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DAUCHOT Nicolas

Résumé

Sinapis alba est une plante photopériodique qui fleurit en jours longs. Il est a présent admis
que le stimulus floral, partant des feuilles vers le méristéme, est de nature multifactorielle. I
comprend notamment divers régulateurs de croissance tels que les cytokinines ou la
putrescine.

Un autre composant possible de ce stimulus multifactoriel pourrait é&tre les
oligogalacturonides, fragments issus de la dégradation des pectines des parois, connus pour
leur capacité a stimuler la formation de fleurs sur des explants de tabac.

Il a ét¢ démontré chez Sinapis que les pectines des parois du méristtme apical étaient
largement dégradées tres tot au cours de la transition florale. Cette dégradation provoquant
ainsi probablement la libération de fragments pectiques au niveau du méristéme, mais
également des modifications profondes de la paroi, pouvant jouer un rdle dans la
différenciation cellulaire. Ces modifications des teneurs en pectines des parois résultent
probablement de la libération d'enzymes pectolytiques, comme la pectine méthylestérase
(PME), au niveau du méristéme.

Ce mémoire a pour but, dans une premiere partie, la production d'une sonde ARN
radioactive, dirigée contre une région trés conservée des génes de PME. Et dans une seconde
partie, l'utilisation de cette sonde pour hybridation in sifu sur coupes de méristémes
végétatifs et induits a fleurir. On constate notamment 1'expression probable des messagers de
PME au niveau des épidermes. Cependant, certains problémes de reproductibilité ne
permettent pas la comparaison des apex végétatifs et induits. Les mises au point de la
technique, effectuées au cours de ce mémoire et a poursuivre sont discutées.
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Figure 1.1: Stade végétatif ( Sinapis alba (L.) ).

Figure 1.2: Stade reproducteur ( Sinapis alba (L.) ).
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Introduction générale

La vie de la plante s’articule autour de deux grands axes. Pendant la premiére partie de
sa vie, la plante grandit et produit des organes végétatifs (figurel.1). Ensuite, sous I’influence
de facteurs endogeénes et exogenes, celle-ci passe au stade reproducteur afin de perpétuer
I’espéce (figurel.2). Ce passage s’accompagne de modifications morphologiques et
physiologiques.

Chez beaucoup de plantes, le succés de la reproduction est assuré par une
synchronisation de la floraison des différents individus d’une méme espéce. Cette
synchronisation fait intervenir des facteurs environnementaux: on constate que les €éléments de
’environnement présentant des variations au cours des saisons sont généralement impliqués
dans ce phénomene.

Parmi ces facteurs a fluctuation saisonniére, on retrouve trés tot le role de la
photopériode puisqu’il a été établi dés 1920 par Garner et Alland (Thomas and Vince-Prue.,
1997 in Levy, Y.Y., and Dean, C., 1998).

Chez la plante, le centre de perception de la lumiére se situe au niveau des feuilles grace
a une série de photorécepteurs sensibles soit a la longueur du jour, soit a la qualité de la
lumiére (Poppe ef al., 1998). Il est cependant intéressant de constater que c’est plus la
longueur de la nuit que celle du jour qui constitue le facteur déterminant.

Parmi les différents modeles qui ont été émis au cours du temps, un seul semble
actuellement faire [’'unanimité: il s’agit de la théorie du stimulus multifactoriel proposée par le
professeur Bernier dés le début des années 1980. Alors que les précédents modeles proposaient
un contrdle de la floraison basé soit sur des hormones universelles (florigéne et antiflorigéne),
soit sur une variation des apports en nutriments, le modele du stimulus multifactoriel introduit,
quant a lui, une premiére approche de la complexité des phénomenes mis en jeu. Cette
complexité sera par la suite confirmée par les études génétiques menées sur le sujet grace aux
nombreux mutants de la floraison présents chez Arabidopsis thaliana.

L’approche physiologique de la transition florale menée par le laboratoire du professeur
Bernier s’est faite sur Sinapis alba, la moutarde blanche. Cette plante de jour long est
maintenue a I’état végétatif par des cycles de 8 heures de lumiére et de 16 heures de nuit. Au
terme de deux mois de croissance végétative, elle pourra étre induite a fleurir par I’application
d’un seul jour long (JL de 16 a 22 heures) ou d’un jour court décalé (JCD, un jour de 8
heures appliqué plus tard dans la journée, ce qui a pour effet de réduire la nuit suivante, comme
dans le cas d’un jour long) (Bernier, 1989). Une représentation schématique des JC, JL et JCD
se trouve en figure 1.3.

Chez Sinapis, un des événements les plus précoces observés suite a ’induction, au
point de vue morphologique, est une vague de divisions cellulaires qui se produit entre la 24 et
la 28"™ heure apreés le début du traitement inducteur (Bernier 1988). Ce pic de mitose peut
étre congu comme étant la résultante d’une série de modifications observées dés que la plante
entre dans la période de photo-extension, c’est-a-dire la période se situant au-dela de la
huitieme heure de lumiere.
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Figure 1.3: Schéma comparant la longueur d’un jour long (JL), jour court (JC), et jour court
décalé (JDC). Les rectangles noirs représentent les périodes d’obscurité; les blancs, les
périodes de lumiére (aimablement fourni par S. Sobry).

La premiére de ces modifications, au point de vue physiologique, est une augmentation
du saccharose exporté des feuilles vers I’apex et vers les racines dés la neuviéme heure.

Suite a I’arrivée du saccharose au niveau des racines, on constate une exportation de
cytokinines des racines vers les feuilles, puis des feuilles vers le bourgeon apical ou elles
arrivent vers la 16™ heure. Ce moment correspond également a une arrivée de polyamines
(putrescine), qui semblent coopérer avec les cytokinines dans les processus de divisions
cellulaires (Dewitte, 1999).

Ces différents facteurs, ensemble ou pris séparément, sont insuffisants pour induire la
floraison, ce qui milite en faveur de I’origine multifactorielle du stimulus floral. D’autres
signaux sont encore a découvrir.

On peut ajouter aux différents éléments signalés plus haut une observation effectuée
chez le tabac. En 1991, Victoria Marfa, du laboratoire de P. Albersheim, publiait un article
dans « The plant journal » ou elle décrit la formation de fleurs sur des explants de tabac apres
stimulation par une solution résultant de la dégradation partielle, par des
endopolygalacturonases, de parois cellulaires de cellules de sycomore (Marfa ef al., 1991).

La purification de I’élément induisant la formation des fleurs sur les TCL de tabac (thin
cell layer) a permis I’identification de polymeéres en a-1,4 d’oligogalacturonides ayant un degré
de polymérisation de 12 a 14 (fragments pectiques). Les travaux de I’équipe d’Albersheim
montraient donc pour la premiére fois que des fragments pectiques pouvaient également étre
impliqués dans un processus aussi complexe que la formation des fleurs. Tous ces éléments
nous ont poussés a nous intéresser davantage aux pectines.

Pour comprendre I’importance cruciale que cette découverte laisse entrevoir, il faut la
replacer dans son contexte: une des différences majeures entre les cellules animales et végétales
est sans nul doute la présence d’une paroi cellulaire. On est loin actuellement de la conception
selon laquelle cette structure particuliére ne représentait qu’une boite rigide. Elle est
considérée actuellement comme une mosaique complexe avec une multitude de formes et de
fonctions (Carpita and Gibeau, 1993).
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On distingue dans la paroi trois domaines indépendants: un domaine fondamental
composé de cellulose et d’hémicelluloses (principalement des xyloglucanes chez les
dicotylédonées) incorporées au sein d’un second domaine formé de polysaccharides pectiques
et enfin, dernier domaine, les protéines structurales. Nous nous attarderons principalement sur
la composante pectique de la paroi.

La découverte de Marfa vient allonger la liste des éléments démontrant les effets
biologiques des fragments pectiques sur les cellules végétales. On trouvera ci-dessous quelques
situations ou ces fragments ont déja montré clairement leur importance.

On peut citer 'effet de pathogénes des végétaux qui, sécrétant des enzymes
pectolytiques, produisent des fragments pectiques. Ces fragments ainsi libérés interviennent
dans différentes réponses de défense (Jin and West, 1984) menant notamment a la synthése de
phytoalexines (antibiotiques végétaux non protéiniques) lors de bioessais sur des cotylédons de
soja (Nothnagel ef al., 1983).

Messiaen et al. (1993) ont démontré par imagerie de fluorescence que les
oligogalacturonides ayant une niveau de polymérisation supérieur a 9 étaient capables de
prendre leur conformation en egg box en présence de Ca™" et provoquaient une augmentation
du calcium cytosolique dans des protoplastes de carotte. Le calcium étant un intermédiaire
fréquent des voies de transduction du signal, on pergoit dés lors I’importance de I’étude des
fragments pectiques.

En 1989, Liners et al., ont réussi a produire un anticorps monoclonal dirigé contre les
pectines présentant la conformation en egg box induite en présence de calcium. Cet anticorps,
le 2F4, a par la suite été utilisé avec succes dans I’étude comparative des pectines dans des cals
compacts et friables de betterave sucriere.

Ces anticorps ont également permis de faire une étude de la composition en pectine des
méristémes de Sinapis alba L. au cours de la transition florale. Ces travaux
immunocytochimiques (S.Sobry, résultats non publiés) ont montré d’importantes modifications
au niveau des pectines du méristéme apical de Sinapis dans les premiéres heures apres le début
du traitement inducteur.

L’analyse statistique du marquage obtenu au niveau des zones de jonctions
intercellulaires et des zones de parois entre ces jonctions a permis de mettre en évidence une
importante diminution des teneurs en pectines. Cette diminution prendrait place tres tot, entre
la douziéme et la vingtiéme heure apres le début du jour long.

Les pectines présentes au niveau du méristéme de S. a/ba (L.) sont majoritairement
sous forme estérifiée (méthylestérifiée ou acétylestérifiée). La diminution de la quantité de
pectines totales provient, selon toute vraisemblance, de I’action de polygalacturonases,
enzymes pectolytiques notamment impliquées dans les phénomenes de perte de structure
consécutifs au mirissement, comme démontré par Hadfield ez al. (1998) dans leur étude sur le
murissement du melon.

Cependant, ces enzymes hydrolytiques, impliqués dans la déstructuration des parois
cellulaires, nécessitent I’action préalable d’enzymes catalysant la désestérification des pectines,
comme les pectines méthylestérases (PME) ou les pectines acétylestérases (PAE).
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Sous leur forme acide, les acides polygalacturoniques (pectines) sont alors sensibles a la
dégradation par les polygalacturonases.

En sachant que la quantité de pectines présentes dans le méristéme diminue au cours de
la transition florale, que cette dégradation est dépendante des mécanismes de désestérification
des pectines et que les pectines des méristémes apicaux de Sinapis sont plus largement
méthylestérifiées qu’acétylestérifiées, il nous est donc apparu capital d’essayer de mettre en
évidence la présence de PME dans le méristéme apical, ainsi que la variation probable de
celles-ci apres le traitement inducteur.

Cette dégradation, outre le fait qu’elle pourrait mener a la production de fragments
pectiques pouvant jouer le role de messagers, permettrait [’indispensable coordination entre
les différents territoires cellulaires au sein du méristeme. On a en effet constaté que le
développement des fleurs nécessitait un contact étroit entre les cellules, la formation de
gradients de différentes protéines déterminant le devenir de chaque cellule (Haughn, 1999).
Dans son rapport d’activité daté d’aolt 1997, S. Ormenese de I’Université de Liége, a montré
un changement significatif du nombre de plasmodesmes a partir de la 32°™ heure aprés le
début du jour long au sein et a 'interface de certaines couches bien délimitées du méristéme de
Sinapis. Ces plasmodesmes, par leur présence, permettent la formation d’un symplaste
physiologique. Leur augmentation est donc hautement favorable a la mise en place de systémes
coordonnés. La modification des pectines dans les parois du méristéme est peut-étre un
phénomene pouvant intervenir dans la formation de ces plasmodesmes.

Deux types de détection des PME peuvent étre envisagés:

- au niveau transcriptionnel (m-RNA)
- au niveau traductionnel (protéine).

Les deux approches seront menées conjointement au sein de notre laboratoire. Nous
nous chargerons de la détection au niveau de I’expression transcriptionnelle par hybridation in

situ (HIS).

Outre I’intérét que peuvent nous fournir les résultats quantitatifs, un autre intérét de ces
résultats concernera la localisation du marquage. Si on se rappelle les éléments évoqués plus
haut se rapportant a I’augmentation du nombre de plasmodesmes, les informations concernant
la localisation des PME pourraient apporter des données complémentaires trés appréciables.

L’avantage de I’HIS par rapport a une technique telle que le Northern Blot est son
extréme sensibilité. Elle permet en effet la détection de m-RNA contenu dans une seule
cellule..

Enfin, alors qu’une quantité non négligeable de matériel est nécessaire a la réalisation
d’un Northern Blot, et méme si plusieurs hybridations consécutives peuvent étre réalisées sur
la méme membrane, la méme quantité de matériel permet de réaliser des dizaines d’HIS avec
des sondes différentes (J. N. Wilcox 1993).

L’HIS peut étre réalisée a partir de sondes c-DNA, m-RNA ou d’oligonucléotides
synthétisés. Le marquage de ces sondes peut étre réalisé via incorporation d’un nucléotide
marqué radiocativement ("H, **P, **P, **S) ou non (biotine, digoxigenine). Aprés comparaison
des différentes méthodes, les classement ci-dessous a pu étre réalisé:
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riboprobes > c-DNA > oligomére synthétique
338 > 3p > H >> biotine/digoxigenine
échantillon gelé > paraffine

La technique de I’HIS est maintenant largement utilisée. De plus, I’obtention récente de
résultats lors de tests d’hybridation avec des riboprobes *°S dirigées contres des PME d’orange
sur coupe de paraffine nous a fortement encouragés dans cette option (Christensen et al.,
1998). Nous réaliserons également les tests sur coupe paraffine avec des riboprobes *°S. On
retrouvera un apercu des aspects techniques de I’hybridation in situ en annexe.
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Relevé de la littérature

1 Les contrdles de la floraison: aspects physiologiques et génétiques.

s Introduction

Le plan général de la plante est établi pendant I’embryogenése. Cependant, une grande
partie du développement se produit apres la phase embryonnaire. Dans la plupart des espéces,
le méristéme apical donne naissance a des organes végétatifs comme les feuilles, mais, suite a
un stimulus, il accomplit la transition vers le développement reproducteur et la formation de
fleurs. Ce changement est controlé par des signaux environnementaux et endogénes (Bernier,
1988).

Pour que la reproduction soit efficace, il faut que tous les individus d’une espéce
fleurissent en méme temps; c’est dans ce but que la majorité des plantes utilise des signaux
environnementaux afin de réguler la transition florale. Tous les facteurs environnementaux qui
subissent des variations saisonnieéres sont des €éléments pouvant potentiellement jouer ce role
de signal. On distingue la photopériode, la température, la disponibilité en eau ainsi qu’en
nutriments et enfin les caractéristiques de la lumiére (composition spectrale, quantité) (Y.Y.
Levy and C. Dean, 1998).

Il a été observé que certaines plantes sont cependant moins sensibles aux variables
environnementales que d’autres et que le déclenchement de la floraison se fait, chez ces
especes, principalement en réponse a des parametres tels que leur taille ou le nombre d’entre-
noeuds. La floraison peut également €tre induite par des stress comme une déficience en
nutriments ou en eau. La fleur ainsi formée produira des graines qui seront plus susceptibles de
perpétuer ’espéce en attendant le retour des conditions favorables (Y.Y. Levy and C. Dean,
1998).

Dans de nombreux cas, la floraison des plantes dépend des conditions
photopériodiques. La durée des jours est pergue par les feuilles qui, en réponse, génerent un
stimulus floral. Celui-ci, transmis au méristéme, y déclenche la mise a fleur. Malgré les
nombreuses recherches qui lui sont consacrées, la nature du stimulus floral reste encore
controversee.

L’analyse de la littérature concernant le sujet fait apparaitre 3 modeles principaux qui se
sont succédés au fil du temps pour tenter d’expliquer le contrdle de la transition florale:

- I’hypothese florigene / antiflorigene

Le florigéne, une substance promotrice de la floraison, est produit dans les feuilles sous
des conditions photopériodiques favorables et est transporté dans le phloéme jusqu’a I’apex.
Une seconde hormone, inhibitrice, nommée antiflorigéne, compléte le signal de floraison.
Cependant, aprés de longues et vaines recherches, ces deux hormones universelles restent

toujours a découvrir.
- I’hypotheése « nutrient diversion »
Ici, l’induction florale, quelle que soit sa nature, est un moyen de modifier

’approvisionnement. L’induction provoque un meilleur approvisionnement de I’apex en
nutriments, ce qui déclenche la suite des événements.
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- hypothése du contréle multifactoriel

Dans ce dernier cas, le passage de I’état végétatif a 1’état reproducteur est controlé par
plusieurs substances chimiques, phytohormones et éléments assimilés. La nature de ces
substances pourrait varier d’une espeéce a ’autre. Chacune serait néanmoins requise a un
certain moment et dans une certaine concentration pour que se réalisent les événements
essentiels se déroulant lors de I’évocation florale. Cette derniére théorie est la plus largement
admise actuellement.

Bien que ce mémoire traite de ’aspect physiologique du contrdle de la floraison, on
fera également I’état des connaissances actuelles de la régulation génétique de la floraison.

Les physiologistes ont favorisé, pour leurs études, les plantes photopériodiques
répondant a un seul cycle inducteur car ce sont les seules chez lesquelles on peut déterminer
avec précision le temps zéro et ou on observe une grande synchronisation entre les individus
(Bernier, 1989). Dans le contexte de la floraison, c’est une Brassicaceae, Sinapis alba (L.) (la
moutarde blanche) qui a été retenue (figure 2.1.1). D’autre part, pour les études génétiques
chez les plantes, la taille réduite, le temps de génération court et le petit génome d’Arabidopsis
thaliana en ont fait un modele de choix.

Notre bref aper¢u du contrdle génétique, bien qu’étant réalisé chez Arabidopsis, pourra

étre en grande partie extrapolé a S. alba (L.) car il s’agit de deux espéces tres proches de la
méme famille (Bonhomme et al., 1997).

2 Physiologie de la transition florale

Comme on I’a dit précédemment, le moment du passage de 1’état végétatif a 1’état floral
est, chez la majorité des plantes, influencé par des facteurs internes et environnementaux. Les
différents facteurs environnementaux sont pergus a des niveaux distincts:

- la photopériode est pergue par les feuilles matures

- la température est pergue par toute la plante bien que les basses températures soient
principalement pergues par I’apex (vernalisation)

- la disponibilité en eau est évaluée via les racines.

Ces différents centres de perception sont localisés dans des parties géographiquement
différentes de la plante. Pour avoir un effet, il faut que les différentes informations pergues
interagissent. On en déduit des lors que le devenir du méristéme apical est contrdlé par un
ensemble de signaux a longue distance provenant de toutes les parties de la plante (Bernier et
al., 1993).

Pour ce qui est des plantes sensibles a la photopériode, on considére les signaux comme
étant généralement transportés des feuilles, organes de la perception de la lumiere, vers le
méristéme apical via le phloéme avec les assimilats. Les signaux provenant des racines sont
transmis via le xyléme par le flux de la transpiration.

Sinapis alba (L.) est une plante de jour long. A I’dge de deux mois, elle peut étre
induite a fleurir par exposition a un seul jour long ( minimum 16 heures) ou a un jour court
décalé.
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La photopériode est pergue au niveau des feuilles matures et pas au niveau du
méristéme car celui-ci est non photosynthétique (Bernier, 1989). L’initiation du premier
primordium floral par le méristéme apical commence deux jours plus tard.

L’étude des modifications survenant dans la plante suite a I’induction se fait via des
analyses comparatives des exsudats collectés dans les plantes induites et non induites. Les
substances choisies, parmi les nombreux composés présents, le seront pour leur capacité a
mimer certains des effets normalement observés au niveau du méristéme apical lors de la
transition florale. C’est pour cette raison que nous nous attacherons a étudier les
carbohydrates, les cytokinines, les auxines, les polyamines et le calcium.

