d’agarose (figure 111.14C).

L'amplicon 35S a alors été restreint par BamHI et Xbal, avant de subir une

nouvelle purification par le kit QIAquick.

Clonage des promoteurs dans pGreen-GO-tnos restreint

Les trois promoteurs doublement restreints ont été incorporés dans l'intermédiaire
pGreen-GO-tnos par ligation. Le produit de ligation a été utilisé pour transformer des
bactéries TOP10F' par choc thermique. La sélection des transformants a été réalisée sur
milieu contenant de la kanamycine (50 pg/ml), du Xgal (28 pg/ml) et de I'PTG (28
pg/ml). Les colonies blanches ont été repiquées sur un milieu sélectif de méme

composition et criblées par PCR avec les amorces appropriées.

Des 28 colonies criblées pour le promoteur PR1-a du Tabac, un seul clone s'est
averé positif (figure 111.15). Ce clone ("tab 1") a été mis en culture et utilisé pour la suite

du travail.

géne pSa
 Bglll(LB)
‘*xi LacZ'
Y Ipnl

| \terNOS
Hindlll

Représentation schématique ﬁgz%l’/l{ :
du plasmide pGreen v
contenant le promoteur PR1-a |3'LacZ’
du Tabac. Yhal

GO

PRI-a ‘BamHI
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Des 21 colonies testées pour le promoteur 35S, 10 étaient positives. Le clone

"35S 4" a été choisi et mis en culture pour la suite du travail (figure 111.16).

Représentation schématique
du plasmide pGreen
contenant le promoteur 35S

du virus CaMV.

gene pSa

Nptl Egl (LB)

TKpnl
\\(hszdC}Ei
Hindlll

=le)

Des 30 colonies ayant été criblées pour le promoteur PR1-2 du Persil, 20 étaient

positives. Quatre clones positifs ("perl", "per2", "per3" et "perd") ont été mis en culture

pour la suite du travail (figure I11.17).

Représentation schématique
du plasmide pGreen
contenant le promoteur PR1-2

du Persil.
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Figure 111.15: Vérification du clonage dans le plasmide pGreen-GO-tnos

Xbal/BamHI de l'insert pTab Xbal/BamHI.

Des amplifications PCR ont été effectuées sur des colonies blan-
ches TOP10F' issues de la transformation avec le produit de
ligation pGreen-GO-tnos Xbal/BamHI et pTab Xbal/BamHI. Des
aliquots (5ul) de ces produits PCR ainsi qu'un marqueur de poids
moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) ont été déposés sur
gel d'électrophorése (agarose 1 %). L'amplification sur la colonie
1 a permis d'obtenir une bande de taille attendue (1500 bp).

1 2 3 4 5 SL

Figure 111.16: Vérification du clonage dans le plasmide pGreen-GO-tnos

Xbal/BamHI de l'insert p35S Xbal/BamHI.

Des amplifications PCR ont été effectuées sur des colonies blan-
ches TOP10F issues de la transformation avec le produit de
ligation pGreen-GO-tnos Xbal/BamHI et p35S Xbal/BamHI. Des
aliquots (5ul) de ces produits PCR ainsi qu'un marqueur de poids
moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) ont été déposés sur
gel d'électrophorése (agarose 1 %). L'amplification sur la colonie
4 a permis d'obtenir une bande de taille attendue (422 bp).



Ces six cultures de transformants ont été utilisées pour préparer 'ADN plasmidique par
miniprep. Seuls les plasmides résultants des quatre minipreps contenant le promoteur du

Persil ont été analysés par une restriction diagnostique (Xbal et BamHlI) (figure 111.18).

Nous disposons maintenant de trois constructions correspondant a trois TFDNA
différents. Afin de pouvoir sélectionner les plantes transgéniques aprées transformation,
un marqueur de sélection doit encore étre ajouté au T-DNA.

Introduction de la cassette de sélection nos-kan dans le T-
DNA

Amplification, extraction et restriction de la cassette nos-kan

A partir d'un clone de référence fourni avec le kit pGreen, une culture liquide (LB +
ampicilline a 50 pg/ml) a été inoculée et 'ADN plasmidique a été isolé par miniprep. Le
produit de la miniprep a été restreint par EcCoRV et déposé sur gel (figure I11.19). La
bande d’ADN de taille attendue, de I'ordre de 1500 bp, a été extraite du gel grace au kit
QIAEX.