2.1.  Les carbohydrates

Lorsqu’on expose Sinapis alba a une irradiance 2.5 fois supérieure a la normale, elle ne
fleurit pas. Ce traitement cause cependant une augmentation du niveau de saccharose dans le
méristéme ainsi que certains des changements ultrastructuraux typiquement observés pendant
la transition florale (Pryke and Bernier, 1978 repris de Bernier, 1993). Cette augmentation est
pressentie comme étant due a ’augmentation de la photosynthése, ce qui accroit la quantité
des assimilats disponibles. Le saccharose est le sucre majeur des feuilles et des exsudats
racinaires. On observe que son niveau augmente drastiquement dans les exsudats (aussi bien
des plantes induites par un JL que par un JCD) trés t6t apres la transition. Cette augmentation
du saccharose dans les exsudats se traduit par une accumulation également trés précoce au
niveau du méristéme des plantes induites.

Le fait que ’on constate [’augmentation des teneurs en saccharose dans les exsudats
apres induction, et cela méme si on n’augmente pas le taux de photosynthese, laisserait penser
que cet accroissement n’est pas consécutif a une biosynthése accrue mais bien a une
mobilisation des réserves déja existantes, notamment au sein des racines et des feuilles.

Afin de confirmer ou d’infirmer cette théorie, on a fourni du "*C aux plantes induites et
on a regardé si le saccharose exporté était marqué ou non. Les résultats ont confirmé la théorie
selon laquelle le saccharose mobilisé provenait de réserves (amidon) déja présentes dans la
plante (Bodson and Remacle, 1987 repris de Lejeune 1993).

Cette augmentation du saccharose est intéressante, car un des premiers changements
observé apres I’induction florale est un pic de mitoses 24 a 30 heures apres le début du jour
long, ainsi qu’un raccourcissement des phases du cycle (Y.Y. Levi et al, 1998).
L’accroissement des teneurs en saccharose dans le méristéme précéde donc I’activation de
processus trés consommateurs d’énergie. Cette augmentation du saccharose est donc a
considérer comme une cause et non une conséquence du pic de mitose. Un rdle
« messagelike » du saccharose est donc également envisageable.

2.2.  Les cytokinines

Un autre traitement non inducteur mimant des phénomeénes observés normalement lors
de la transition florale est I’application d’une faible dose de cytokinines au bourgeon apical
d’une plante cultivée en jour court. Un tel traitement permet en effet d’observer une
synchronisation des divisions cellulaires (Havelange ef a/ 1986).

Comme on le sait déja, I’exposition au jour long provoque la production rapide d’un
signal au niveau du centre de la perception de la lumiere (les feuilles matures) qui est ensuite
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transporté rapidement vers les racines via le phloéme. La nature de ce signal, stimulant la
production de cytokinines, est indéterminée, mais le saccharose est un candidat sérieux étant
donné que son niveau augmente des la premiere heure suivant I’extension de la photopériode
(donc dés la neuviéme heure).

Si on interrompt les échanges entre les racines et [’apex en découpant un anneau dans
les couches supérieures de la tige, on constate que la floraison est inhibée si cette opération est
réalisée a la huitiéme heure. Cette inhibition peut étre levée par ’application de cytokinines sur
le bourgeon apical a la 16“™ heure. En réponse & I’ augmentatlon de saccharose en provenance
" des feuilles, il y a donc exportation de cytokinines des racines vers I’apex.

L’analyse des exsudats racinaires a montré que la cytokinine majeure qui s’y trouve est
la zéatine riboside (9RZ) et dans une moindre mesure I’isopentenyladenine riboside (9RiP).
L’augmentation de ces composés est rapide et transitoire dans les exsudats racinaires en
réponse au jour long (Bernier et al., 1990 repris de Bernier 1993).

Cette augmentation semble aussi affecter les feuilles et I’apex dés la 16“™ heure aprés
le début du jour long. Les cytokinines libérées par les feuilles sont sous forme
d’isopentenyladenine. On ne sait cependant pas si ces cytokinines sont néosynthétisées dans les
feuilles ou si elles dérivent de cytokinines d’origine racinaire €tant donné que c’est la que se
situe leur site majeur de biosynthése. Les feuilles peuvent cependant étre également un site
additionnel de production en certaines circonstances.

2.3. Les cations

L’analyse des échanges de Ca’", Mg®" et K" entre les différentes parties de la plante au
cours de la transition florale chez Sinapis alba a permis de mettre en évidence une
augmentation de ces trois cations dans les exsudats racinaires. On a aussi pu observer qu’aucun
changement significatif ne se produisait dans les exportations au départ des feuilles, alors que
seul le calcium augmentait significativement au niveau des exsudats apicaux aux environs de la
trentiéme heure. Cette augmentation du calcium apical peut étre mise en paralléele avec une
stimulation des divisions cellulaires qui ont lieu & peu prés au méme moment. Cette vague de
divisions cellulaires implique la formation de beaucoup de nouvelles parois cellulaires dont le
calcium forme une composante importante. Les besoins causés par cette néosynthése de parois
causerait un effet « siphon » qui canaliserait le calcium des racines vers I’apex via le xyléme
(Havelange and Bernier 1993). Le calcium ne présente pas d’effet inducteur, il pourrait tout au
plus jouer le role de messager secondaire, notamment dans I’action des cytokinines.

2.4.  Les polyamines

D’autres expériences, basées également sur I’étude des variations de la composition des
exsudats, ont permis d’analyser les variations des teneurs en polyamines au cours de la
transition florale.

Dans les différentes fractions récoltées chez Sinapis , les putrescines constituaient les
polya:mnes les plus importantes. On constate que leur taux augmente rapidement et de fagon
marquée dans les exsudats foliaires suite a I’induction (entre la 9™ et la 15™ heure) et atteint
un maximum général entre la 21°™ et la 27°™ heure. Le titre de putrescine dans les racines
n’a, quant a lui, pas évolué.
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Figure 2.1.2: Diagramme des boucles de régulations participant au contréle de la transition
florale chez Sinapis alba. Implication du saccharose et des cytokinines (Bernier et al., 1993).
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Si on applique du DFMO (difluorométhylornithine), un inhibiteur irréversible de
I’ornithine décarboxylase (enzyme intervenant dans la biosynthése de I’ornithine), a la huitiéme
heure du jour long, alors on réduit fortement la concentration en putrescines libres et
conjuguées dans les exsudats foliaires. On constate également une diminution importante de la
réponse de floraison, cette diminution due au DFMO pouvant étre annulée par une application
simultanée de putrescine aux racines. Le DFMO diminue également les mitoses et la synthése
de DNA dans le meristéme apical, phénoménes qui n’ont jamais pu étre dissociés de la
floraison (Havelange ez al., 1996).

Le role d’autres polyamines dans le controle de la transition florale est également
apparu chez le tabac suite a I’utilisation d’inhibiteurs de la syntheése de la spermidine et de la
spermine. La spermidine s’accumule plus dans les bourgeons floraux que dans les bourgeons
végétatifs. On a aussi observé que I’addition de spermidine dans un milieu de culture de tissus
végétatifs pouvait induire leur floraison (Kaur-Sawhney ez a/ 1988).

Il a été montré sur des cellules de carotte en suspension que la putrescine stabilisait la
conformation en boite a oeufs de fragments pectiques et augmentait, par la-méme, le signal
transduit par les cellules traitées. A l'inverse, la spermidine et la spermine déplagaient le
calcium des fragments pectiques et annulaient le signal (Messiaen and Van Cutsem, 1999).

En conclusion, on suppose que les polyamines coopérent avec les cytokinines dans le
processus de division cellulaire. Leur fonction exacte est encore inconnue.

2.5.  Les auxines

La quantité d’auxine diminue fortement au niveau de I’apex dés la 16™ heure aprés le
début du stimulus. On observe donc une diminution du rapport auxine/cytokinine dans le
bourgeon apical de la plante induite. Or un rapport aux/cyt faible est en général une des
conditions nécessaires a la formation d’organes aériens (un rapport aux/cyt élevé étant
favorable a la formation de racines).

2.6.  La théorie du stimulus multifactoriel chez Sinapis alba

Ce mode¢le peut se présenter comme suit: en réponse a la perception d’un jour long (ou
jour court décalé), a lieu une mobilisation des réserves d’amidon se trouvant dans les racines et
dans les feuilles. S’ensuit une mobilisation de zéatine riboside et d’isopentenyladenine riboside
racinaires qui remontent vers les feuilles dés la neuviéme heure. Ensuite on observe une
exportation d’isopentenyladenine riboside en provenance des feuilles qui atteint I’apex a la
16"™ heure en méme temps que la putrescine, le tout menant au pic de mitose aux alentours de
la trentiéme heure, a la mobilisation du calcium, ainsi qu’a de nombreux changements
ultrastructuraux et moléculaires (figure 2.1.2).

X Génétique de la transition florale: le cas Arabidopsis thaliana

Ce chapitre sur les régulations génétiques est largement inspiré des articles de synthése
publiés par Pidkowich et al.,, (février 1999) et Levy et al, (décembre 1998). On pourra y
retrouver les références bibliographiques des différentes expériences réalisées ainsi que des
conclusions qui en ont été tirées et qui ont permis de dresser le tableau présenté ci-aprés. La
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Figure 2.1.3: Interactions entre les génes appartenant aux différentes voies de contréles
génétiques de la floraison (Pidkowich et al., 1999).
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figure 2.1.3 propose une synthése des données concernant le contrdle génétique de la
floraison.

Chez Arabidopsis thaliana, la formation de la fleur implique ’action séquentielle de 2
groupes de génes:

- les génes dits « d’identité florale du méristéme » (floral meristem identity genes)
qui vont faire évoluer le meristéme de I’état végétatif a 1’état floral. Cette catégorie de
geénes comprend typiquement LFY, AP1, Cal, AP2 et UFO

- les génes dits « d’identité des organes » (organ identity genes) qui vont diriger la
formation des différentes parties de la fleur.

L’activation de ces génes va s’opérer suite a I’action du produit de génes controlant la
période de floraison. La détermination du moment ou la floraison va avoir lieu fait intervenir
quatre voies de controles. Deux de ces voies sont dues a des facteurs endogénes et deux autres

sont fonction
de I’environnement. Une de ces voies est répressive, les trois autres activatrices. Les deux

voies de contrdle régulées par des facteurs endogenes sont typiquement:

- voie de répression florale:
cette voie permet I’inhibition de la floraison jusqu’a ce qu’une certaine taille ou
un certain age soit atteint par la plante

- voie activatrice autonome:
cette voie est supposée avoir un effet antagoniste croissant, au cours du temps,
sur la voie de répression.

Les deux autres voies qui contrdlent les réactions face aux signaux ayant une origine
environnementale sont:

- la voie de promotion photopériodique: ;
en font partie les génes intervenant dans la réponse a la photopériode

- la voie de réponse a la vernalisation:
la vernalisation ne constitue pas un traitement inducteur, mais une étape
d’exposition au froid est souvent nécessaire a la formation des fleurs.

3.1. Lavoie de répression florale

On distingue au sein de cette voie des geénes responsables de la répression
indépendamment de la photopériode (EMF1, EMF2, ELF3 et PIF). D’autres genes de
répression de la floraison sont étroitement liés a la photopériode (ELF1, ELF2, PHY B, TFL1,

TLF2, CLF, WLC).

L’étude des mutants, comme souvent en génétique, a permis de découvrir dans les
génes EMF un élément de controle négatif majeur de la floraison; en effet, les mutants emfl et
emf? fleurissent sans presque montrer de phase végétative.

Une hypothése a été avancée selon laquelle les produits des génes EMF pourraient
intervenir pour réprimer la floraison via leur interaction avec des genes d’identité florale.
comme AP1 et AG qui sont exprimés tres tot lors de la germination des graines emf. On a
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également constaté que cette mutation emf pouvait étre mimée par une expression constitutive
de LFY (floral meristeme identity gene). De la méme maniére, certains produits de geénes
favorisant la floraison pourraient agir en ayant une répression directe ou indirecte sur la
fonction EMF.

Un autre géne intervenant dans la répression de la floraison est le géne TERMINAL
FLOWER 1 (TFL1). En effet, comme chez beaucoup d’angiospermes, tous les méristémes
d’Arabidopsis ne développent pas de fleurs suite a I’évocation florale. Le méristéme primaire
et les méristemes latéraux initiés sur les tiges latérales (deuxiéme ordre) maintiennent un
programme végétatif pendant la phase reproductive: la plante est donc capable de déterminer le
devenir végétatif ou inflorescentiel de ses méristémes.

Chez les mutants tfll, on observe la conversion de tous les méristémes apicaux en
méristemes floraux au cours de I’évocation: TFL1 est donc indispensable au maintien a 1’état
végétatif de ces méristémes. On constate que 1’expression basale localisée principalement dans
I’apex avant la transition est augmentée dans les méristémes qui vont garder un programme
végétatif aprés I’induction. TFL1 se pose comme un inhibiteur potentiel de la fonction de génes
tels que FCA, FVE et FPA (génes faisant partie de la voie d’activation autonome) menant a
Pactivation de LFY et AP1. TFL1 pourrait également interférer avec la capacité de LFY et
AP1 de s’activer I’'un 'autre. Les facteurs qui influencent la plante dans le choix d’exprimer
TFL1 au niveau des méristémes apicaux reste encore, a I’heure actuelle, a I’état de question.

CLF et WLC sont des genes dont le produit retarde la floraison via interaction avec
certains geénes d’identité du méristéme; ils empéchent ces génes de s’exprimer dans les tissus
végétatifs, ce qui n’est plus le cas chez les mutants clf et wif qui expriment alors AG
(AGAMOUS) de fagon ectopique dans les feuilles.

Un autre aspect de la répression, pourrait se situer au niveau d’une répression de la
compétence du méristéme a pouvoir répondre a des stimuli « flower promoting ». Les facteurs
intervenant dans ce mode de régulation restent cependant encore mal définis.

Un dernier point, plus subtil, pourrait également jouer un rdle important dans la
répression de la transition florale: le degré de méthylation du DNA. On a en effet constaté que
I’hypométhylation, résultant de Dintroduction d’un géne anti-sens, permet |’expression
ectopique de AG et AP3, induisant par la-méme un fleurissement précoce. On verra plus loin
que le role de vernalisation peut probablement également se jouer a ce niveau la.

Pour avoir activation de la floraison, il faut donc que se développe soit une répression
des inhibiteurs soit une activation de promoteurs de genes intervenant dans le passage a I’état
reproducteur, ou enfin un mélange des deux.

3.2.  Voie d’activation de la floraison sensible a la photopériode

Comme on I’a déja mentionné dans le chapitre consacré a 1’aspect physiologique de la
floraison, la transition florale trouve son origine, chez les plantes sensibles a la photopériode,
au niveau des feuilles, les organes de perception de la lumiére.

La plante détecte la lumiére au moins dans 5 régions du spectre visible et utiliserait au
moins trois classes de photorécepteurs. On peut distinguer:

- les cryptochromes qui détectent la lumiere bleue et les ultraviolets A (UV- A)
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- les phytochromes sensibles au rouge (R) et au rouge lointain (FR)
- des récepteurs encore non identifiés sensibles aux UV- B

On peut trouver cinq phytochromes chez Arabidopsis thaliana (PHY A a PHY E) et
deux cryptochromes (CRY1 et CRY2).

Les nombreux travaux entrepris dés la mise en évidence de I’'importance de la
photopériode en 1920 par Allard et Garner, permettent maintenant de se faire une idée
générale de la maniére dont Arabidopsis pergoit et répond a la photopériode inductrice.

Ce schéma peut se concevoir comme ceci: tout débute par la perception d’un signal par
les photorécepteurs (comme le phytochrome A ou CRY2). Le signal pergu est alors transmis a
I’horloge circadienne. D’une maniere ou d’une autre, la longueur du jour est mesurée et quand
la longueur de la nuit descend sous un seuil limite, une premiére série de génes favorisant la
floraison seront activés. On ne parle pas encore a ce moment des génes d’identité du méristéme
(LFY, API1, Cal, AP2, UFO), ceux-ci seront régulés positivement plus tard par ces fameux
genes favorisant la floraison.

Comme on vient de le dire, d’une maniére ou d’une autre, la longueur du jour et de la
nuit est mesurée. On constate que ce qui est déterminant pour que la plante fleurisse, c’est
beaucoup moins ’augmentation de la longueur du jour que la diminution de la longueur de la
nuit. La qualité de la lumiére affecte aussi la floraison: la lumiére rouge I’inhibe ( R ) et le
rouge lointain ’active. Le phytochrome B (PHY B) serait impliqué dans cette inhibition, mais
pas au niveau de la perception de la longueur du jour. Le phytochrome A (PHY A) serait, lui,
impliqué dans la perception de la longueur du jour et I’activation de la floraison par une
photopériode inductive.

Chez Arabidopsis, on a observé que I’application de lumiére bleue favorise la floraison.
Quand on étudie le récepteur potentiel de cette lumiere bleue (CRY2, produit du gene FHA)
au moyen d’une plante transgénique surexprimant CRY2, on constate que la plante ainsi
formée fleurit plus tot que le WT (wild type). En aval, on constate une augmentation des
m-RNA de CO (CONSTANS). Comme pour confirmer cette expérience, on constate que les
transcripts de CO sont fortement régulés a la hausse pendant la transition florale. On a émis
I’hypothése que I’horloge circadienne a un effet sur ’expression des génes en aval qui font
partie de la voie de contrdle sensible a la photopériode, comme par exemple CO.

Une étude avec un systéme d’expression conditionnelle de CO (expression en présence
de glucocorticoides), a montré que [’activité de CO était capable d’initier rapidement la
transcription de LFY et d’induire la floraison. Si on produit une plante exprimant de maniére
constitutive LFY (via un promoteur constitutif 35S du CaMV), on constate qu’on réduit I’effet
d’une mutation co chez la méme plante: cette expérience semble confirmer I’hypothese
précédemment avancée.

Cependant, on pense que CO fait plus qu’activer LFY car les plantes exprimant
ectopiquement CO fleurissent significativement plus tdt que celles exprimant ectopiquement
LFY. Dés lors, I’hypotheése selon laquelle CO pourrait en plus agir comme une sonde
biologique, qui permettrait de mesurer la longueur du jour, est une voie intéressante a
explorer.

L’activation de AP1, autre geéne d’identité du meristeme floral, n’a lieu que plus
tardivement par CO lors de tests en conditions photopériodiques inductrices; ce qui laisse
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penser que CO est suffisant pour activer LFY mais qu’une voie complémentaire doit exister
pour ’activation rapide de AP1.

Outre CO, d’autres génes font apparaitre chez la forme mutante un retard de la
floraison en jour long alors que le phénotype en jour court reste identique. Ces geénes
interviendraient dans la livraison d’un stimulus en réponse au jour long, celui-ci induisant la
floraison. On retrouve donc, en plus de CO, GIGANTEA (GI), FT, FWA et FE. 1l est probable
que ces geénes agissent conjointement avec la voie autonome d’activation en activant les génes
d’identité florale du méristéme, ainsi qu’en modulant la capacité de ce méme méristéme a
répondre aux génes FLIP (floral initiation process).

FWA, FT et FE, bien que faisant partie de la voie activatrice photopériode dépendante,
difféerent de CO dans leur mode d’activation des genes FLIP. En effet, la construction
35S:LFY ne peut secourir le retard de floraison résultant d’une mutation ft, fwa ou fe. On sait
que LFY est capable d’activer les autres génes FLIP. FWA, FT, FE doivent jouer un rdle
d’activation des FLIP mais indépendamment de LFY, probablement en activant Cal ou AP1.

3.3. Voie d’activation autonome

Contrairement aux genes de la voie activatrice photopériodique, les genes faisant partie
de la voie autonome agissent indépendamment de la photopériode. On y place FVE, FPA et
FCA. Bien que faisant partie de la voie autonome, ces génes rappellent CO dans leur maniére
de réguler les FLIP. FVE et FPA sont impliqués dans ’activation de LFY et AP1.

Les phénotypes observés chez les mutants co, fve ou (fpa/fca) sont trés semblables a

Ify. De plus, le phénotype sauvage est restauré via 35S:LFY, ce qui laisse penser que ces genes
pourraient fonctionner de fagon similaire ou redondante dans la promotion des FLIP.

34, La voie de promotion par la vernalisation

Chez de nombreuses espéces des régions tempérees, une étape préalable d’exposition
au froid de la plante ou de ses graines est nécessaire pour qu’il puisse y avoir floraison.

On a constaté que la perception de la vernalisation était localisée au niveau de 1’apex
des pousses, bien que toute autre cellule se divisant activement puisse apparemment également
percevoir la température.

La vernalisation ne constitue par directement un processus d’évocation de la floraison
mais prépare la plante a fleurir. La vernalisation semble faire sentir ses effets au niveau
épigénétique puisque ses effets ne se transmettent pas d’une génération a I’autre.

Comme on I’a déja évoqué dans la partie consacrée a la répression de la floraison, on
pense qu’il pourrait s’agir d’une modification de la méthylation de ’ADN. Il s’agirait plus
précisément d’une réduction de la méthylation des cytosines, suite a une possible activation de
génes intervenant dans la synthése de 1’acide kaurenoic hydroxylase. Cependant, le role de la -
méthylation dans la vernalisation n’est pas encore tres clair.
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3.5. Intégration des données physiologiques et génétiques

De telles interactions sont difficiles a établir; on peut cependant poser une hypothese
concernant le saccharose. Apres un jour long, le saccharose dans les exsudats atteignant I’apex
augmente rapidement et transitoirement. Cette augmentation précéde le pic de mitoses qui
prend normalement place dans le méristéme consécutivement a I’induction.

On observe que le saccharose accélére la floraison des mutants fve, fpa, fca, co et gi
alors qu’il reste sans effet sur les mutants ft ou fwa, ce qui indique qu’il n’accélére la floraison
que via FVE, FPA, FCA, CO ou GI vu que son effet se fait sentir méme s’ils sont absents ou
non fonctionnels. Si par contre FT ou FWA sont absents, alors I’effet activateur du saccharose
ne se fait plus sentir: on peut donc penser que I’activation de FT ou FWA nécessite le
saccharose. Cette observation semble confirmer une des premiéres observations faites
précédemment. On avait en effet placé FT et FWA au sein de la voie activatrice dépendante de
la photopériode, cette méme photopériode qui induit I’augmentation du saccharose.

Des mutants de I’amidon ont permis de confirmer I’hypothése déja évoquée selon
laquelle le saccharose transporté vers ’apex a I’induction, provenait des réserves plus que de
néosynthése. On avait pressenti ’'importance de I’amidon dans cette mobilisation et les études
sur les mutants semblent aller également dans ce sens. On a utilis¢ dans ces études deux
mutants: pgm TC75, un mutant sans amidon et le mutant sop, un mutant caractérisé par une
surproduction d’amidon suite a une altération indéterminée dans la voie de dégradation.

Ces deux souches mutantes d’Arabidopsis thaliana ont une croissance et une floraison
retardée quand cultivées en jour court, ce phénotype résultant dans les deux cas d’une
incapacité a mobiliser I’amidon.

En ce qui concerne les gibbérellines, on constate que ces régulateurs de croissance
végétaux ont des actions trés variées d’une espéce a l’autre. On a montré que chez
Arabidopsis, plante de jour long facultative, les GA subissaient des variations endogenes
quand la plante était soumise a des stimuli inducteurs; chez certaines espeéces, les gibbérellines
peuvent méme induire la floraison. On a par contre observé que I’application de ces mémes GA
a des plantes de jour court, c’est-a-dire fleurissant suite a une diminution de la photopériode,
était rarement efficace pour induire la floraison et qu’elles pouvaient méme aller jusqu’a inhiber
la floraison chez les angiospermes ligneux (plantes ligneuses a fleurs). Pour ce qui est de
Sinapis, les gibberellines n’ont montré aucun effet sur la floraison. Chez Arabidopsis, on pense
qu’elles pourraient jouer un rdle dans I’activation de I’expression de LFY.

L’étude des cytokinines par mutagenése s’est avérée peu fructueuse, de par le faible

nombre de mutants observé, ce qui indique qu’il doit y avoir un niveau de redondance élevé
des génes impliqués dans la régulation de leur taux physiologique.
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Figure 2.2.1: Paroi cellulaire de la plupart des plantes a fleurs. Les trois grosses structures
sepentiformes représentent des microfibrilles de cellulose (Carpita and Gibeau, 1993).
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2 Les oligosaccharides: rdles établis et modes d’actions

1. La paroi cellulaire

La paroi cellulaire s’avére constituer, avec les chloroplastes, une des différences les
plus visibles entre les cellules animales et végétales.

Une des premieres fonctions reconnues de cette paroi semi-rigide est la résistance
mécanique qu’elle confére a la plante. Cette structure, bien qu’imposante, ne présente qu’une
faible barriére au passage des molécules, la sélectivité des échanges se passant principalement
au niveau de la membrane plasmique sous-jacente (Albersheim and Darvill, 1985). Nous
verrons plus tard que bien d’autres propriétés ont été découvertes par la suite a cette paroi et
aux composés qui en font partie.

La paroi cellulaire est typiquement composée de 90% de polysaccharides et de 10% de
protéines. Parmi les polysaccharides, on trouve les celluloses, hémicelluloses et pectines
(figure 2.2.1).

La cellulose est structurée en microfibrilles d’un diamétre de 50 a 300 A, représentant
20 a 30% du poids sec de la paroi pour un volume de 15%. Ces microfibrilles de cellulose
résultent de I’association de monomeéres de glucose liés en B 1-4 (Varner and Lin 1989).
L’orientation et le dépot sont déterminés par les microtubules et sont généralement
transversaux a |’axe de croissance.

On distingue parmi les végétaux des monocotylées et des dicotylées se différenciant par
la présence de 1 ou 2 cotylédons a la germination. Les graminées font typiquement partie des
monocotylées alors que Sinapis alba et Arabidopsis thaliana sont des dicotylées. Outre la
différence d’aspect morphologique, des divergences au niveau de la composition de la paroi
sont aussi présentes, notamment en ce qui concerne la composition en hémicelluloses.

En effet, alors que les xyloglucanes forment prés de 20% du poids sec des parois
primaires des dicotylées, ils composent seulement 2% des parois des monocotylées qui, elles,
ont des xylanes comme hémicellulose majeur (Carpita and Gibeaut 1993). Les xyloglucanes
sont composées d’une chaine principale de D-glucose liés en B 1-4. On observe de plus la
présence de chaines latérales de xylose liés en O-6 sur le résidu glucose et certaines
substitutions par des unités fucose, galactose et arabinose. La plupart des xyloglucanes sont
liées étroitement aux microfibrilles de cellulose par des ponts hydrogenes (McNeil et al., 1984).

Enfin, les polysaccharides pectiques sont les composants les plus abondants de la
matrice polysaccharidique de la paroi cellulaire de la plupart des plantes a fleurs (Jarvis, 1984).
Ces polysaccharides sont subdivisés en 3 catégories:

- les homogalacturonanes: constitués d’acides galacturoniques liés en o 1-4 et rarement
interrompus par des résidus rhamnoses (Jarvis, 1984). Les zones
d’homogalacturonanes sont aussi appelées « régions lisses » car ne présentant pas de
ramification.
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- les rhamnogalacturonanes I: constitués d’une chaine principale de rhamnose et d’acide
galacturonique. On retrouve des résidus arabinoses, galactose, ou arabinogalactose lié€s
sur les résidus rhamnose (Varner, 1989). Ces ramifications conférent a ces régions
I’appellation de « zones hérissées ».

- les rhamnogalacturonanes II: sont trés différents des molécules précédemment citées. Ils
contiennent des résidus glycosides rares comme le 2-O méthylfucose, 2-Ométhylxylose,
3-C-carboxy-5-déoxy-L-xylosyl et I’acide 3 déoxy-manno-octulosonique. Cependant,
les rhamnogalacturonanes II sont en quantité trop faible pour constituer une
composante structurale majeure; ils pourraient peut-étre assumer d’autres roles,
comme par exemple celui de molécule signal (McNeil ef al., 1984).

2, Le role de messagers des oligosaccharides chez les plantes

Parmi les différentes molécules signal identifiées chez les plantes, on constate que les
oligosaccharides se voient atribuer des réles de plus en plus importants en intervenant dans des
mécanismes aussi multiples que la régulation des systémes de défense et de développement ou
dans des événements comme le mirissement (Promé and Demont, 1993).

On connaissait déja 5 types de régulateurs chez les plantes: les auxines, les cytokinines,
’acide abscissique, I’éthyléne et les gibbérellines. Ces substances ont toutes en commun leurs
effets pléiotropiques. Les oligosaccharines (oligosaccharides a effet régulateur), quant a elles,
possedent une grande spécificité: chaque oligosaccharine semble commander une fonction
particuliére de la plante (Albersheim and Darvill, 1985).

Les oligosaccharines sont des fragments de polysaccharides découpés par des enzymes
particulieres dans les parois cellulaires: chaque enzyme libére un type d’oligosaccharine.
L’action spécifique de ces sucres provient trés probablement de la grande diversité de
conformation rendue possible par |'utilisation d’unités saccharidiques comme monomeres. En
effet, la chimie des polysaccharides est une chimie incroyablement plus complexe que celle des
protéines ou des acides nucléiques.... Alors que 2 acides aminés ou deux nucléotides ne
peuvent s’associer que de deux fagons différentes, il existe 64 types de liaisons différentes entre
2 molécules de sucre a 6 atomes de carbone et trois molécules de sucre peuvent s’assembler de
plus de 1000 fagons différentes (Albersheim and Darvill, 1985).

La nature polyanionique des pectines a fait penser que seul ce facteur intervenait dans
’effet activateur, mais I’utilisation d’autres polyanions (dextran sulfate, acide hyaluronique)
n’ayant pas d’effet (Marfa et al,, 1991), on a été conduit a penser qu’une composante
structurale devait aussi intervenir.

Les différents travaux consacrés aux roles de pectines comme messagers ont montré
que pour étre efficaces, ces fragments devaient disposer d’un degré de polymérisation
particulier (souvent supérieur a neuf et inférieur a 20) (John et al., 1997). 1l est possible qu’une
explication pour cette dépendance vis-a-vis de la taille soit que seuls des fragments
suffisamment grands puissent adopter la conformation reconnue par leur récepteur alors que
les fragments trop grands, ne pourraient eux, plus atteindre ou se lier a leur récepteur (Marfa et
al., 1991).
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2.1.  Roles dans les réponses de défense

Il est apparu que les réponses de défense face aux pathogenes, lorsqu’elles sont
déclenchées par des oligosaccharines, peuvent avoir 2 origines: soit ces fragments proviennent
des parois cellulaires de la plante soit ils proviennent des parois de ’envahisseur (Nothnagel et
al., 1983). La plante est donc capable de réagir a des substances étrangéres mais également a
ses propres constituants.

Ainsi, dans les stades précoces de pathogénése, on observe que les microchampignons
secretent des enzymes de dégradation qui ont pour effet de dépolymériser la paroi cellulaire de
la plante et de solubiliser les oligouronides (terme général définissant tous les acides uroniques:
acides mannuroniques, guluroniques, galacturoniques...). Ces oligoméres peuvent alors agir
comme signaux pour initier les réponses de défense localisées. Parmi les ripostes induites par
les oligouronides, on constate chez beaucoup de plantes la synthése de glucanases et chitinases
qui peuvent fragmenter la paroi cellulaire du champignon. Les oligoméres relichés peuvent a
leur tour jouer le role de molécules signal et amplifier la réponse (Ryan and Farmer, 1991).

La régulation des défenses précédemment évoquées peut se faire via des PGIP
(polygalacturonase inhibiting proteins), qui permettent de casser la spirale d’amplification pour
retourner vers 1’état initial. Ces protéines se retrouvent dans les parois d’un grand nombre de
plantes (Ryan and Farmer, 1991).

Le role activateur des oligomeres d’acide galacturonique a été démontré quand on a
constaté qu’une digestion de pectines acides (désestérifiées) avec une polygalacturonase isolée
d’un champignon (Rhizopus stolonifer) était capable de produire un mélange d’oligomeres
d’a-1,4 galacturonides. Ces fragments étaient alors capables d’activer la casbéne synthase chez
Ricinus communis L. (castor bean). Le casbéne, un antifongique, était alors produit (Jin and
West, 1983). Un minimum de DP de 9 unités est apparu étre nécessaire a I’activité élicitrice.
Celle-ci se maintenait jusqu’a une DP (degré de polymérisation)de 15 (Jin and West, 1983). IIs
ont également montré que la mise en présence de pectine méthylée et de PG
(polygalacturonases) ne produisait pas de fragments ayant un effet eliciteur, ce qui indique bien
la nécessité d’une déméthylation préalable a I’action des PG.

Une expérience similaire a été menée suite a une hydrolyse acide de pectine de Citrus.
On a observé que parmi les fragments obtenus, ceux composés de 12 monomeres avaient la
Les phytoalexines n’étant pas de nature protéique, on peut en conclure que les fragments
ménent, dans ce cas, a ’activation d’une voie de synthése plus qu’a la syntheése d’une seule
protéine effective.

Une autre réponse a I’infection est la synthése de lignine suite a 1’addition de fragments
pectiques. La synthése de lignine en réponse aux oligouronides est aussi rapide que I’€licitation
des phytoalexines qui trouvent toutes deux leur origine dans la voie des phénylpropanoides.
On constate cependant qu’une certaine spécificité existe puisque ni les fragments pectiques, ni
les heptaglucosides de Phytophtora megasperma f. sp.glycinea n’induisent la lignification dans
la feuille de blé. Un B-glucane de Poria cocos (champignon) était, quant a lui, capable de
déclencher cette synthése. (Ryan and Farmer, 1991).

Les phénoménes d’hypersensiblilité et de nécrose sont également des réactions de
défense qui peuvent étre déclenchées par des oligosaccharides (Ryan and Farmer, 1991).
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Quand on analyse la courbe dose-réponse des fragments les plus actifs lors d’une
infection par un pathogene, on constate que celle-ci est typiquement non linéaire quand on
stimule avec une dose croissante de fragments (Nothnagel ef al/, 1983). Ce type de courbe
semble refléter la cinétique d’une cascade d’activation ou le signal est amplifié pour atteindre
rapidement un plateau, au moment ou les cibles sont & saturation. Les concentrations
activatrices dans ces réponses de défenses sont d’environ .07 2 10°M.

2.2.  Autres roles des oligosaccharines

Parmi les autres réponses déclenchées par les oligogalacturonides, on observe la
production d’éthyléne pendant le mirissement, I’inhibition de I’action des auxines dans
I’élongation de segments de tiges de pois (via les xyloglucanes) et l’induction de la
morphogéneése dans les TCL d’explants de tabac.

En ce qui concerne le murissement, les fragments pectiques ont été mis en évidence
comme étant capables de déclencher la synthése d’éthyléne sur des cultures en suspension de
poire (Campbell and Labavitch, 1991). Les PG (polygalacturonases, enzymes de dégradations)
et les fragments pectiques ont également été proposés comme régulateurs possibles de la
synthése d’éthyléne chez la tomate ou cette production est essentielle au marissement du fruit
(Baldwin and Pressey, 1988). Dans ce cas, quand on infiltrait des PG + PME (pectine
méthylestérases) dans une tomate-cerise verte, on augmentait de plusieurs fois la production
d’éthyléne par rapport aux fruits témoins traités avec les enzymes dénaturées. Quand on
infiltrait un fruit non mir avec des fragments de pectines isolés de fruits mirs, on observait une
accélération de la production d’éthyléne et le mirissement a la seule condition que le DP des
fragments soit supérieur a 8 (Baldwin and Pressey 1988).

Alors qu’on connaissait déja la capacité de l’auxine de stimuler la croissance des
segments de pois, I’équipe d’Albersheim a cherché a savoir si des oligosaccharides provenant
de paroi d’érable pouvaient modifier I’action de I’auxine sur les tiges. Les résultats ont montré
que les polysaccharides extraits des parois des cellules d’érables sycomores inhibent, in vitro,
la stimulation par ’auxine de la croissance du pois. Aprés isolement, on a déterminé que
c’étaient des xyloglucanes qui possédaient I’effet inhibiteur. La concentration en
oligosaccharines nécessaires a I’inhibition était environ 100 fois inférieure a celle d’auxine
nécessaire a la stimulation de la croissance. Ce systéme d’inhibition est présent naturellement,
en effet, [’auxine stimule la croissance de la tige du pois, mais active également une enzyme,
qui, par son action sur les xyloglucanes, va libérer un nonasaccharide qui inhibe la croissance
induite par les auxines (Albersheim and Darvill, 1985).

L’effet des oligogalacturonides sur la formation d’organes particuliers sur des tissus en
culture a été testé. Les fragments pectiques ont été générés par clivage de parois cellulaires de
sycomores par des endopolygalacturonases.

L’application de ces oligosaccharides a notamment induit la formation de fleurs sur des
couches minces de pédoncule floral de tabac. Afin de confirmer I’origine pectique du signal,
diverses expériences ont été menées. On a cherché a faire disparaitre le signal via traitement a
la chaleur ou via des protéases, mais le signal était toujours présent. La désestérification des
pectines présentes n’influengait pas non plus I’effet organogénique. Par contre, si on procédait
a un traitement supplémentaire avec des PG (polygalacturonases), suite a la désestérification,
I’effet disparaissait. Des purifications ultérieures ont montré que dans ce cas, il s’agissait d’un
oligogalacturonide d’un DP de 12 a 14. Une taille inférieure a 9 ou supérieure a 16 était
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Figure 2.2.2: Association coopérative de 2 chaines pectiques, en présence de Calcium.
Structure en boite a oeufs (Van Cutsem, 1996).
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inefficace; on expliquera plus tard les hypothéses émises a ce sujet dans le chapitre consacré a
la caractérisation du signal pectique.

2. Caractéristiques du signal pectique

Un premier point concerne la concentration des fragments. On observe 2 types de
concentrations déclenchant chacune une réponse spécifique:

- les réponses de défense qui sont déclenchées par des concentrations élevées. En effet,
des concentrations de I’orde de 10 M étaient nécessaires lors de I’activation de la
casbene synthase (Jin and West, 1984)

- les effets morphogéniques: la floraison ou le mirissement des fruits demandent des
concentrations beaucoup plus faibles, de 10° a 10° M.

Cette discrimination dose dépendante permettrait a la plante de faire la différence entre
les processus de dégradation pathogénique et ceux résultant de I’action de polygalacturonases
endogenes: des concentrations faibles sont suffisantes a ’activation des réponses morphogénes
sans pour autant déclencher des processus de défense (Van Cutsem and Messiaen, 1994)
souvent défavorables a la croissance (synthése de lignine, choc oxydatif, nécrose) (Ryan and
Farmer, 1991).

La nature polyanionique des pectines a fait penser que les charges négatives du
polymére ionisé pouvaient jouer un rdle. On a alors testé I’effet inducteur d’autres polyanions
(oligomanuronides, chondroitine sulfate, dextran sulfate, ...) aussi bien dans I’induction de la
formation de fleurs (Marfa et al., 1991) que dans les réponses de défenses (Jin and West,
1983) et on a montré I’inefficacité de ces substances dans les deux cas. Bien que les charges
semblent importantes, d’autres facteurs doivent intervenir.

La taille et la structure des fragments apparaissent comme des éléments prépondérants.

Pour ce qui est de la taille, un degré de polymérisation minimum de 9 acides
galacturoniques revient constamment dans la littérature (Ryan and Farmer, 1991, Nothnagel ef
a.,l 1983, Jin and West, 1983, Marfa ef a.,/ 1991). A I’exception de la synthése d’inhibiteurs de
protéases qui sont connus pour étre activés par des acides di- et trigalacturoniques, la taille
minimum semble étre de 9 alors que la limite maximale se situe aux alentours de 15.

Comme nous I’avons déja signalé, Marfa proposait en 1991 une explication possible a
cette dépendance de taille des oligogalacturonides biologiquement actifs: une taille minimum
pourrait étre requise pour que les pectines adoptent la conformation reconnue par leur
récepteur alors que la taille maximale pourrait refléter I’incapacité du fragment a se placer dans
son récepteur ou a y accéder (Marfa et al, 1991) En 1984, Jarvis propose dans son article sur
la structure et les propriétés des gels pectiques dans les parois cellulaires végétales, qu’au-
dessus de 16 unités d’acide galacturonique, les fragments pectiques seraient capables de former
des multiméres (Jarvis, 1984) ce qui va également dans le sens d’une perte d’accessibilité au
récepteur.

Le polymere pectique seul ne peut cependant étre un éliciteur actif que s’il se présente
sous sa forme caractéristique en « egg-box » (figure 2.2.2). Cette fixation coopérative de 2
chaines pectiques via I’intermédiaire d’ions bivalents comme le calcium a été montrée comme
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étant a 'origine de I’augmentation du calcium cytosolique dans des cellules de carotte
(Mesiaen ef al., 1994). Le rapport CaCl, / NaCl utilisé dans ces expériences était comparable a
celui utilisé par Liners pour reconnaitre les fragments pectiques avec ’anticorps monoclonal
2F4 (Liners ef al., 1989). L’épitope reconnu par cet anticorps posséde la méme conformation

(egg-box).