Ligation de la cassette nos-kan dans les plasmides pGreen-promoteur-
GO-tnos

Les plasmides des clones Tabl, 35S4 et Perl ont été restreints par Hpal (qui se
situe a proximité du bord gauche du T-DNA). La cassette nos-kan, bordée de sites
EcoRV, a été clonée par ligation dans les plasmides restreints par Hpal obtenus des
clones Tabl, Perl et 35S4. Les produits de ces ligations (pGreen-promoteur-noskan) ont
été utilisés pour transformer des bactéries TOP1OF par choc thermique. Les
transformants ont été sélectionnés sur milieu LB contenant 50 pg/ml de kanamycine, 28
pg/ml d’'IPTG et 28 pg/ml de Xgal. Les transformants ont été criblées par PCR avec des
amorces spécifiques de la cassette nos-kan (NOSKANG/NOSKAND). Aucun clone
positif parmi ceux testés ne s’est révélé positif pour les constuctions contenant les
promoteurs 35S et du tabac. Pour la transformation avec le plasmide contenant le

promoteur du persil, le clone 19 a été retenu.

80



12 3 45 SL6 7 8 9 10

800 bp

Figure 1lI1.17: Vérification du clonage dans le plasmide pGreen-GO-tnos

Xbal/BamHI de l'insert pPer Xbal/BamHI.

Des amplifications PCR ont été effectuées sur des colonies blan-
ches TOP1OF' issues de la transformation avec le produit de
ligation pGreen-GO-tnos Xbal/BamHI et le promoteur PR1-2 du
persil Xbal/BamHI. Des aliquots (5ul) de ces produits PCR ainsi
qu'un marqueur de poids moléculaire (SL=Smart Ladder,
Eurogentec) ont été déposés sur gel d'électrophorese (agarose 1
%). L'amplification sur les 10 colonies présentées a permis d'obte-
nir une bande de taille attendue (900 bp). Lesclones 1, 2 , 3 et 4
ont été mis en culture pour la suite du travail.

Figure 11.18: Restriction diagnostique des plasmides pGreen-Persil-GO-tnos
par Xbal/BamHI.
A . Le plasmide pGreen-Persil-GO-tnos a été restreint avec l'enzy-
me Xbal et le produit de restriction ainsi qu'un marqueur de poids
moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) ont été déposés sur
gel d'électrophorese (agarose 1 %).
B : Le plasmide pGreen-Persil-GO-tnos a été doublement restreint
avec les enzymes Xbal/BamHI. Le promoteur PR1-2 du persil a
ainsi été libéré (900 pb, indiqué par une astérisque).



Une PCR a été réalisée au moyen d'amorces spécifiques des bords droit et gauche du
T-DNA, respectivement RBOD et LBOG (voir matériel et méthode). Cette PCR a été
réalisée sur le clone 19 et un clone ne portant pas la cassette (clone 4). On observe une
différence de taille entre les deux amplicons correspondant a la taille de la cassette, soit
1500 bp (figure 111.20).

Co-Electroporation de pSoup et pGreen-promoteur-noskan
d’Agrobacterium tumefaciens

pSoup
Un clone bacterien contenant pSoup a été utilisé pour inoculer une culture de 10
ml de milieu LB liquide + tétracycline a 5 ug/ml. Une miniprep a été réalisée sur base de

cette culture.

Le plasmide purifié par miniprep a subi une restriction diagnostique par BamHI, un

site unique du MCS de pSoup (voir figure 1.12 de l'introduction).

pGreen

Le clone 19 a été utilisé pour inoculer une culture liquide (10 ml de LB +
kanamycine a 50 pg/ml) et le plasmide a été purifié par miniprep. Ce plasmide pGreen
complet contenant le promoteur du Persil et la cassette de sélection nos-kan a été co-
électroporé avec le plasmide pSoup dans Agrobacterium tumefaciens (souche LBA4404
pBROMCSS5 virGN54D). La sélection des transformants a été réalisée sur milieu avec
kanamycine (50 pg/ml), car la réplication de pGreen (et donc la résistance a la

kanamycine gu’il porte) n'est effective qu'en présence de pSoup.

Transformation de la chicorée

Des feuilles de chicorée ont été transformées par Agrobacterium tumefaciens

contenant le plasmide pSoup et pGreen-promteur-noskan.

Au terme de cette rédaction, le processus d'infection et de transformation sont

terminés et nous attendons la régénération de cals et /ou de plantules transformeées.
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Figure I11.19: Restriction diagnostique du plasmide contenant la cassette

Figure lIlI.20:

nos-kan du kit pGreen.

Le plasmide a été restreint avec I'enzyme EcoRV afin de libérer
la cassette. Le produit de restriction ainsi qu'un marqueur de
poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec) ont été dépo-
sés sur gel d'électrophorese (agarose 1 %). Un fragment de
1500 pb a été excisé du gel.

Amplifications PCR des T-DNAs sur les plasmides provenant
du clone 19 contenant la cassette et du clone 4 ne la conte-
nant pas.