En 1996, Penel décrivait des protéines liant les pectines. En absence de calcium on
observait une chute drastique de leur affinité pour les acides gacturoniques (Penel and Greppin,
1996).

On peut donc en conclure que les caractéristiques du signal pectique sont la
concentration, la taille et la conformation.

4. Transduction du signal pectique

On en vient a aborder le mode d’action des pectines. En 1996, Mathieu indique que la
phosphorylation dans les premiers temps apres la stimulation par des fragments pectiques
pourrait étre impliquée dans la transduction du signal. On venait de mettre en évidence deux
protéines (95 kDa et 20 kDa) qui étaient phosphorylées suite a [’application
d’oligogalacturonides (Mathieu et al., 1996).

Des études menées avec des inhibiteurs de protéines kinases (staurosporine et 6-
dimethylaminopurine) ont montré que ceux-ci étaient capables d’inhiber la stimulation de la
voie des phénylpropanoides résultant de ’application de fragments pectiques chez Nicotiana
tabacum. 1.’ application d’un inhibiteur de phosphatases, la cantharidine, était capable d’activer
le choc oxydatif et [’alcalinisation extracellulaire tout comme le faisait [’application
d’oligogalacturonides. Les inhibiteurs de protéines kinases inhibent ces deux phénomenes. Ces
résultats confirment bien I'implication de la phosphorylation de protéines dans ces deux
réponses membranaires (Mathieu et al., 1996). Les deux protéines phosphorylées (95 kDa et
20 kDa) peuvent étre le substrat de protéines kinases ou étre des protéines kinases
s’autophosphorylant (Mathieu ez al., 1996). :

Il est intéressant de constater que ces réponses précoces peuvent induire la génération
de signaux secondaires transmis vers le génome de la plante. (Mathieu ef al., 1996)

A ce stade, on sait que la phosphorylation a lieu mais on ne connait encore aucun
récepteur aux acides polygalacturoniques. On a alors cherché s’il existait des protéines
pouvant interagir avec les pectines. Pour ce faire, on a inclus des fragments pectiques dans une
matrice d’acrylamide, en présence de Ca", et on a placé le tout dans une colonne. On a ensuite
fait passer une solution de protéines d’hypocotyles de Cucurbita pepo L. Il s’est avéré qu’il
existait seulement un petit nombre de protéines pouvant se fixer aux pectines. Les protéines
récupérées aprés élution de la colonne ont été identifiées comme étant des isoperoxydases
anioniques et cationiques (il est intéressant de noter que toutes les isoperoxidases
n’interagissent pas avec les pectines) (Penel and Greppin, 1996).

L’analyse du type d’interaction formée entre les protéines et les pectines a montré que
celles-ci étaient rompues quand on ajoutait du NaCl ou des acides aminés cationiques en
grande quantité. Pour étre inhibiteurs, ces polycations devaient posséder une certaine longeur
et une conformation définie. Le fait que les isoperoxidases étaient anioniques et cationiques
semble indiquer qu’une simple liaison ionique aspécifique est trés improbable (Penel and
Greppin, 1996).

22




Relevé de la littérature

semble indiquer qu’une simple liaison ionique aspécifique est trés improbable (Penel and
Greppin, 1996).

Les différences d’affinité observées entre la fixation en présence et en absence de Ca®*
(30 fois moindre en absence de calcium) suggere que I’interaction pourrait faire intervenir la
conformation en egg-box. Cette conformation en egg-box du complexe PGA/Ca®" exposerait
les charges négatives dans une conformation spaciale favorable. Cette notion de
« conformation favorable » explique pourquoi les fragments pectiques sans calcium, méme
présentant les charges nécessaires, ne peuvent fixer les isoperoxydases (Penel and Greppin,
1996).

Un travail récent montre que la péroxydase anionique de courgette se lie en fait sur des
fragents pectiques suffisamment longs pour prendre leur conformation en boite a oeufs (egg
box) en présence de calcium (Penel et al., 1999).

Du co6té protéique, on suggere que les protéines se liant au PGA contiennent deux ou
plusieurs acides aminés basiques disposés de telle maniére qu’ils correspondent
« géographiquement » aux charges négatives exposées par les chaines de PGA/Ca™. Cette
reconnaissance permettrait la fixation de protéines de maniére localisée afin d’exercer la
fonction catalytique a I’endroit requis (Penel and Greppin, 1996).

On constate que le traitement de cellules en suspension de tabac avec des
oligogalacturonides stimule les efflux de K', la dépolarisation membranaire, I’alcalinisation du
milieu de culture, Dacidification du cytoplasme et I’entrée de calcium. Seuls les
oligogalacturonides ayant un DP entre 9 et 16 sont actifs avec un pic d’expulsion de K* pour
les fragments de 12 (Mathieu et al., 1991).

Ces efflux de K' résultent probablement de la dépolarisation membranaire. La
diminution du pH interne se fait en parallele avec I’augmentation du pH extracellulaire et
proviendrait de I’échange K'/H". Par aprés, le retour a la normale du pH cytosolique pourrait
provenir d’une consommation métabolique de H'. Aprés 2 heures, on constate une diminution
de I’efflux de K. Cette diminution ne semblerait pas due a la dégradation des fragments
pectiques actifs par des enzymes de dégradation, car si on rajoute des oligogalacturonides, on
n’observe qu’une trés faible augmentation: il existerait, a I’instar des cellules animales, une
période réfractaire pendant laquelle les cellules végétales resteraient nonstimulables (Mathieu ez
al.,1991).

Dans des études menées sur des cellules de carotte, on a montré que les fragments de
taille adéquate ( DP de 9 a 16 ) et dans leur conformation en egg-box étaient capables d’activer
la PAL. L’activité PAL (phénylalanine amonia-liase, enzyme de la voie des phénylpropanoides)
a ensuite été analysée suite a [’utilisation de différents modulateurs ( Messiaen and Van
Cutsem, 1994).

Si on utilise un ionophore de calcium (Br-A23187) a la place des fragments pectiques,
on observe une augmentation du calcium cytosolique suffisante pour activer la PAL comme le
fait la pectine. L’ionophore de calcium augmente significativement le calcium cytosolique, mais
n’a pas d’effet sur la dépolarisation de la membrane, ni sur I’acidification intracellulaire
( Messiaen and Van Cutsem, 1994).
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St on applique du verapamil, un inhibiteur de canaux calcium, on n’a plus d’activité
PAL, tout en n’ayant pas d’effet inhibiteur sur le volet dépolarisation/acidification de la
réponse.

La dépolarisation est clairement dépendante de la taille. L’aspect conformationnel est
aussi mis en évidence par la nécessité de la présence du Ca>". La mobilisation du calcium est
indépendante de I’acidification et surtout de la dépolarisation membranaire, excluant par la-
méme [’hypothése d’une « porte voltage-dependante». Cette indépendance a été établie sur
base de I’observation que les fragments peuvent dépolariser et acidifier méme sans leur
conformation « egg-box ». La mobilisation du calcium semble donc se faire via des canaux
voltage indépendants ( Messiaen and Van Cutsem, 1994).

L’utilisation d’inhibiteurs de la calmoduline (calmidazolium) fait disparaitre la
dépolarisation membranaire, I’acidification du cytoplasme et I’activation de la PAL, sans
modifier la mobilisation du calcium ( Messiaen and Van Cutsem 1994). On peut donc penser
qu’il se forme un complexe calcium-calmoduline, celui-ci étant connu pour pouvoir interférer
avec des protéines kinases et pouvant étre responsable de I’inhibition de la pompe a protons
membranaire, via phosphorylation, conduisant a I’acidification du milieu, la dépolarisation et la
libération du K*. Cette derniére hypothése concernant la phosphorylation pouvant peut-étre
étre rapportée a I’observation de protéines membranaires phosphorylées suite a la stimulation
par des fragments pectiques (Mathieu ef al., 1996).

5. Les pectines chez Sinapis alba (L.)

Les nombreuses données publiées, concernant les effets des oligogalacturonides chez
les plantes, nous ont poussés a étudier I’évolution du contenu en pectines au niveau du
méristéme, lors de la transition florale chez Sinapis alba (L).

Ces études ont été rendues possibles grace a I’existence d’un anticorps monoclonal, le
2F4, dirigé contre les pectines dans leur conformation en « egg-box ». Cette conformation
particuliére provient de la complexation de deux chaines de pectines acides (désestérifiées) en
présence de calcium. Cet anticorps, synthétisé au cours de la thése de doctorat de F. Liners a
entre autre permis de mettre en évidence que la synthese et la sécrétion de polymeres pectiques
se faisaient sous forme hautement estérifiée (Liners and van Cutsem, 1992).

Le 2F4 a permis la mise en évidence de I'importance de la conformation en egg-box
dans la détermination de ’action élicitrice des fragments pectiques. Dans un article publié en
1993 concernant I’activation de la PAL dans des protoplastes de carottes, Messiaen et al. ont
démontré que les oligogalacturonides possédant une activité élicitrice disposaient non
seulement d’un DP supérieur - a 9, mais que la conformation en boite a oeufs, reconnue par
de taille et de conformation a été ensuite également mise en évidence en 1994 par Van Cutsem
and Messiaen, dans une publication relative & 1’accumulation de transcrits de genes de défense
dans des cellules de carottes en suspension.

Par la suite, le 2F4 a permis a S. Sobry, pendant son mémoire, d’obtenir des données
concernant le contenu en pectines du méristéme. Ces résultats sont a I’origine du travail réalisé
au cours du semestre écoulé. Pour mieux comprendre les résultats obtenus, un rappel de la
technique est nécessaire.
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Marquage des coupes sans désestérification préalable au NaOH (S.Sobry).
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Les bourgeons apicaux des plantes végétatives et induites sont prélevés a différents
temps aprés le début du jour long. Les échantillons sont fixés et inclus dans du LRWhite, une
résine hydrophyle permettant le marquage immunocytochique.

La détection des pectines se fait via un anticorps primaire, le 2F4, dirigé contre les
pectines en « egg-box ». Ces structures se forment quand on met des chaines de pectines
acides de plus de 9 unités en présence avec du calcium. L’ion bivalent est complexé par les

deux chaines qui s’assemblent alors de maniére coopérative.

Préalablement au marquage, une étape de saturation des sites non spécifiques, réalisée
avec du lait en poudre, est nécessaire. Cette étape est réalisées grace a du lait en poudre. On
incube ensuite les échantillons en présence avec le 2F4. Il s’ensuit une étape de ringage et une
seconde incubation en présence de I’anticorps secondaire couplé a ’or colloidal. L’or, dense
aux électrons apparait comme un point noir sur l’image en microscopie électronique a
transmission. Le contrastage des coupes se fait a I’acétate d’uranyle.

Une expérience préliminaire a été réalisée sur des coupes « a I’état natif », c’est-a-dire
n’ayant subi aucun traitement autre que la fixation et I’enrobage. Cette expérience n’a fait
apparaitre aucun marquage (figure 2.2.3). Ces résultats sont a mettre en rapport avec la
sécrétion sous forme estérifiée des fragments pectiques: sous cette forme, ils ne peuvent étre
reconnus par [’anticorps.

Le traitement des coupes au Na OH, avant incubation avec I’anticorps, met en évidence
les pectines totales (figure 2.2.4) en retirant les groupements méthyles et acétyles, ce qui les
rend accessibles au 2F4. L’analyse au niveau des zones de jonction et de paroi suivie d’un
traitement statistique des données obtenues, a permis de constater une diminution importante
de marquage dés la 20°™ heure, aussi bien au niveau des zones de jonction que des zones de
paroi. Cette diminution correspond, si on se rappelle le principe de I’expérience, a une
diminution du contenu en pectines totales au niveau du méristéme entre les plantes végétatives
et les plantes ayant subi I’induction (Mémoire de S. Sobry, Université de Liege, 1997).

Cette diminution ne peut s’expliquer que par des phénomeénes de dégradation. Ces
dégradations font intervenir des polygalacturonases. Cependant, leur action ne peut se faire
que sur des pectines acides (sans groupements méthyles ou acétyles). L’intervention d’enzymes
impliquées dans les processus d’acidification des pectines semble donc indispensable; les PME
en sont les enzymes clés. Une analyse de I’évolution des PME dans I’apex au cours de la
transition florale permettra peut-étre d’ouvrir une porte vers I’explication de I’origine de la
dégradation des pectines.
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3 Les pectines méthylestérases

Les PE (pectines estérases) catalysent la désestérification des pectines, ce qui a
notamment pour effet de provoquer une augmentation de la susceptibilité a la dégradation par
les enzymes pectolytiques, produisant des fragments dont les fonctions ont déja été évoquées
précédemment.

Les pectines méthylestérases sont, au méme titre que les polygalacturonases, des
pectinases (Albani ef al., 1991). Ces protéines interviennent dans les phénomeénes de croissance
et de différenciation cellulaire.

Les PME sont des enzymes ubiquistes associées aux parois cellulaires et qui catalysent
la déméthylation des acides polygalacturoniques méthylestérifiés (Turner et al., 1996),
générant des groupes carboxyliques libres dans les parois cellulaires (Richard ez al., 1994). On
a proposé que cette déméthylation est nécessaire a la complexation du calcium par les
pectines, menant a la stabilisation de la lamelle mitoyenne. Ceci constitue une des modifications
d’interaction entre les composantes structurales de la paroi, modification médiée par les PME.
Les changements d’estérification peuvent affecter le pH et les balances ioniques.

Les PME sont indispensables aux phénomenes de dégradations des pectines car celles-
ci sont hautement méthylestérifiées au moment de leur synthése et de leur sécrétion (Jarvis,
1984).

Chez la tomate, lors du murissement, les PME semblent réguler la capacité a fixer les
cations et la sélectivité envers les ions (Tieman and Handa, 1994). Une telle variété de
fonctions au sein des PME suggére [’existence de multiples enzymes possédant des
caractéristiques différentes (Glover ef al., 1996). On a pu montrer qu’il existait de nombreuses
isoformes au sein de chaque espéce, qu’il s’agisse d’Arabidopsis thaliana (Micheli et al.,
1997), du peuplier (Guglielmino et al., 1997) ou de la tomate (Gaffe ez al., 1994).

Les PME se distinguent par leur poids moléculaire, leur point isoélectrique et leurs
propriétés biochimiques. On distingue trois types de PME sur base de leurs caractéristiques de
pl. On distingue les formes acides, neutres et alcalines. Ces trois formes se distinguent
notamment au niveau de leur mode d’action.

En effet, les PME alcalines sont connues pour agir linéairement sur la chaine principale
des polygalacturonides (Markovic and Kohn., 1984 in Guglielmino et al., 1997). Il y a alors
formation de longues sections de pectines acides pouvant complexer du calcium. Le gel ainsi
formé entraverait I’expansion cellulaire.

Les PME neutres, quant a elles, agiraient de fagon aléatoire tout au long des molécules
de pectines en prévenant les processus d’agrégation en présence de calcium. La prédominance
des formes neutres dans les cellules actives pourrait alors permettre I’expansion cellulaire
(Guglielmino et al., 1997). La fonction des PME acides est encore indéterminée.

L’expression de certaines PME est localisée, comme dans le cas de la PME spécifique
du fruit chez la tomate. En paralléle, d’autres isoformes sont observées aussi bien dans les
organes végétatifs que dans les fruits de ces mémes tomates (Gaffe ez al., 1994, Guglielmino ez
al., 1997, Albani et al., 1991).
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BP19 et PPE1 sont deux PME exprimées dans le pollen. Alors que ’accumulation des
m-RNA de BP19 augmente au cours de la croissance et diminue dans le grain de pollen mature
(Brassica napus) (Albani et al., 1991), PPE1 atteint son niveau le plus haut en fin de
maturation et est toujours présent lors de la germination. Cette PME pourrait intervenir dans la
dégradation d’une partie du contenu en pectine de la paroi interne du grain de pollen pour lui
faciliter la germination. Elle pourrait aussi aider a la croissance du tube pollinique en dégradant
les pectines dans les tissus du style, les produits de dégradation pouvant alors étre récupérés
pour la synthése de nouvelles parois (Petunia inflata) (Mu et al., 1994). Comme on le voit, ces
deux PME, bien que s’exprimant au méme endroit, ne le font pas au méme moment et ne
semblent pas intervenir pour la méme fonction. Il parait donc exister une grande spécificité de
régulation de leur action.

Bien que tres diverses, les PME posseédent une série de caractéristiques communes. On
peut distinguer 2 régions dans les PMEs:

La région carboxyterminale contient quatres séquences conservées qui se retrouvent
dans les PME des plantes aussi bien que dans celles de champignons ou de bactéries. Ces
régions sont probablement impliquées dans le site actif de I’enzyme (Ebbelaar ef al., 1996, Mu
et al., 1994). Ces régions sont QALA, QDTL, GTXDFIFG et YLGRPW.

Du coté aminoterminal, on retrouve une séquence hydrophobe présentant les
caractéristiques d’un peptide signal (Albani et al,1991). Un site de clivage potentiel est
également présent. Il est probable que cette séquence leader N terminale dirige la protéine du
réticulum endoplasmique vers I’apoplasme (paroi cellulaire) (Richard ez al., 1994). Il est aussi
possible qu’elle intervienne dans I’inactivation ou la stabilisation pendant I’exportation (Albani
et al., 1991) en jouant un réle de chaperone intramoléculaire (Seidah, 1995 in Micheli et al.,
1997). Cette région est hautement variable et serait clivée pour obtenir la protéine mature.

Dans la plante, les PME sont liées ioniquement aux parois cellulaires. La présence de
PME a été rapportée dans des zones riches en pectines acides (non estérifiées). L’activation
des PME ferait intervenir des cations: ceux-ci relacheraient les molécules initialement fixées
aux groupes carboxyliques présents le long des chaines pectiques. Les cations interviendraient
non seulement pour empécher les PME de se fixer aux groupements carboxyliques libres, mais
aussi en modifiant la conformation des pectines (Borderave et al., 1996).
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Matériel et méthodes

0. Matériel végétal et conditions de culture

Les plantes (Sinapis alba) sont cultivées depuis le semis dans des phytotrons ou régnent
les conditions suivantes:

- température de I’air: 20°C

- humidité relative: +/- 70%

- éclairage: 145-150 pE.m™.s” au niveau des jeunes feuilles (tubes fluorescents V.H.O.
Sylvania).

Les graines sont semées sur du terreau Brill 1; elles sont ensuite recouvertes de
substrat et arrosées abondamment. Apres 10 jours, les plantes sont repiquées individuellement
en pots de huit centimetres de diametre sur un mélange de perlite et de vermiculite (1/1).
Pendant 9 semaines, les plantes sont maintenues a 1’état végétatif par une culture en JC de 8
heures. Elles mesurent alors 20 a 25 cm et possédent une quinzaine de feuilles. Lorsque les
plantes sont agées de 65 jours, elles sont prétes pour ’'induction florale par un JL (repris du
mémoire de licence de S. Sobry).

1. Clonage des sondes

1.1.  Extraction de I’ADN génomique de Sinapis alba

1.1.1. Composition des solutions utilisées

tampon d’extraction (10 ml) pH 7.5

pH:7.5 10 ml
Tris 200 mM 0.242 gr
CTAB 2% 0.2 gr
NaCl 1.4M 0.818 gr
EDTA 20 mM 0.074 gr
B mercapotéthanol 1% 0.1 ml

Solution CTAB Na(Cl

10 ml
CTAB 10% 1 gr
NaCl 0.7M 0.041 gr
Milieu de précipitation
pH: 7.5 10 ml
Tris 50 mM 0.060 gr
EDTA 10 mM 0.037 gr
CTAB 1% 0.1 gr
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Solution NaCl

1 ml

NaCl IM 0.058 ml

Meélange chlorophorme-octanol (24:1) a préparer et a garder a I’abri de la lumiere.

1.1.2 Matériel utilisé

Centrifugeuse minifuge: Heraeus sepateck Biofuge 13
Centrifugeuse « 4000 rpm »: Hermle BHG (ZK364)

1.1.3 Protocole

- peser 3 gr de jeunes feuilles

- placer dans un mortier

- couvrir d’azote liquide.

- broyer jusqu’a obtention d’une poudre fine

- placer dans un tube Falcon de 50 ml

- ajouter 6 ml de tampon d’extraction (CTAB 2x)

- incuber 40 minutes dans un bain a 60 °C

- mélanger par inversion toutes les 10 minutes

- ajouter 3 ml de chloroforme-octanol (24:1)

- mélanger par inversion pendant 5 minutes

- centrifuger 10 minutes a 4000 rpm (température ambiante)

- récupérer la phase aqueuse

- ajouter 10% en volume de CTAB 10 %, NaCl 0.7 M.

- mélanger, ajouter 3 ml de chloroforme octanol (24:1) et mélanger par inversion pendant 5
minutes

- centrifuger 10 minutes a 4000 rpm (température ambiante)

- récupérer le surnageant aqueux

- ajouter 1 volume de milieu de précipitation

- mélanger et laisser précipiter 30 minutes a température ambiante

- centrifuger 10 minutes a 4000 rpm et éliminer le surnageant

- ajouter 450 pl de NaCl 1 M

- incuber a 56°C pendant 5 minutes sous agitation pour dissoudre le précipité gélatineux

- transvaser dans un Eppendorf et ajouter 2 volumes d’éthanol 96% a - 20°C

- placer a - 70°C pendant 10 minutes

- centrifuger a 13.000 rpm (minifuge), 2 min., 4°C

- éliminer le surnageant et laver le culot d’ADN 2 fois avec 500 pl d’éthanol 76% (- 20 °C).

- sécher sous vide pour éliminer I’éthanol résiduel (ne pas trop dessécher le culot)

- resuspendre I’ ADN dans 400 pl de Tris 10 mM EDTA 1 mM (pH 8.0) en plagant le tube
dans un agitateur rotatif a 4°C pendant une nuit.

1.2.  Electophorése sur gel d’argarose

L’électrophorése en gel d’agarose sépare les fragments d’ADN en fonction de leur taille. Le
pourcentage d’agarose utilisé sera inversément proportionnel aux tailles des fragments a séparer.

La taille des fragments est estimée en faisant co-migrer des fragments d’ADN de taille connues. Nous
avons utilis¢é comme marqueurs de taille : I’ADN du phage A coupé¢ par Hind III et la Smart Ladder.
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1.2.1. Marqueurs de tailles.

I’ADN du phage A coupé par Hind III : Smart Ladder 5ul

Bande de 23130 pb Bande de 10000 pb 100 ng
Bande de 9416 pb Bande de 8000 pb 80 ng
Bande de 6557 pb Bande de 6000 pb 60 ng
Bande de 4361 pb Bande de 5000 pb 50 ng
Bande de 2322 pb Bande de 4000 pb 40 ng
Bande de 2027 pb Bande de 3000 pb 30 ng
Bande de 800 pb Bande de 2500 pb 25 ng
Bande de 700 pb Bande de 2000 pb 20 ng
Bande de 600 pb Bande de 1500 pb 15 ng
Bande de 564 pb Bande de 1000 pb 100 ng
Bandede 125 pb Bandede 800pb 80 ng

Bandede 600pb 60 ng
Bandede 400pb 40 ng
Bandede 200pb 20ng

1.2.2. Solution et tampon utilisés

Solution de chargement (5 fois concentrée) : 40 % de glucose
0,025 % bleu de bromophénol

Tampon TAE (1 fois concentré) : Tris-acétate 40 mM (pH = 8,0)
EDTA 1 mM

1.2.3. Matériel utilisé

Cuve d’électrophorese: Pharmacia LKB GNA100

1.2.4. Protocole

e Porter a ébullition 50 ml de tampon TAE additionné d’agarose, jusqu'a obtention d’une solution limpide.

e Quand la solution est refroidie (aux environs de 50°C), ajouter 3 pl de bromure d’éthidium (solution stock a
2 mg/ml).

e Couler I’agarose sur le support ad 7oc muni d’un peigne.

e Apres solidification de 1’agarose, immerger le gel dans une cuve d’électrophorese (Mini-PROTEAN II Cell,
BIO-RAD) contenant du tampon TAE (1x).

e Déposer les échantillons dans les puits (8 pl d’échantillon + 2 pl de solution de chargement) et effectuer la
migration a ’intensité désirée (de 75 a 80 mA).

Visualiser I’ADN du gel sous UV (transilluminateur longueur d’onde a 302 nm)

1.3. Polymerase Chain Reaction

1.3.1. Composition d’un milieu réactionnel de 50ul

- x ul d’ADN matrice

- 1ul d’amorce gauche ( 10 a 100 pm par réaction)

- 1 ul d’amorce droite (10 a 100 pm par réaction)

- 5 pl tampon commercial concentré 10 X avec Mg

- 0.2 2 0.4 ul de Taq polymérase (1 a 2 unités, Taq Boehringer Mannhein, stock a 5 U/pl)
- compléter avec I’eau stérile
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Matériel utilisé

Appareil PCR: Mini Cycler™ MJ Research (Biozym)

13.3.

1.4.

Programme typiquement utilisé pour I’amplification d’ADN génomique de Sinapis alba

Etape température Temps Nombre de

c° min. cycles
Dénaturation longue 94 10
Dénaturation 94 1

Hybridation 50 1 8X

Elongation 72 1
Dénaturation 9% 1

Hybridation 65 1 24X
Elongation 72 1
Terminaison 72 10

Purification de fragments d’amplification

1.4.1. Purification via colonnes Amicon Microcon 100

Pour la purification de maximum 500 pl de produit d’amplification, une colonne Microcon 100

(AMICON)

1.4.2.

1.4.3.

- ajuster le produit de PCR a 500 pl avec de I’eau millipore stérile

- poser le tout sur la colonne

- centrifuger le systéme colonne tube Eppendorf 15 minutes a 7000 rpm (minifuge)
- remplacer le tube Eppendorf

- retourner le tube et ajouter 20 ul d’une solution de Tris-HCI 5 mM pH 8

- incuber 5 min.

- centrifuger 15 min. a 4000 rpm, pour récupérer I’ADN

Purification par précipitation a 1’éthanol

- amener la solution a une concentration finale de 0.2/0.35 M en NaCl et/ou KCI
- ajouter 2 volumes d’éthanol absolu

- incuber 1 heure a - 20 °C

- centrifuger a 4°C, 13000 rpm pendant 20 a 30 minutes

- éliminer le surnageant et drainer

- laver avec 1 ml d’éthanol 70%

- centrifuger 13000 rpm, 4°C 10 minutes

- éliminer le surnageant et drainer

- sécher sous vide 2 a 3 minutes

- bien resuspendre dans I’eau millipore stérile.

Purification par extraction de gel

Réaliser un gel d’agarose préparatif. Réduire la quantité de bromure d’éthidium et

minimiser 1’exposition du gel sous la lampe U.V. lors de I’excision. L’extraction du gel se fait
via le kit QIAEX II Agarose Gel Extraction commercialisé (QIAGEN).

- exciser la bande de DNA du gel d’agarose avec une lame de scalpel stérile
- minimiser au maximum la taille du morceau de gel en retirant les excés d’agarose
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- utiliser un tube microfuge de 1.5 ml pour 250 mg d’agarose

- peser la tranche de gel

- ajouter 3 volumes de tampon QX1 a un volume de gel pour des fragments de DNA de 100 bp
a4kb

- resuspendre la résine QIAEX II en vortexant 30 secondes

- ajouter QIAEX II en accord avec le tableau ci-dessous et mélanger.

<2 pug de DNA ajouter 10 pl de QIAEX II
2-10 pg de DNA ajouter 30 ul de QIAEX II
par 10 pg de DNA supplémentaire ajouter 30 ul de QIAEX IT

L’adsorption du DNA 4 QIAEX est seulement efficace 2 pH < 7.5. Aprés qu’un morceau de gel soit
dissout, vérifier le pH; s’il est supérieur a 7.5, ajouter 10 pul d’acétate de sodium 3M a pH 5.0,
mélanger et vérifier le pH. Incuber a température ambiante pendant 10 minutes.

- incuber a 50°C pendant 10 minutes. Mélanger toutes les 2 minutes pour garder la résine
QIAEX II en suspension

- centrifuger les échantillons pendant 30 secondes et retirer le surnageant prudemment avec
une pipette

- laver le culot avec 500 pl de tampon QX1

- resuspendre le culot en vortexant, centrifuger les échantillons pendant 30 secondes et retirer
toute trace du surnageant avec une pipette. Cette étape de lavage retire I’agarose contaminant
résiduel

- laver le culot deux fois avec 500 ul de tampon PE. Resuspendre le culot en vortexant.
Centrifuger les échantillons pendant 30 secondes et retirer prudemment toute trace de
surnageant avec une pipette. Ces étapes de lavage retirent les sels résiduels contaminants

- laisser sécher le culot a I’air libre pendant 10 a 15 minutes jusqu’a ce qu’il soit devenu blanc.
Ne pas sécher sous vide. Trop sécher le culot de QIAEX II peut provoquer une diminution de
I’efficience d’élution.

- pour éluer le DNA, ajouter 20 ul de Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 ou de ’H,O et resuspendre le
culot en vortexant. Incuber selon le tableau ci-apres:

fragments de DNA < 4 kb incuber a température ambiante pendant 5 minutes
fragments de DNA 4-10 kb incuber a 50°c pendant 5 minutes
fragments de DNA > 10 kb incuber a 50°c pendant 10 minutes.

Le DNA purifié peut aussi étre élu¢ dans du tampon TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8.0) mais I’EDTA peut inhiber des réactions consécutives.

- Centrifuger 30 secondes. Pipeter avec précaution le surnageant dans un tube propre car il
contient le DNA purifié.

1.4.4. Purification avec le Kit Wizard (Promega)

- mettre dans un Eppendorf. - produit d’amplification (50 pl)
- 100 pl de tampon de purification direct (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pH 8.8 4 25°C, 1.5 mM Mg Cl,, 0.1% Triton X-100)

- vortexer
- ajouter 1 ml de résine
- vortexer a 3 reprises pendant 20 secondes en laissant reposer une minute entre chaque €tape

d’agitation
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- retirer le piston d’une seringue de 3 ml et y attacher une minicolonne

- déposer le mélange dans la seringue et injecter doucement avec le piston

- détacher la seringue de la minicolonne et enlever le piston

- attacher de nouveau la seringue sur la minicolonne et injecter 2 ml d’isopropanol 80%
(lavage de la colonne)

- retirer la seringue et placer la minicolonne dans un Eppendorf

- centrifuger 30 secondes a 12000 rpm (séchage de la résine)

- transférer la minicolonne dans un nouveau Eppendorf

- ajouter 30 pl d’eau millipore stérile, incuber 5 minutes

- centrifuger 30 secondes a 12000 rpm (élution)

- ’ADN purifié est stocké a - 20°C jusqu’a utilisation.

1.5. Clonages
1.5.1. Restriction

Composition du milieu de restriction

Insert Vecteur
Taille 240 bp 2961 bp (pBluescript II KS +)
Stratagéne 212207
H,O 0 ul 11.5 pl
TP 10X 4 ul 1.5 ul
DNA 34 pl (20 ng/pl) 1 pl (pg/ul)
Xho I (Gibco BRL) 1 pl (10U/ul) 0.5 ul
Xba I 1 pl (10U/ul) 0.5 ul
Volume total 40 pl 15 ul

Etape post-restriction: Extraction phénol/chloroforme

Ajuster préalablement le volume des échantillons a 100 pl et la salinité a 250 mM
(NaCl) sur base d’un tampon de digestion contenant 50 mM en Na Cl.

- ajouter un volume de solution phénol/chloroforme/alcool isoamilique (25:24:1)

- vortexer trois fois 20 secondes (vitesse la plus faible), laisser reposer entre chaque agitation
- centrifuger a 13000 rpm (microfuge) pendant 3 minutes a température ambiante

- récupérer la phase aqueuse sans toucher I’interface (celle-ci contient les protéines).

Terminer par une précipitation a ’éthanol de I’ADN et resuspendre dans 10 pl.d’eau

stérile millipore.

1.5.2. Ligation

Composition

- T4 DNA ligase (4U/ul) 1 ul
- ligation buffer 10X 1ul
- 100 ng plasmide x pul
- 2 fois moins de molécules d’insert y pl
- eau stérile z ul
Volume total 10 n
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1.5.4. Transformation

1.54.1. Production de bactéries électrocompétentes

La transformation nécessite des bactéries compétentes. Le protocole ci-dessous a été
utilis€ pour rendre comgétentes les bactéries (XL1-blue MRF’) fournies avec le plasmide
(pBluescript II KS +, Tet™ ).

- prélever des bactéries du stock et faire un étalement sur boite (Agar, Tet+)

- laisser une nuit dans une étuve a 37°C

- le lendemain, prélever une colonie isolée et lancer une culture de nuit (16 heures) dans 10 ml
de milieu LB en présence de Tétracycline, avec agitation

- reprendre 5 ml et rediluer dans 200 ml de milieu LB/Tet+

- cultiver a 37°C avec agitation

- les bactéries sont récoltées apres 4 a 5 heures en phase exponentielle

- transférer le contenu dans 4 tubes Falcon de 50 ml

- placer sur glace pendant 10 minutes et centrifuger 20 minutes a 4000 rpm 4°C

- décanter, resuspendre dans 20 ml d’H,O stérile, 10 minutes sur glace

- centrifuger 4000 rpm 4°C pendant 20 minutes

- décanter, resuspendre dans 5 ml d’H,O stérile, 10 minutes sur glace

- centrifuger 4000 rpm 4°C pendant 20 minutes

- resuspendre dans 5 ml de glycérol 10% stérilisé sur filtre millipore

- centrifuger 20 minutes, 4°C, 4000 rpm

- resuspendre dans 700 pl glycérol 10%

- aliquoter et stocker a -70°C.

1.54.2. Transformation par électroporation
Produits utilisés

Stock Concentration finale dilution dans
Ampicilline 50 mg/ml 60 ug/ml eau stérile
Tétracycline 5 mg/ml 50 pg/ml éthanol 99%
X-gal 20 mg/ml 35 pg/ml N-diméthylformamide
PTG 20 mg/ml 35 pg/ml eau stérile

Boites de culture:  LB/Agar Luria Agar (Gibco BRL), 37 gr/litre.

Protocole

On veillera a éviter au maximum les contaminations bien que celles-ci seront
normalement éliminées grace aux milieux de sélection.

- placer les bactéries XL1 blue compétentes sur glace

- préparer des Eppendorfs contenant 50 ul de bactéries et x pl de la réaction de ligation
- laisser reposer 5 minutes sur glace

- transvaser le contenu dans une cuve a électroporation refroidie a 4°C

- appliquer 25 pF, 200 Q, 2500 V

- faire le contact jusqu’a obtention du signal sonore

- retirer la cuvette et rajouter directement 1 ml de LB stérile a 4°C

- transférer dans un tube Eppendorf
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- incuber 1 heure a 37°C
- étaler sur milieu de sélection.

1.5.4.3. Transformation par heatshock

Les bactéries compétentes (Top 10 F’, Tet™) sont fournies par le kit de transformation
« One Shot » (Invitrogen).

- centrifuger brievement les tubes contenant la réaction de ligation et placer sur glace

- dégeler 50 pl de cellules Top 10 F’ pour chaque réaction de transformation et garder sur
glace

- ajouter 2 ul de B-mercaptoéthanol a chaque tube de cellules compétentes et mélanger en
agitant doucement. Ne pas mélanger les cellules avec une pipette

- ajouter 1 a 10 pul de chaque réaction de ligation aux cellules et directement mélanger
doucement

- incuber les tubes sur glace pendant 30 minutes

- incuber ensuite pendant exactement 30 secondes dans un bain d’eau a 42°C. Ne pas mélanger
ou agiter

- ajouter 250 pl de milieu SOC préalablement chauffé (fourni dans le kit)

- incuber les tubes une heure a 37°C et procéder a |’étalement sur boite.

1.6. Sélection

1.6.1. Test blanc/bleu

Le test lac Z, ou test blanc/bleu, est une méthode de sélection de bactéries transformées
basée sur la propriété de complémentation intragénique que possédent les recombinants issus
de la transformation.

La souche bactérienne utilisée est déficiente en [3-galactosidase. Elle posséde cependant
un épitope F’ dont une partie code pour la région C-terminale inactive o° de la B-
galactosidase. La partie N-terminale inactive a est, elle, codée par une portion de gene se
trouvant dans le vecteur de transformation.

Dans les bactéries transformées, il y aura complémentation intragénique lors de
’assemblage des peptides o et o inactifs qui vont donner une galactosidase fonctionnelle.

Le site multiple de clonage du vecteur est intégré, par construction, en phase dans une
partie peu importante du géne lac Z sans perturber I’activité de la [B-galactosidase. Le
phénoméne de complémentation intragénique sera possible si le vecteur ne contient pas
d’insert. Par contre, si le vecteur contient un insert, la région codant pour la partie N-terminale
de la B-galactosidase sera disruptée et la complémentation intragénique alors rendue impossible
car le peptide o ne peut plus former une B-galactosidase fonctionnelle en s’associant au
peptide a‘.

Lors de ’addition d’IPTG et de X-Gal, les bactéries transformées avec des vecteurs
refermés sur eux-mémes ou avec des vecteurs contenant un petit morceau d’insert produiront
un B-galactosidase fonctionnelle et apparaitront bleues. Dans le cas de bactéries transformées
avec le vecteur contenant I’insert, il n’y aura pas de [-galactosidase fonctionnelle et les
colonies formées par celles-ci apparaitront blanches.
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1.6.2. PCR de sélection

Procéder tout d’abord a un repiquage des colonies potentiellement intéressantes, isolées
suite au test blanc/bleu, sur des boites Tet+ Amp+ (c’est-a-dire les colonies présentant une
coloration blanche) a I’aide d’un cure-dents stérile.

Réaliser une PCR a partir de ces colonies avec des amorces dites « universelles »,
externes a I'insert, dont les séquences homologues sont présentes sur le vecteur. Le produit
d’amplification est chargé sur gel d’agarose 2% et la taille des bandes est estimée par
comparaison avec les pistes étalons (Smart Ladder, Eurogentec).

Les séquences des amorces utilisées sont respectivement:

Forward: 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’
Reverse: 5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’

Le programme utilis€ pour cette PCR est le suivant:

Tempeérature (°C) temps (minutes) nombre de cycles
94 4.5 1
94 1.0
55 1.0 35
72 2.0
72 5.0
10 infini 1

Chaque tube contient:

amorce Forward 10 pm

amorce Reverse 10 pm

Tampon 10X 7 ul

DNTP 10 pM 1.4 ul

Taq polymérase 0.2 ul

H,O stérile 61.2 ul

ADN une colonie de bactéries
Volume Total 70 pl

1.7. Séquencage

1.7.1. PCR préparative

Les clones positifs sont séquencés. Le séquengage se compose premieérement d’une
PCR préparative utilisant des amorces s’hybridant sur des sites externes a I’insert. Nous allons
a nouveau utiliser les amorces Forward et Reverse avec le méme programme que celui
précédemment évoqué. Le produit d’amplification sera ensuite purifié et les fragments a
séquencer seront récupérés. On utilise alors ces fragments purifiés pour réaliser la réaction de
séquengage proprement dite a I’aide du Kit « ABI PRISM BigDye Sequencing Terminator »
commercialisé par la firme ABI PRISM. Le séquengage est réalis€¢ pour chaque fragment au
départ de Forward ou de Reverse: on obtiendra ainsi la séquence des deux brins
complémentaires. Les fragments obtenus seront ensuite déposés sur gel dans un séquenceur
automatique de la méme firme.
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L’étape de purification consécutive a la PCR préparative peut étre réalisée
indifféremment via une des différentes méthodes précédemment exposées.

1.7.2. Réaction de séquencage

Composition

La réaction de séquengage se fait avec le kit de séquengage « ABI PRISM BigDye
Sequencing Terminator ».

- Terminator ready reaction mix 2 pl

- Tampon de dilution 6 ul
- Primer F ou R 7.2 pmoles
- Produit PCR 10 ng (Y ul)

- eau désionisée millipore stérile X pl
Volume Total 20 ul

Le tampon de dilution contient 200 mM Tris-HCI pH 9 et 5 mM en MgCl,.
Purification des produits de la réaction de séquengage

Suite a la réaction de séquengage, une derniére purification est encore nécessaire pour
retirer les restants d’amorce, de nucléotides et d’enzymes:

- ajouter aux 20 pl de la réaction de séquengage 2 pl d’acétate de sodium 3M (pH 4,6 amené
avec de ’acide acétique) et 50 ul d’éthanol 96% (-20°C)

- mélanger avec une pipette et transvaser le mélange dans un Eppendorf

- vortexer et incuber sur glace 10 minutes

- centrifuger a 13000 rpm pendant 20 minutes a 4°C (centrifugeuse minifuge)

- éliminer le surnageant en retournant I’Eppendorf sur un papier absorbant

- ajouter 250 ul d’éthanol 76% a -20°C

- centrifuger a 13000 rpm pendant 5 minutes a 4°C

- éliminer le surnageant en retournant délicatement les tubes Eppendorf

- sécher le culot au SpeedVac pendant 3 a 4 minutes.