Des aliquots (5ul) des produits PCR des T-DNAs ont été déposés
sur gel d'électrophorese (agarose 1 %) ainsi qu'un marqueur de
poids moléculaire (SL=Smart Ladder, Eurogentec).

Les amplifications obtenues ont une différence de taille de I'or-
dre de 1500 bp, ce qui correspond a la taille attendue pour la
cassette de sélection nos-kan.
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V. DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES




IV Discussion Générale et perspectives

Comme il a été présenté dans lintroduction, la production d'espéeces actives
d'oxygéne (ROS) est nécessaire a la mise en place de la Réponse Hypersensible (HR)
et de la Résistance Systémique Acquise (SAR). L'H,O, et I'0O2*- sont les principaux
composants du choc oxydatif (Wojtaszek 1997), leur production artificielle de la HR.
C’est dans ce cadre qu'un projet de recherche au laboratoire, auquel participe ce
mémoire, a été missur pied. La production d’ H,O, dans la paroi de la chicorée
industrielle serait assurée, dans ce travail, par la glucose oxydase d’Aspergillus niger
aprés transformation par Agrobacterium. L'expression constitutive de la GO a déja été
réalisée chez la pomme de terre et conférerait une protection contre de nombreux
pathogénes (Wu et al 1995). L’expression constitutive de cette enzyme chez k chicorée

entraine, quant a elle, la mort des transformants (Benet 1998)

L’objectif de ce mémoire est, pour rappel, d’obtenir des chicorées exprimant la GO
en présence de pathogeéenes, grace au systeme de transformation pGreen. Au cours de
ce mémoire, nous avons réalisé deux constructions de T-DNA portant des promoteurs
inductibles des genes PR1-2 du persil et PR1-a du tabac. La construction portant le
promoteur du persil a été utilisée pour transformer des chicorées dont nous attendons la
régénération.

L'utilisation d’enzymes exo- ou endogénes a déja été exploitée dans d'autres

plantes.

Une oxalate oxidase de blé a été utilisée par Liang et al (2001) dans le but de
renforcer la résistance du peuplier Polulus X euramericana). Leurs résultats confirment
le réle de I'Oxo dans la défense des plantes. L'action des cette enzyme a été mise en
évidence entre-autre par la plus grande tolérance des transformants a l'acide oxalique.
L’équipe de Li et al (2002), quant a elle, c’est penchée sur l'effet de la surexpression
d'une autre oxidase (Polyphenol oxidase, PPO) sur la résistance de plants de tomate
face a une attaque bactérienne. Les plants de tomate surexprimant la PPO ont montré
une résistance accrue face au pathogene (P syringae) de par un nombre réduit de

Iésions et une forte inhibition de la croissance bactérienne.

D’autres études ont réalisées avec une glucose oxydase fongique, provenant de

Talaromyces flavus (Murray et al 1998) ou d’Aspergillus niger (Wu et al 1995). Ces deux
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enzymes produisent de I'H,O, lors de l'oxydation du glucose en présence d'oxygéne

moléculaire et conferent une résistance aux plantes qui les surexpriment.

Au terme de ce mémoire, nous ne pouvons malheureusement pas évaluer les
plantes transformée en voie de régénération. Lorsque ces plantes seront disponibles, il
faudra tester l'industrialisé de la production d’ HO, de la paroi cellulaire en présence
d’'acide salicyligue exogéne, et de divers pathogeénes. Il faudra ensuite vérifier qu’'une
augmentation de lactivité GO est accompagnée d'une résistance plus grande a

I'infection aussi bien au niveau local que systémique.

Il N'a pas échappé a notre attention que le peroxyde d’hydrogene n’est pas le seul
acteur de la défense des plantes intéressant pour les études sur le choc oxydatif, la
réponse hypersensible ou la résistance systémique acquise. Le NO (oxide nitrique) est
actuellement aussi étudié a ces fins. En effet, le NO pourrait également agir en tant
gu’agent antimicrobien, et molécule signal dans la défense des plantes (Foissner et al
2000). Suite a la perception du pathogéne un choc NO atteint son maximum en quelques
minutes seulement, et ceci indépendamment du choc oxydatif impliquant le peroxyde
d’hydrogene (Foissner et al 2000) . Le NO a également un role dans la croissance des
plantes, dans le retardement de la scénescence et dans I'activation de la production de
phytoalexines (Camp et al 1998). Son rble dans [lactivation de la mort cellulaire
programmee (PCD) a été documenté par Clarke et al (2000). Dans leur étude, cette PCD
a été assimilée a celle accompagnant la réponse hypersensible et incite a investiguer

cette voie.
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