Les culots ainsi préparés sont ensuite portés a séquencer. Le séquengage se fait grace a
un séquenceur automatique ABI PRISM 377 DNA Sequencer de Perkin-Elmer.

1.8.  Sous-clonage d’un clone existant

On dispose d’une séquence de DNA d’intérét se trouvant dans un vecteur inapproprié
au travail réalisé (absence des promoteurs T3 et T7 nécessaires a la transcription in vitro).
L’insert doit étre transféré du vecteur pMOS vers pBluescript II KS+. Une PCR avec nos
amorces dégénérées complémentaires de ’insert présent dans PMOS est réalisée. Les amorces
dégénérées utilisées permettront par la suite la restriction et le clonage orienté des fragments
d’amplification.Il s’ensuit une purification des fragments, un gel d’estimation, une restriction
de I'insert et du vecteur, une purification pour retirer les enzymes de restriction pouvant géner
I’étape suivante qui consiste en une ligation overnight a 14°C. Des bactéries compétentes
T10F’ sont transformées avec le produit de ligation et étalées sur milieu sélectif. L’évaluation
des clones se fait ensuite par PCR et séquencage.
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2. Hybridation in situ

Le protocole d’hybridation in situ (communiqué par le département de Physiologie
végétale de I’Université de Liege) est adapté au marquage sur coupes paraffine avec des
sondes *°S. Ce protocole est couramment utilisé pour réaliser des études de transcription chez
Sinapis alba (Bonhomme et al., 1997).

2.1. Prélévement et fixation des méristémes apicaux

2.1.1. Matériel et produits

Stérilisation des solutions et de la vaisselle

- a l'autoclave: - 14 pots de prélévement
- 6 flacons Duran de 100 ml
- flacons pour eau DEPC, tampon phosphate
- cylindres gradués pour faire les dilutions d’éthanol

- tampon phosphate:
a préparer avec de 1’eau millifiltrée
N82PIPO4 12 Hzo 7.163 gr
196 ml d’eau DEPC
- eau DEPC
2 litres d’eau ultra pure
1 ml de DEPC

- au _four Pasteur (150°C, 48 h.): - 170 pipettes Pasteur emballées par 10 dans du papier aluminium
- aiguille montée et scalpel (pointe fine).

Tampon de fixation

200 ml de tampon phosphate/DEPC autoclavé
2 gr de paraformaldéhyde.

Ethanol

Préparer différentes solutions d’éthanol a partir d’éthanol 99.6%: 30%, 50%, 70%, 85%,
90%, 100%. On réalisera les dilutions avec de I’eau DEPC. Réaliser les solutions avec de I’eau
DEPC, sous hotte en condition stérile.

2.1.2. Protocole

Les prélévements ont été réalisés a des temps déterminés apres le début du jour long
(4h, 8h, 12h, 16h, 20h, 24h, 48h et 96h). Pour chaque temps, prélever des plantes ayant subi
I’induction et des plantes maintenues a 1’état végétatif. Les prélevements aux temps 4 et 8 ne
seront réalisés que sur les plantes végétatives car la période de photoextension déterminant les
plantes induites ne commence qu’aprés la huitieme heure.
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Les échantillons passent successivement par les étapes suivantes:

- prélevement

- fixation paraformaldéhyde

- dégazage 15 minutes sous vide poussé (avec une pompe a huile)
- renouveler le fixateur et laisser une nuit a 4°C (15 heures)

- éthanol 30% (2 heures)

- éthanol 50% (2 heures)

- éthanol 70% (2 heures)

- éthanol 85% (1 heure 30)
- éthanol 90% (1 heure 30)
- éthanol 100% ( 15 heures)
- bain éthanol/toluol (1 heure)

- bain toluol 1 (1 heure)

- bain toluol 2 (1 heure)

- bain toluol 3 (1 heure)

- bain toluol/paraffine (45 minutes)
- paraffine 1 (1 heure)

- paraffine 2 (1 heure)

- paraffine 3 (2 heures)

Matériel et méthodes

- verser de la paraffine dans une cuvette

- placer I’échantillon et I’orienter

- passer sur la plaque refroidissante

- s’assurer de I’orientation; apres quelques secondes, 1’échantillon est immobilisé
- fermer la cuvette et rajouter la paraffine

- stockage a 4°C.

Ces étapes sont réalisées pour chaque temps. Le timing de celles-ci doit étre respecté
strictement. On peut cependant allonger I’étape de fixation dans I’éthanol 70% afin de
regrouper plusieurs échantillons pour les étapes suivantes (maximum 24 heures). On peut
également arréter les étapes préparatives a l'inclusion au niveau de « paraffine 1» pour
regrouper tous les prélévements lors de I’inclusion. Stocker a 4°C.

On veillera a numéroter les cassettes a I’aide d’un crayon graphite car les bains dans les
solvants organiques dissolvent le marqueur a alcool.

2.2. Préparation des lames et coupe des échantillons

La préparation des lames est une des étapes cruciales de ’hybridation car c’est d’elle
que va dépendre I’adhérence des échantillons tout au long des différents bains. On procédera
de la maniére suivante :

- plonger les lames dans 1’acide nitrique concentré pendant 1 heure

- laver les lames en les passant au travers de quatre bains de 15 minutes dans de ’eau

désionisée

- plonger les lames dans I’acétone pendant 30 minutes

- sécher au minimum 2 heures au four Pasteur a 180°C

- sortir les lames et quand celles-ci sont refroidies, les plonger dans une solution de
Poly-L-Lysine 500 pg/ml (Sigma P-1399)

- un film doit alors se déposer sur la lame

- laisser sécher sous hotte; les lames ainsi préparées restent valables 2 a 3 jours.
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Réaliser des coupes de 8 um d’épaisseur dans les échantillons. Mettre ces échantillons a
flotter sur un bain d’eau stérile ultra pure dégazée a 50°C. Découper une section, contenant 5 a
6 échantillons, dans le ruban-et procéder a la vérification sous microscope. Chaque lame
contient cinq objets. Laisser sécher a 42 degrés pendant une nuit. Les lames pourront étre
utilisées endéans les quelques jours qui suivent la coupe.

2.3. Préparation des sondes ARN **S radioactives

2.3.1. Minipréparation plasmidique

La préparation de la sonde nécessite une quantité relativement importante de matrice
pour la syntheése de la sonde (1ug par transcription). Cette matrice, clonée dans le plasmide
pBS, sera produite par minipréparation: les bactéries contenant le vecteur seront mises en
culture et le plasmide d’intérét sera ensuite isolé et purifié.

- faire une culture de nuit a 37°C sur agitateur; le milieu de culture contient
10 millilitres de milieu LB, une colonie bactérienne isolée, ampicilline
- le lendemain, remplir 3 Eppendorfs de 1.5 ml avec la culture de nuit
- placer sur glace pendant 5 minutes
- centrifuger 5 minutes a 4°C, 13000 rpm
- retirer le surnageant a la pipette
- resuspendre dans 150 ul de solution a 4°C de glucose 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,
EDTA 10 mM
- vortexer briévement
- incuber 5 minutes sur glace
- ajouter 300 ul de Na OH 0.2M, SDS 1%, et mélanger par inversion
- incuber 5 minutes sur glace
- ajouter 150 pl de K Ac (3M) + H Ac (1.8M) et mélanger par inversion
- incuber 5 minutes sur glace
- centrifuger 15 minutes, 4°C, 13000 rpm
- récolter le surnageant dans un nouvel Eppendorf
- ajouter un volume de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1)
- vortexer 4 x 20 secondes en laissant les phases se séparer entre chaque agitation
- centrifuger 5 minutes, 13000 rpm, 4°C
- récupérer la phase aqueuse dans un nouvel Eppendorf
- ajouter 1 ml d’éthanol 96%
- laisser une heure a -20°C (ou 15 minutes a -70°C)
- centrifuger 20 minutes, 13000 rpm, 4°C
- retirer le surnageant
- laver le culot a I’éthanol 76% (-20°C)
- centrifuger 5 minutes, 4°C, 13000 rpm
- éliminer le surnageant
- sécher sous vide pour éliminer le restant d’éthanol
- resuspendre dans 30 pl d’eau ultra pure
- ajouter 1 ul de RNAse A (solution stock a 10 mg/ml) et incuber pendant 1 heure a 37°C.

Etant donné que ces plasmides seront utilisés lors de la transcription in vitro, on veillera
a éliminer au maximum toute présence de RNAses. C’est pourquoi on réalisera, pour terminer,
une extraction phénol/chloroforme/alcool isoamylique suivie d’une précipitation a I’éthanol. La
pureté de la préparation sera ensuite évaluée via une migration sur gel d’agarose 2%.

41



Matériel et méthodes

2.3.2. Transcription in vitro

Le travail en condition RNAse free commence a partir de ce point. Il faut en effet
¢éviter toute présence de RNAses pouvant dégrader aussi bien la sonde que les m-RNAs cibles
présents sur les coupes.

2321 Produits

Le tampon de transcription contient des sels, une solution tampon, du dithiothreitol et
d’autres ingrédients afin d’obtenir une efficience de transcription optimale.

Le mélange d’enzymes est une solution tamponnée, 50% de glycérol, contenant la
RNA polymérase (T3 ou T7), des inhibiteurs de RNAses placentales et d’autres composants
permettant d’augmenter le taux et la durée de la réaction in vitro.

2322, Composition

Nous avons accompli la transcription conformément aux instructions recommandées par
la firme. Le mélange de transcription se compose, pour un volume final de 20 pl, de:

- 2 ul de tampon de transcription 10X
- 2 ul de solution d” ATP (75 mM)

- 2 ul de solution de GTP (75 mM)

- 2 pl de solution d” UTP (75 mM)

- 1 pl de solution de CTP (75 mM)

- 3 ul de solution de CTP marqué *°S
- x ul de solution de matrice lin€arisée
-y ul de solution d’enzymes

- z ul d’ eau nucléase free.

23:2.3. Protocole

La réaction de transcription est réalisée a 37°C pendant 2 heures. A I'issue de ces 2
heures, un traitement a la DNAse Q1 est prescrit (37°C, 15 minutes).

Augmenter le volume de la phase aqueuse a 100 pul, pour plus de facilité lors de la
récupération de celle-ci au cours des étapes suivantes. Séparer les protéines présentes dans le
milieu via deux étapes successives:

- séparer via 1 volume de phénol/chloroforme (1/1)

- vortexer 4 x 20 secondes en laissant reposer entre chaque étape
- récupérer la phase aqueuse sans toucher ’interface

- séparer via un volume de chloroforme

- vortexer 4 x 20 secondes en laissant reposer entre chaque étape
- récupérer la phase aqueuse sans toucher I’interface.

Précipiter les RNAs 15 minutes a - 70°C ou une nuit a -20°C. La composition du
mélange de précipitation est détaillée ci-dessous:
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- 1 volume de NH; Ac 4M
- 2.5 Volumes d’éthanol
- 0.6 pul de t-RNA 16 pg/ul

- Centrifuger 5 minutes a 13.000 rpm
- récupérer le surnageant pour des comptages ultérieurs de la radioactivité

- - faire un ringage a I’éthanol 70% (200ul)

- centrifuger et garder le surnageant

- resuspendre le culot dans 55 pul de Tris 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 20 mM (TED)
- réaliser ensuite une série de comptages au compteur a scintillation

- déposer 1 pul des 55 pl de sondes ou 1 pl des surnageants dans 5 ml de mélange scintillant
- placer le tout dans un tube a scintillation et compter pendant une minute
- les résultats du comptage seront exprimés en cpm.

Apres la transcription et I’étape de purification, la taille de la sonde est réduite
chimiquement afin d’améliorer I’accessibilité aux tissus: ¢’est ’hydrolyse carbonate.

- prendre les 55 pl de sonde resuspendues dans le TED
- ajouter 50 ul de tampon carbonate
composition du tampon carbonate: Na HCO3; 80 mM, Na, CO; 120 mM pH 10.2
- on incube a 60°C pendant le temps requis déterminé au moyen de la formule ci-dessous:

t = (Lo-Lf)/K Lo Lf

ou:. Lo  =tailleinitiale de la sonde
Lf  =taille finale de la sonde (150 pb)
K =0.11

Neutralser la réaction en ajoutant:

- 5 pl d’acide acétique 10%
- 1/10 vol de Na Ac 3M
- 2.5 vol d’éthanol absolu

- bien mélanger le tout, mettre 15 minutes a - 70°C ou une nuit a -20°C

- centrifuger 10 minutes a 13.000 rpm (t°® ambiante) et rincer a I’éthanol 70% (300 pl)
- jeter les surnageants et resuspendre dans la quantité adéquate de TED

- aliquoter par 5 pl et placer a -70°C.

2.4. Etape d’hybridation

2.4.1. Préhybridation

Cette étape va permettre le déparaffinage, la réhydratation et la préparation a
I’hybridation en augmentant 1’accessibilité de la sonde envers ses cibles.
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2411 Déparaffinage

- 3 bains de toluol de 10 minutes chacun (réutilisables ultérieurement)

- plonger les lames 20 secondes dans une série de bains d’éthanol (préparés en eau DEPC
stérile ultra pure) a différentes concentrations, respectivement: éthanol 100%,
éthanol 100%, éthanol 90%, éthanol 70%, éthanol 50%, éthanol 30%, H,O, H,0.

2412 Perméabilisation et hybridation

- passer par une solution de protéinase K (1pg/ml dans Tris 100 mM, EDTA 5 mM
pH 8) pendant 30 minutes a 37°C (pour plus de facilité, faire une solution stock de
protéinase K 10 mg/ml dans TE et aliquoter par 25 ul (250pg/250pl), garder a- 20°C)

- laver dans deux bains successifs d’H,O

- 1 bain de thiéthanolamine H C1 0.1M pH 8 a température ambiante pendant 15 minutes; on
veillera a utiliser une solution fraichement préparée

- 1 bain d’anhydride acétique 0.25% dans triéthanolamine H Cl 0.1M a température ambiante
pendant 15 minutes avec agitation

- deux bains de SSC 2X (0.3M NaCl, 0.03M trisodium citrate) pendant 5 minutes.

- veiller a chauffer la sonde 5 minutes a 80°C et a la refroidir rapidement (dénaturation de la
sonde).

2.42. Hybridation

- sortir les lames une a une

- les égoutter sans les laisser sécher

- poser 20 ul de solution d’hybridation contenant les sondes

- couvrir avec un couvre-objet 24/36

- mettre les lames dos a dos

- les plonger dans I’huile minérale pendant une nuit a 43°C (entre 14 et 16 heures).

Le milieu d’hybridation se compose typiquement de:

- Tris H Cl pH 8 20 mM

-Na C1 0.3M

-EDTA ImM

- solution de Denhart 1X (albumine bovine 0.02%, Ficol 0.02%, polyvinyl 0.02%)
- t-RNA de levure 500 pg/ml

-DTT 10 mM

- Dextran sulfate 10%

- Formamide désionisée 50%.

Pour 500 ul de solution d’hybridation (25 lames), on utilise:

- 100 pl Tris H C1 100 mM, EDTA 5 mM, NaCl 1.5 M
- 5 ul de solution de Denhart 100 x

- 15 pl de t-RNA 16.5 mg/ml

-25 ulde DTT 200 mM

- 250 pul de formamide

- 100 pl de dextran sulfate 50%
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- 5 ul de sonde dans TED préchauffée 5 minutes a 80°C et refroidie rapidement sur glace.

2.4.3 Post-hybridation

- apres la nuit d’hybridation, réaliser les bains de lavage et de fixation (les bains
ci-dessous peuvent étre réalisés avec de I’eau ultra pure non stérile)

- retirer les lames de I’huile minérale et les laisser égoutter verticalement sur un papier
absorbant pendant quelques minutes

- déposer les lames dans les paniers porte-lames et faire passer dans différents bains placés sur
un agitateur :

- 2 bains de chloroforme pur de 10 minutes chacun

- 1 grand bain de SSC 3X + DTT 10 mM pendant 30 minutes

- 1 autre grand bain de SSC 3X + DTT 10 mM pendant 30 minutes
- 1 bain de SSC 2X + DTT 10 mM pendant 15 minutes

(tous les bains ci-avant sont considérés comme étant radioactifs)

- 1 bain dans le tampon RNAse A 1X (Na C1 0.5M, Tris H Cl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM), a
température ambiante pendant 15 minutes

- 1 bain de solution RNAse 20pug/ml dans le tampon RNAse 1X pendant 30 minutes a 37°C

- 2 autres bains dans le tampon RNAse 1X a température ambiante pendant 7 minutes 30
secondes (on veillera a utiliser les bains réservés a I’utilisation exclusive des RNAses)

- 1 bain de SSC 2X a température ambiante pendant 15 minutes avec agitation

- 1 grand bain (1500 ml) de SSC 0.1X a 55°C pendant 30 minutes avec agitation

- 1 grand bain de SSC 0.1X a température ambiante pendant 10 minutes avec agitation

- passer par une série d’éthanol contenant du NH; Ac 0.3M; on passe respectivement par
I’éthanol 30%, 50%, 70%, 90%, 100% (30 secondes dans chaque bain)

- sécher les lames verticalement dans la hotte a flux laminaire

- terminer par la pose de I’émulsion et la coloration au calcofluor.

2.4.4. Composition des solutions utilisées

Tampon phosphate Na H,PO; H,0 0.1M (1/4)
Na, HPO, 12 H,0 0.1M (3/4)
amener a pH 7 et autoclaver
conserver a température ambiante

Tampon T.E. Tris 10 mM
EDTA 1 mM
amener a pH 8
conserver a température ambiante

Tampon T.E.D TE+DTT 20 mM
filtrer sur filtre 0.22 pum (Sterile Acrodisc® Gelman Sciences)
amener a pH 8
conserver au frigo



Tampon carbonate 0.2M
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Na HCO; 80 mM
Naz CO3 120 mM
ajuster a pH 10.2
autoclaver et garder a -20°C

Solution stock 10 x de tampon T.E pour traitement a la protéinase K

SL stock de tp. RNAse 5X

Paraformaldéhyde 2%

DTT 500 mM
Fluka 43819

Dextran sulfate 50%
Sigma D-7037

NH,Ac M

Sl pour le milieu d’hybr.

Solution Denhart 100 X

Solution de T RNA
Boehr. Manheim
84771921

SL stock SSC 20X

Protéinase K

Tris 1 M

EDTA 50 mM

amener a pH 8 et autoclaver
conserver a température ambiante

Tris 50 mM

EDTA 5 mM

NaCl25M

ajuster a pH 8

conserver a température ambiante

préparer dans du tampon phosphate
veiller a travailler stérilement

a préparer avec de I’eau DEPC
filtrer sur filtre 0.22 um
garder a -20°C

préparer avec de I’eau DEPC
stocker a -20°C

préparer avec de I’eau DEPC
filtrer et placer dans un flacon stérile
a préparer juste avant et a garder au frigo

Tris H Cl 100 mM

EDTA 5 mM (Sigma E-5134)

NaCl 1.5 mM

autoclaver et stocker a température ambiante

BSA 2 % (Stratagene 300041)
Ficol 2 % (Sigma F-2637)
PVP 2 % (Sigma P-5288)
aliquoter et stocker a -20°C

16.5 ng/ml
préparer avec de I’eau DEPC
aliquoter et stocker a -20°C

Na Cl 3M
citrate de sodium 0.3 M
autoclaver et garder a température ambiante

10 mg/ml dans TE 1 X
aliquoter par 25 pl puis stocker a -20°C
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RNAse A 25mg/2.5ml de RNAse A 1X
aliquoter par 500 pl et stocker a -20°C
H;0 DEPC 0.05 % dans de I’eau millipore
Fluka 32490 autoclaver et conserver a température ambiante
RNAse T1 1ul / 250 ml (100.000 U/ml)

2.5. Pose de I’émulsion et développement des coupes

Toutes les manipulations décrites ci-dessous se dérouleront dans une chambre noire
pourvue d’un éclairage inactinique.

2.5.1. Matériel et produits

Pose de I’émulsion

- émulsion Kodak NTB2 conservée au frigo dans une boite noire scellée a la toile
isolante

- plaque chauffante avec cristallisoir d’eau (servant de bain-marie)

- thermometre

- spatule en plastique (important car ’utilisation d’une spatule en métal risque de réduire les
grains d’argent, augmentant par la-méme le bruit de fond)

- 1 borel, entouré de papier aluminium, avec de I’eau distillée, a 40-42 °C, placé dans le
bain-marie

- bofte noire avec chlorure de calcium (pour le stockage des lames microscopiques couvertes
d’émulsion avant révélation)

- lumiére avec filtre Iliford F904

- portoir pour égoutter les lames (rack a tubes Falcon)

- 60-70% d’humidité et 20% (on peut atteindre 60% d’humidité en prévoyant la veille deux
bacs d’eau sur un plaque chauffante dont la température est réglée a 20-25°C).

Développement

- 1 bac de révélateur Microdol X-pro a 20°C (Kodak-522 1304)
- 2 bacs d’eau distillée a 20°C

- 1 bac de fixateur Acidofix a 20°C

- 1 minuterie

- les lames a révéler

- des paniers a lames

- un thermomeétre

- lumiére avec filtre F904 (Ilford).

2.5.2. Protocole
Pose de I’émulsion

- A un volume d’eau chaude déterminé dans le borel, ajouter une goutte de glycérol et de
I’émulsion a volume égal a ’eau, sans peser, avec la spatule en plastique. (1/2 volume d’eau,
Y2 vol d’émulsion, quelques gouttes de glycérol)

- laisser réchauffer I’émulsion quelques minutes (tous les composants doivent avoir la méme

47




Matériel et méthodes

température)

- mélanger lentement avec la spatule de plastique

- laisser reposer environ 5 minutes

- tester I’émulsion, éviter les bulles d’air dans I’émulsion

- plonger les lames individuellement pendant une a deux secondes dans I’émulsion puis les
égoutter verticalement dans le portoir

- quand les lames sont seches, les disposer dans un boite noire fermée hermétiquement et les
conserver au frigo jusqu’a la révélation.

Développement
- plonger les lames 5 minutes dans le révélateur, puis 1 minute dans deux bains successifs
d’eau désionisée, 8 minutes dans le fixateur, deux fois 1 minute dans I’eau.

- laisser sécher les lames ou les déshydrater dans des bains d’éthanol de concentration
croissante.

2.6. Coloration des lames

Cette coloration va utiliser le calcofluor, colorant qui apparaitra bleu sous éclairage
ultra-violet.

- Apres avoir révélé les lames, les laisser sécher dans I’étuve une nuit ou plus
- plonger les lames dans I’eau (Sinapis, 3h)
- plonger les lames dans de I’alcool 100 (Sinapis, 3h)
- colorer les lames dans un bac en verre
mettre 4 aliquotes de 1 ml de calcofluor 0.1 % et immerger dans I’eau distillée
durée: 20 minutes a température ambiante
ne pas rincer
- monter les lames directement avec le milieu de montage Sigma (1000-4) (3 gouttes)
- poser le couvre-objet
- mettre en chambre froide a I’obscurité
- le lendemain, sceller avec un baume (DPX) (Fluka 44581).

2.7. QObservation des lames

Les lames ainsi traitées seront observées via un microscope photonique Leitz Diaplan
équipé d’un fond noir et d’un éclairage fluorescent. Le fond noir permettra de faire apparaitre
le marquage mais on constate que les parois cellulaires apparaissent également. L’éclairage
U.V. (filtre BP340480, miroir dichroique RKP400, filtre d’arrét LP430) simultané permet
d’atténuer fortement cette réfringence induisant une fluorescence.

L’observation se fera a un grossissement de 125 ou 275 fois. Les photographies se
feront préférentiellement avec des films dia 400 ASA.
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Résultats et discussion

1. Clonage en vue de la production de sondes ARN >°S radioactives

Ce travail vise a mettre en évidence les m-RNAs de PME transcrits au niveau du
méristéme de Sinapis alba (L.) au cours de la transition florale. Aucune séquence de PME
provenant de Sinapis n’a pu étre trouvée dans les banques de données (Genbank).

En analysant la littérature, il est cependant apparu qu’il existait, au sein de toutes les
PME, 4 régions hautement conservées faisant probablement partie du site actif de la protéine.
Ces séquences se retrouvent aussi bien chez les végétaux ou les bactéries que chez les
champignons. Il est dés lors fort probable que ces quatre séquences soient également présentes
chez Sinapis alba. Des amorces complémentaires de ces régions semblaient donc utilisables
pour amplifier un ou plusieurs segments de génes de PME.

Les PME sont des enzymes ubiquistes. Chaque plante en contient de nombreuses
isoformes dont I’expression est soit constitutives soit restreinte dans le temps et I’espace. Les
conditions dans lesquelles nous avons procédé étant hautement restrictives, un mélange de
sondes a été utilisé. De cette maniére, il est peu probable que toutes les sondes soient dirigées
contre des isoformes non exprimées dans le méristéme au moment des prélévements.

1.1.  Résultats de ’extraction du DNA génomique de Sinapis alba

Suite a I’extraction du DNA, un gel d’électrophorése a été réalisé (Agarose 2%). Les
résultats sont illustrés ci-dessous. Les trois premiéres pistes résultent de la migration de 1 pl de
notre produit d’extraction. La derniére piste contient I’étalon 23 kd (caractéristiques de
I’étalon dans le Matériel et méthodes).

lpul  Ipl  1pl 23kd

Figure 4.1: Migration sur gel d'agarose2% du produit de !’extraction du DNA génomique
de Sinapis alba ( L.).

L’ADN observé est bien pur et ne contient pas de trace de dégradation. La remise en
solution n’est peut-étre pas optimale car une hétérogénéité dans ’intensité des différentes
bandes est constatée. Un second gel d’agarose 2% (non illustré) a été réalisé avec I’étalon
Smart Ladder. Une concentration de 150 a 200 ng d’ADN génomique par pl de solution a pu
étre estimée.




atpme3
0s0188
atpme2
atpcra
Lepme3
atpcrc
atpmel
atpcrb
atpmed
ewpmeb

atpme3
0s0188
atpme?2
atpcra
Lepme3
atpcrc
atpmel
atpcrb
atpmed
ewpmeb

atpme3
0s0188
atpme2
atpcra
Lepme3
atpcrc
atpmel
atpcrb
atpmed
ewpmeb

atpme3
0s0188
atpme?2
atpcra
Lepme3
atperce
atpmel
atpcrb
atpmed
ewpmeb

Figure 4.2:

régions conservées uli

328

47
318
279
327
323
196
388
378
338
387
383
250
448
438
398

23
447
443
310
507
497
457
501

503
365

Alignement des séquences de PME en acides nucléiques et mise en

KKKNIMFMGDGRTRTIITGSRNVVDGSTTFHSATVAAVGERFLARDITFQNTAGPSKHQA
KKKNIMFMGDGRTRTIITGSRNVVDGSTTFHSATVAAVXRKIP-—-———————=——===———
KKTNIMFLGDGRGKTIITGSRNVVDGSTTFHSATVAAVGERFLARDITFQNTAGPSKHQA

KKNNIFMFGDGARKTVISYNRSVALSRGTTTSLSATVESEGFMAKWMGFKNTAGPMGHQA
AGATINTT---CSAVMWSQSNDFQLKNLTVVNALLDTVDSGTHQAVALRTD--GESG-AT

VALRVGSDFSAFYNCDMLAYQDTLYVHSNRQFFVKCLIAGTVDFI FGNAAVVLQDCDIHA

VALRVGSDFSAFYQCDMFAYQDTLYVHSNRQFFVKCHITETVDE I FGNAAAVLQDCDINA
—————————————————————————————————————— X[TXDFIFGNSAVVFQNCDIVA
VALRVGADMSVINRCRIDAYQDTLYAHSQRQFYRDSYVTTVDFIFGNAAVVEQKCQIVA
—————————————————————————————————————— XETXDFIFGAGTVVEFQGCSIRP
VAFRSGSDFSVYYQCSFDGFQDTLYPHSNRQFYRDCDVTST I DFIFGEAAVVFQGCKIMP
—————————————————————————————————————— X[TXDFTFGNAAVVEQDCNLYP
AATIRVNGDRAVIFNCRFDGYQDTLYVNNGRQFYRNCVVSETVDEIFGKSATVIQNTLIVV
GKCPPAQPSDTFFVNTSDRONSYVTDHYSRAYIKDSYIEFDVDYVFGRATAVEDRVRFHT

RRPNSGQKNMVTAQG-RTDPNQONTGIVIQKCRIGATSDLQSVKGSFPTYLGRPWKEYSQT
RRPNSGQKNMVTAQG-RSDPNQNTGIVIQNCRIGGTSDLLAVKGTFPTYLGRPWKEYSRT
RNPGAGQKNMLTAQG-REDQNQNTAISIQKCKITASSDLAPVKGSVKTYXGRPWKEYS -
RKPNKRQKNMVTAQG-RTDPNQATGTSIQFCDIIASPDLEPVMNEYKTYLGRPWKKHSRT
RQPLPNQFNTITAEG-TQEANQNTGISIHQCTISP-~---- NGNVTATTYXGRPWKEYST-
RQPLSNQFNTITAQG-KKDPNQSSGMSIQRCTISA--—--- NGNVIAPTYLGRPWKEEFSTT
ROPMONQFNAITAQG-RTDPNONTGISIYNCTIKPADDLVSSNYTVKTYXGRPWKEYS
RKGSKGQYNTVTADGNELGLGMKIGIVLQNCRIVPDRKLTPERLTVATYLGRPWKKEFSTT
VS-SRGSKEAYVFAP-DSIPSVKYGFLVINSQLTGD---NGYRGAQKAKLGRAWDQGAKQ

T

VIMQSAISDVIRPEGWSEWT-GTFALNTLTYREYSNTGAGAGTANRVKWRGFKVITAAAE

VIMSTEMGDLIRPEGWKIWD-GESFHKSCRYVEYNNRGPGAFANRRVNWA--KVARSAAE
TGYLPGKTAN~—=~=~ GQ---LVIRDSTIDSSYDLANPWGAAATTDRPFKGNISPQRDLD

évidence des

lisées pour la détermination des amorces.




1.2.  Détermination des amorces

Des amorces complémentaires des régions conservées précédemment mises en évidence
ont été déterminées. L’approche semble intéressante, d’autant plus qu’elle a déja été réalisée
avec succes par Micheli pour isoler, chez Arabidopsis thaliana, une série de séquences
partielles de PME reprises sous la dénomination « AtPMEpcr A/G » (de A jusque G) (Micheli
etal., 1997).

Des alignements sur base des séquences en acides aminés et nucléiques ont été réalisés.
Les résultats de ces alignements ont permis de déterminer une paire d’amorces dégénérées
possédant la plus grande probabilité de s’hybrider chez Sinapis alba.

Bien que les régions utilisées soient remarquablement bien conservées, il nous a semblé
plus intéressant de réaliser les alignements majoritairement sur base de séquences d’une
crucifére proche de Sinapis et dont un grand nombre de séquences sont connues: Arabidopsis
thaliana. Des séquences de PME de tomate et de bactérie ont également été intégrées.

Nom détaillé abréviations Accession
utilisées Number
A. thaliana AtPME3 Atpme3 AF033204
A. thaliana OS 0188 « putative PME » 0S0188 U75596
A. thaliana AtPME?2 Atpme2 U25649
A. thaliana clone AtPMEpcrA Atpcra AF033205
Lycopersicon esculentum LePME3 « fruit specific » Lepme3 U70676
A. thaliana clone AtPMEpcrC Atpcre AF033207
A. thaliana AtPME]1 Atpmel X81585
A. thaliana clone AtPMEpcrB Atpcrb AF033206
A. thaliana AtPMEA4 « flower specific » Atpme4 AF077855
Erwinia chrysanthemi pemB Ecpemb X84665

Les séquences auxquelles nous faisons référence ci-dessous ont permis la réalisation des
alignements. Elles sont disponibles sur le site internet NCBI Entrez, Nucleotide QUERY, en
précisant le numéro d’accession. Les programmes Clustal et Boxshade ont été utilisés pour
exécuter les alignements.

La figure 4.2 illustre le résultat de ’alignement des séquences en acides aminés. Les
séquences GTXDFIFG et YLGRPWK sont, comme prévu, hautement conservées.

Sur base de I’alignement en bases, la dégénérescence la plus probable a été déterminée:
nous avons a chaque fois éliminé les bases les moins représentées quand des différences
apparaissaient lors de I’alignement. .’alignement apparait en figure 4.3. La distance entre ces 2
régions conservées est d’environ 225 paires de bases (régions conservées inclues).

Des sites de restrictions ont été ajoutés aux amorces pour contrdler et restreindre
I’insertion au site choisi. Quelques bases ont été ajoutées a chacun des sites de restriction afin
d’augmenter ’efficacité de la restriction. Certaines modifications ont également été apportées
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TGGGACAATCGACTTCATTTTCGGAAFGTGCTGCGGTCGTTTTCCAAGGCTGCAAAATCA
TIGGGACAATCGACTTCATTTTCGGAAFGTGCTGCGGTCGTTTTCCAAGGCTGCAAAATCA
TGGAACA-TCGATTTCATTT-CGGAGFCTGGCACAGTCGTCTTCCAAGGCTGCAGCATCC
TIGGAACA-TCGATTTCATTT-CGGAAACTCTGCTGTGGTATTCCAGAACTGCGACATCG
TGGAACA-TCGATTTCATTT-CGGCAFATGCAGCTGTTGTGTTCCAAGACTGTAATCTCT
AGGTACTGTTGATTTCATATTTGGTAFATGCAGCAGTTGTATTCCAGAAATGTCAGATCG
JGGAACCGTTGACTTCATCTTCGGAAFACGCCGCCGTCGTGCTCCAAGACTGTGACATCC
GGGAACAGTAGACTTCATCTTCGGCAFAATCCGCAACCGTGATCCAAAACACACTAATTG
TIGGCAAA-CAGTCATGTTTTCCTGAGIIGCACCCCATTAGTTGGATAATCGTCCAACAACG

T--GCCTCGCCAGCCTCTTTCTAACCAATTCAACACCATAACCGCT--CAGGGCA--AAA
T--GCCTCGCCAGCCTCTTTCTAACCAATTCAACACCATAACCGCT--CAGGGCA--AAA
G--TCCGCGTCAGCCGCTTCCGAATCAGTTCAACACAATCACCGCT--GAAGGTA--CAC
T--GGCACGAAATCCTGGAGCTGGGCAAAAGAACATGTTAACGGCT--CAAGGAC--GGG
A--TCCAAGACAACCGATGCAGAACCAGTTCAACGCTATTACAGCT--CAAGGTC--GTA
T--AGCTAGAAAACCGAATAAAAGACAGAAAAACATGGTGACTGCA--CAAGGCA--GGA
A--CGCTCGCCGCCCTAATTCCGGTCAGAAAAACATGGTCACAGCT--CAGGGAA--GAA
T--TGTCCGTAAAGGAAGCAAGGGACAATACAACACGGTCACAGCC--GATGGAAACGAA
AGGTGCACTTATATTTATTGGCAAAAATCACACCAGAAATCAGGCTGGCCGCGTACCGGA

AAGATCCGAACCA-AAGCTCGGGGATGTCGATTCAACGATGCACTAT--CTCCGCAAA-~-
AAGATCCGAACCA-AAGCTCGGGGATGTCGATTCAACGATGCACTAT--CTCCGCAAA-~-
AAGAGGCCAATCA-GAACACGGGAATATCGATCCACCAATGCACAAT--CTCTCCCAA--
AGGATCAGAACCA-GAACACCGCCATTTCGATCCAAAAATGTAAGAT--AACGGCTAGTT
CTGATCCGAATCA-AAACACGGGAATTTCGATTTACAATTGTACGATTAAACCGGCAG--
CGGACCCAAATCA-GGCCACGGGGACATCAATTCAGTTCTGTGACAT--AATTGCAAGTC
CGGATCCTAACCA-GAACACAGGGATCGTTATCCAGAAATGTAGGAT--CGGTGCCACGT
TTGGGCTTAGGGATGAAAATTGGTATCGTCCTCCAAAACTGCCGCAT---CGTGCCCGAC
AT-ATCTTCGCGCTTTCGCCAGTAAAAAGGATCTTGGTAAAGTCTATGGCGTTGGGGAAA

CRGEE——=—r—rmaisemm AATGTGATTGCT-CCCACGTATCTTGGCCGGCCGTGGAAGGA
GRECr—— = gr— AATGTGATTGCT-CCCACGTATCTTGGCCGGCCGTGGAAGGA
COGH i s AATGTAACTGCT-ACGACGTAT-TTGGTCGCC--TGGAAGGA
CGGAT-CTTGCTCCTGTAAAAGGATCTGTG-AAAACGTAT-TTGGTCGCC--TGGAAGGA
ATGAT-TTGGTTTCGAGTAACTATACGGTT-AAAACGTAT-TTGGTCGCC--TGGAAGGA
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CAGAAAAAGTATCGGCATCATTATCAACGCGCTGGCCGAACGCTCCACGCCATCAGGGGG

Figure 4.3: Alignement des séquences en bases et mise en évidence des régions conservees
utilisées pour la détermination des amorces.



afin d’optimaliser les caractéristiques thermodynamiques des amorces. Deux amorces, une
« gauche » et une « droite », toutes deux dégénérées, ont pu étre définies; leurs séquences se
trouvent ci-apres:

Amorce gauche: dégénérescence 184 R=AG
M= AC
S=GC
CGACTCGAGCGGGGDACWRTMGAYTTCATYTTCGGM Y=C,T
Xhol K=G, T
H= ATC
B=GTC
Amorce droite: dégénérescence 72 D= GAT
N=ATGC
V=GAC
GCGTCTAGAGCACTTCCARGGVCGDCCMAGRTA ol
Xbal W= AT

La taille attendue des fragments amplifiés avec ces amorces est d’environ 250 paires de
bases.

1.3.  Amplification sur ADN génomique de Sinapis

Les amorces ainsi définies ont été utilisées pour réaliser une amplification sur de ’ADN
génomique extrait de jeunes feuilles de Sinapis alba (L.). Le programme utilisé¢ se divise en
deux parties. La premiére présente une température d’hybridation de 50°C. Cette température
permet quelques cycles dans des conditions de plus faible stringence. Cette option a été choisie
car nous utilisons des amorces dégénérées dont I’efficacité d’hybridation est indéterminée étant
donné que la séquence cible est inconnue. Apres ces huit premiers cycles, I’étape d’hybridation
peut étre plus restrictive: on poursuit alors par une série de 24 cycles dont la température
d’hybridation est augmentée a 65°C.

Etape température Temps Répétition
 Frog min.
Dénaturation longue 94 10
Dénaturation 94 1
Hybridation 50 1 8X
Elongation 72 1
Dénaturation 94 1
Hybridation 65 1 24X
Elongation 72 1
Terminaison 72 10

Cette opération est réalisée deux fois consécutivement. En effet, le rendement de la
premiére PCR ne permet pas de mettre en évidence les fragments d’amplification. Il est donc
nécessaire de reprendre 5 pl du premier produit d’amplification pour réaliser une seconde
réaction de PCR dans les mémes conditions. La mise en évidence des bandes aprés migration
sur gel d’agarose 1% est alors possible
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5ul de chaque produit d’amplification sont déposés au sommet de chaque piste (1/10 du volume total). 5ul de
solution Smart Ladder constitue notre étalon de taille et de concentration. Les différents marqueurs de poids
moléculaire se situent a 200 pb (20), 400 pb (40), 600 pb (60), 800 pb (80), 1000 pb (100), 1500 pb (15), 2000
pb (20), 2500 pb (25), 3000 pb (30), 4000 pb (40), 5000 pb (50), 6000 pb (60), 8000 pb (80) et 10000 pb (100).
Entre paranthéses sont indiquées les quantités de chaque fragment présentes dans 5 pl de Smart Ladder. Ces
valeurs sont données en ng.

- Les pistes 1 et 2 sont des contrdles négatifs sans ADN

- Les pistes 3 a 6 sont des produits d’amplification obtenus aprés PCR sur 200 ng d’ADN
génomique de Sinapis

- Les pistes 6 a 10 sont des produits d’amplification obtenus aprés PCR sur 100 ng d’ADN
génomique de Sinapis

- Les pistes 11 a 14 sont des produits d’amplification obtenus aprés PCR sur 50 ng d’ADN
génomique de Sinapis

- Les pistes 15 a 18 sont des contrdles avec un ADN génomique de Sinapis provenant d’une
autre extraction.

Une bande aux environs de 250 paires de bases est observée sur chaque piste; il s’agit
donc bien d’une amplification spécifique. L’absence de bande dans le contréle négatif indique
qu’aucun ADN contaminant n’était présent lors de la réaction.

Les fragments obtenus sont d’un ordre de grandeur concordant par rapport a la taille
attendue, obtenue sur base des alignements, qui était d’environ 225 bp. La taille observée
ressemble également a la taille des fragments obtenus par Micheli qui sont de I’ordre de 200 bp

(Micheli, 1997).

1.4. Clonage des sondes

Les fragments obtenus doivent étre restreints en vue du clonage. La restriction se fera
par les enzymes Xhol et Xbal.

Le choix du vecteur s’est fait en tenant compte du but de ce clonage: la production de
sondes ARN radioactives en vue du test d’hybridation in situ. Cette production va faire
intervenir des réactions de transcription in vitro. Deux types de transcrits sont nécessaires: les
transcrits anti-sens qui constituent les sondes, et les transcrits sens qui permettent la réalisation
de contrdles négatifs. Ces deux transcriptions se font au départ de deux promoteurs situés de
part et d’autre de I'insert et orientés en sens opposés. Un vecteur possédant ces
caractéristiques a dii étre choisi: notre choix s’est tourné vers pBluescript II KS+ car ayant
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déja été utilisé pour des travaux similaires par Bonhomme (Bonhomme ef al, 1997). Ce
vecteur est illustré en figure 4.4.

Ce vecteur, d’une taille de 2961 pb, contient un géne de résistance a ’ampicilline et le
gene lac Z dans lequel est inséré le site multiple de clonage contenant les promoteurs T3 et T7.
lac Z permettra la réalisation de tests blanc/bleu. L’insertion de nos fragments d’intérét dans le
site multiple de clonage disruptera lac Z qui, étant devenu inefficace, laissera apparaitre des
colonies blanches. Le milieu de culture classique se composera d’ampicilline (résistance
conférée par le vecteur), de tétracycline (résistance conférée par la bactérie), de x-gal et
d’IPTG pour la réalisation du test blanc/bleu.

Avant restriction, les fragments amplifiés sont préalablement purifiés comme détaillé
dans le chapitre concerné au matériel et méthodes. En pratique, nous avons constaté que le
rendement de fragments purifiés sur colonne était de loin inférieur a la technique de
précipitation a 1’éthanol. Cette méthode sera préférée quand il faudra purifier des fragments
inférieurs a 350 bp. Pour les fragments supérieurs, les différentes colonnes utilisées offrent
toutes de bons rendements. Les colonnes Microcon (Amicon) sont celles utilisées le plus
fréquemment du fait de leur grande rapidité. ”

La détermination de la concentration finale en ADN apreés purification est réalisée par
comparaison des intensités des bandes témoins de la Smart Ladder et de celles obtenues avec
diverses quantités de solution de purification.
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O g
RO e
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20y

Gel d’agarose 2%

La méthode de précipitation a I’éthanol a été utilisée dans ce cas. 100 pl de produit de
purification sont obtenus aprés remise en suspension. On dépose Sul de cette solution dans les
puits 1 et 2, 2.5ul dans les puits 3 et 4, 1ul dans les puits 5 et 6 et enfin 0.1 pl dans les puits 7
et 8. En comparant avec les bandes témoins de la Smart Ladder , nous estimons la
concentration de notre produit de purification a 20 ng par pl.

1.4.1. Restriction des inserts et du vecteur

L’étape de restriction est réalisée comme précisé dans Matériel et méthodes. Apres
restriction, les fragments sont purifiés. Cette purification vise a retirer les enzymes de
restrictions pouvant interférer avec les ligases. On quantifie sur gel d’agarose 2% (non illustré).
La concentration finale de I’insert est estimée a 10 ng par ul pour un volume total de 10 pl.
Pour le vecteur, cette estimation est de 70 ng par pl, toujours pour un volume total de 10 pl.
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1.4.2. Ligation

Pour la ligation, il est nécessaire d’utiliser deux fois plus de molécules d’inserts que de
molécules de vecteurs. Sachant que 100 ng de vecteur, dont la taille est de 3000 pb, sont
utilisés, nous aurons besoin de 16.6 ng des fragments amplifiés (250 pb).

La réaction de ligation se compose de (dans un volume total de 10 pl) :

- 1.42 pl de la solution de vecteur a 70 ng/ul
- 1.66 ul de la solution d’insert a 10 ng/ul

- 1 ul de tapon (10X)

- 1 ul de ligase (4 U/ul)

- 4.92 ul d’eau stérile.

Deux contrdles ont également été réalisés:

- un controle sans le vecteur pour déterminer la présence éventuelle d’un vecteur
contaminant. La composition du milieu réactionnel est la suivante:

- 0 ul de vecteur

- 1.66 pl d’insert (a 10 ng par pl)
- 1 ul de tampon (10X)

- 1 ul de ligase (4 U par pl)

- 6.34 ul d’eau

- un second contrdle est réalisé sans insert. Le milieu réactionnel contient:

- 1.42 pl de vecteur

- 0 pl d’insert

- 1 ul de tampon

- 1 pl de ligase

- 6.58 ul d’eau stérile.

La ligation se fait a 14°C pendant une nuit, dans un bain thermostatis€¢ ou dans un
thermocycleur.

1.4.3. Transformation

La transformation se fait par électroporation en utilisant les bactéries fournies avec le
plasmide, a savoir des XL1-Blue MRF’. Ces bactéries (Tet®) ont préalablement été rendues
électrocompétentes selon le protocole décrit dans Matériel et méthodes.

Quatre types de transformations ont été réalisées:
a) 50 pul de cellules + 10 pl de produit de ligation
b) 50 ul de cellules + 10 ul du produit de la réaction de ligation sans vecteur

c) 50 ul de cellules + 50 ng de plasmide natif
d) 50 ul de cellules + 10 ul du produit de la réaction de ligation sans I’insert.
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La transformation « a» constitue notre test. Les colonies positives obtenues sont
repiquées et analysées ultérieurement. Les boites de pétri utilisées pour la culture contiennent
de I’agarose, du X-gal (35ug/ml), de 'IPTG (35ug/ml), et sont Tet" (50ug/ml) et Amp"
(60ug/ml). Les bactéries transformées avec le vecteur contenant ’insert apparaissent blanches
car ’insertion de notre séquence d’intérét disruptera lac Z.

La transformation « b » servira a I’établissement du contrdle de viabilité. On se rappelle
que le vecteur est Amp~; les bactéries contenant seulement I’insert ne sont donc pas résistantes
a ’ampicilline. Deux boites Tet” Amp” sur lesquelles ont été étalés respectivement Sul et 10 pl
du produit de ligation de « b » sont réalisées. Ces boites constituent le contrdle de viabilité. De
la méme maniére, deux boites de milieu agarose Tet” Amp’ sont ensemencées: ce test
permettra de démonter I’absence de vecteur contaminant.

La transformation « c» constitue le contrdle positif (controle de transformation).
Toutes les bactéries transformées apparaissent bleues sur les boites de milieu Tet” Amp" car
elles possedent uniquement le vecteur a I’état natif.

La transformation « d » ne devrait pas permettre d’obtenir de bactéries résistantes. Le
vecteur restreint avec Xhol et Xbal ne peut pas se refermer car les deux sites de restriction
sont incompatibles. Les seules bactéries éventuellement présentes seront celles transformées
avec un vecteur n’ayant pas subi la restriction ou ayant subi une coupure a un seul site et qui
s’est ensuite refermé. Les bactéries sont étalées sur milieu Tet” Amp".

1.43.1. Résultats qualitatifs

Les boites « transformation a » laissent apparaitre un bon nombre de colonies bleues et
blanches. Les colonies blanches sont repiquées et analysées ultérieurement. Le contrdle de
viabilité s’est également avéré positif, alors que ces mémes bactéries issues de la
« transformation b », quand étalées sur milieu sélectif, ne forment aucune colonie. Les
bactéries transformées avec le plasmide a I’état natif sont uniformément bleues conformément
aux résultats attendus. Enfin, la transformation « d » ne laisse apparaitre que quelques colonies
sporadiques.

1.43.2. Efficience de transformation

Pour 5 pl de bactéries déposées sur les boites « contrdle de viabilité »(b), on dénombre
1333 colonies. Dans la boite « contréle de transformation », on observe 986 colonies pour 200
ul. 2% des colonies sont transformées.

On obtient donc 985 colonies (transformation c) pour 10 ng de vecteur (1/5 des 50 ng
de plasmide « natif »). On a 98500 cfu/ug soit environ 10° cfi/ug.

1.4.4. Criblage des colonies repiquées

Suite a la transformation, 19 colonies ont été repiquées. Leur évaluation a été réalisée
en utilisant des amorces externes a ’insert. Ces amorces universelles, Forward et Reverse, ont
permis de mettre en évidence 3 colonies possédant des inserts correspondant a la taille
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Figure 4.7: Gel d’évaluation des colonies transformantes.




attendue. On peut schématiser la construction plasmidique attendue comme illustré ci-aprés
(voir aussi figure 4.6) :

Forw T7  Sacl  Xbal insert Xhol K, I;ltl T3 l&’ v
i i < 1 ;
573 0642 661 677 240 bp 758 773 778 863

Figure 4.5: représentation de la construction plasmidique

Les fragments ont une taille attendue de ’ordre de 400 paires de bases. La figure 4.7
représente les résultats obtenus aprés migration sur gel d’agarose. Trois colonies intéressantes
apparaissent, positionnées sur les pistes 2, 5 et 6. Ces pistes correspondent respectivement aux
colonies n°4, n°9 et n°10.

Ces colonies ont fait ’objet d’un séquengage afin de connaitre la nature exacte de
I’amplicon inséré.

1.5. Séquencage des clones

Le séquengage de ces trois colonies nous a fourni une série de résultats sur base
desquels il est apparu opportun de sous-cloner un clone déja existant et caractérisé. Ce clone
sera repris sous le numéro 22. Il a été obtenu d’un manieére comparable a la ndtre par un
chercheur du laboratoire travaillant sur le volet immunodétection des PME.

Il s’est avéré, suite au séquengage, que les clones 9 et 10 contiennent une séquence
identique. Le clone n°4, quant a lui, est différent. Notre but étant de mettre en évidence les
PME au niveau du méristéme apical, un maximum de sondes différentes sont nécessaires. Le
clone 22 présente une autre séquence que celle contenue dans 4 et 9. C’est pourquoi il a été
décidé de le sous-cloner (voir Matériel et Méthode) car il se trouvait dans un vecteur
incompatible avec nos recherches. Ce clonage nous a permis de mettre en pratique la technique
de transformation par choc thermique. Les cellules utilisées dans le cadre de cette
transformation sont des ToplOF’ fournies dans le kit de transformation « One Shot »
(Invitrogen). On montre en figure 4.7 le gel d’évaluation apreés amplification des clones
potentiellement intéressants avec les amorces Forward et Reverse. Seuls les clones 21 et 28
présentent un profil de migration inattendu. Le clone 22 a été utilisé pour la production de la
sonde.

Le séquengage a été mené en paralléle au départ des sites d’hybridation des amorces
universelles Forward et Reverse, ce qui nous a fourni la séquence du brin sens et de son
complémentaire.

Les séquences obtenues sont illustrées ci-dessous. Sont présentées en premier lieu les
séquences en bases et ensuite leur conversion en acides aminés. Les régions conservées sont
soulignées. Les sites de restrictions présents dans les amorces, ainsi que les ajouts de part et
d’autre de ces sites, ont été retirés pour la présentation de ces résultats.
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Figure 4.8: Gel d’évaluation du sous-clonage.
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GGGACAGTAGACTTCATTTTCGGAAACGCCGCCGTCGTACTCCAAGACTGCGACATC
GGGACTGTAGACTTCATCTTCGGAAGCGCCGCGGTGGGGGTCCAAGACTGCAAGATC
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GACCCTAACCAG-AACACGGGGATAGTTATCCAGAACTGTCGGATCGGTGCCACGTCGG
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4 Reverse (228 bp)

GGTACTGTCGACTTCATCTTCGGAAAATCCGCGACAGTGATCCAAAACTCTCTAATCCTCATCCGA
AAGGGTAGCGAGGGACAAGCCCACTACGTTACAGCCGACGGTAACGAGAAAGGTGCAGCGGTCA
AGATCGGTATTGTTCTTCAGAACTGCCGTATCATGGCGGACAAAGACCTCGAAGCTGACAAGCTAA
CCAGCAAATCGTACCTGGGCCGCCCTTGGAAG

9 Reverse (225 bp)

GGGACAGTAGACTTCATTTTCGGAAACGCCGCCGTCGTACTCCAAGACTGCGACATCCACGCTCGC
CGACCAAACTCCGGCCAGAAAAACATGGTCACCGCCCAAGGACGGACTGACCCTAACCAGAACAC
GGGGATAGTTATCCAGAACTGTCGGATCGGTGCCACGTCGGATTTAATGTCGGTGAAAAGTAGTTT
TCCAACGTACCTTGGCCGCCCTTGGAAG

22 Reverse (210 bp)

GGGACTGTAGACTTCATCTTCGGAAGCGCCGCGGtGGGGGTCCAAGACTGCAAGATCATGCCACGT
CAGCCTCTTGGGAAACAGTTCAACACCATAACAGCTCAGGGGAAGAAAGATCCGAACCAGAACTC
CGGCATGTCGATCCAGCGATGCACTATCTCCGCCAACGGGAATGTGACCGCTCCGACGTACCTTGG
ACGCCCCTGGAAG

4 Reverse a.a.

GTVDFIFGKSATVIQNSLILIRKGSEGQAHY VTADGNEKGAAVKIGIVLQNCRIMADKDLEADKLTSKSY
LGRPWK

9 Reverse a.a.

GTVDFIFGNAAVVLQDCDIHARRPNSGQKNMVTAQGRTDPNQNTGIVIQNCRIGATSDLMSVKSSFPTY
LGRPWKC

22 Reverse a.a.

GTVDFIFGSAAVGVQDCKIMPRQPLGKQFNTITAQGKKDPNQNSGMSIQRCTISANGNVTAPTYLGRPW
K

Un alignement de ces différentes séquences I’une par rapport a I’autre est présenté en
figure 4.9.

L’orientation codante 5’- 3’ est obtenue au départ de Reverse. Conformément a la
figure 4.5, c’est donc bien au départ du promoteur T7 que la sonde antisens sera synthétisée.
Cette information nous a permis de confirmer la polarité de I’insert telle que précédemment
illustrée en figure 4.5.

Les régions conservées, précédemment mises en évidence dans la littérature, se
retrouvent également chez Sinapis, conformément a nos prévisions. Notre option s’est donc
aveérée payante.

La nature des séquences 4 et 9 clonées a ensuite ét€ analysée. Pour ce faire, les
résultats du séquengage ont été introduits dans un systéme (Blast) permettant de déterminer les
séquences publiées présentant le plus grand degré d’identité avec nos résultats. Les figures
4.10 a 4.12 illustrent les conclusions obtenues.
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Color Key for Alignment Scores

Score
Sequences producing significant alignments: (bits)
emb |X56195|BNBP19G B.napus Bpl9 gene >gi|909914|gb|I12530(I1253... 198
gb|L48178 | BNAPECT Brassica campestris pectinesterase mRNA, 3' e... 159
- gb|AC004411|ATAC004411 Arabidopsis thaliana chromosome II BAC F... 64
gb|AFQ077855|AF077855 Arabidopsis thaliana flower-specific pecti... _54
dbi|AB018109|AB018109 Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromos... 38
emb |X94561 | SCCHXVILA S.cerevisiae chromosome XVI left arm (EU) ... 36
emb|Z73591|SCYPL235W S.cerevisiae chromosome XVI reading frame ... 36
emb |Z67751 | SC38KCXVI S.cerevisiae DNA (chromosome XVI; 38 kb) _36
emb |Z73592|SCYPL236C S.cerevisiae chromosome XVI reading frame ... _36

E
Value
3e-49
3e-37
le-08
le-05
.76
.0

wWwwwo

0
.0
0

emb |X56195|BNBP19G B.napus Bpl9 gene >gi|909914|gb|I12530|112530 Sequence 7 from patent

US 5426041
Length = 4977

Score = 198 bits (100), Expect = 3e-49
Identities = 184/212 (86%)
Strand = Plus / Plus

Query: 4 ggtactgtcgacttcatcttcggaaaatccgcgacagtgatccaaaactctctaatcctce
R IR S O OV 15 O 5 5 O G 0 S O O 0 O 0 O T O
Sbjct: 3552 ggtacagtcgatttcatcttcggaaaatctgcgaccgtgattcaaaactctctaatccte

Query: 64 atccgaaagggtagcgagggacaagcccactacgttacagccgacggtaacgagaaaggt
FEELERL RS 0 E EELERE- 4% D8 VO E BT RERA AR EEAR R H
Shjcks ‘3612 tgccgaaagggaagccccggacaaaccaaccacgtcacagecgacggtaacgagaagggt
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123

3671

gb|AF077855|AF077855 Arabidopsis thaliana flower-specific pectin methylesterase precurs

(PME4) gene, complete cds
Length = 4799

Score = 54.0 bits (27), Expect = le-05
Identities = 36/39 (92%)
Strand = Plus / Plus

Query: 13 gacttcatcttcggaaaatccgcgacagtgatccaaaac 51
LI DEEEQL PR BEEE L E L] e BEET B TR
Sbjct:- 2194 gacttcatcttcggcaaatccgcaaccgtgatccaaaac 2232

Figure 4.10: Résultats du Blast de clone 4.




Color Key for Alignnent Scores

{40 40=50 :

0
[
m
-
-<

0 50 100 150 200

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gb|AF033204 |AF033204 Arabidopsis thaliana putative pectin methy... 218 4e-55
dbj|AB022220.1|AB022220 Arabidopsis thaliana genomic DNA, chrom... 218 4e-55
gb|U25649|ATU25649 Arabidopsis thaliana putative pectin methyle... 107 1le-21
gb|U49330|SLU49330 Solanum lycopersicum pectin methylesterase (... 68 8e-10
gb|U82976]|CSU82976 Citrus sinensis pectinesterase mRNA, complet... 64 1le-08
gb|U82973|CSU82973 Citrus sinensis pectinesterase (PECS-1.1) ge... 64 1e-08
gb|U82974|CSU8B2974 Citrus sinensis pectinesterase (PECS-1.2) ge... 56 3e-06
emb |X68029| PVVPE2 P.vulgaris PvVPE2 mRNA for pectin esterase 50 2e-04
gb|AF069299|F6N15 Arabidopsis thaliana BAC F6N15 _46 0.003
gb[AC004708 | AC004708 CICSB11.1 check: 4870 from: 1 to: 16723... 46 0.003
emb|Y07899|CPSPE1 C.papaya mRNA for pectinesterase _44 0.012
gb|U50986|SLU50986 Solanum lycopersicum pectin methylesterase P... 40 0.19
gb]AC006224.2|ATAC006224 Arabidopsis thaliana chromosome II P1 .38 0.74
emb| 778414 |CEW09D12 Caenorhabditis elegans cosmid W09D12, compl... 36 29

gb|AF033204 |AF033204 Arabidopsis thaliana putative pectin methylesterase (PME3) gene,

complete cds
Length = 4065

Score = 218 bits (110), Expect = 4e-55
Identities = 176/198 (88%)
Strand = Plus / Plus
Query: 13 gacttcattttcggaaacgccgecgtcgtactccaagactgcgacatccacgectecgeecga 72
9 1 T R 16 1 T 1 1 0 O S R R R
Sbjct: 2932 gacttcatcttcggaaacgccgcegtegtgectecaagactgtgacatccacgetegecge 2991
Query: 73 ccaaactccggccagaaaaacatggtcaccgcccaaggacggactgaccctaaccagaac 132
5 e o] B R O o 6 T 8 16 S e SES  1 1 [ E  V TR
Sbjct: 2992 cctaattccggtcagaaaaacatggtcacagctcagggaagaacggatcctaaccagaac 3051
Query: 133 acggggatagttatccagaactgtcggatcggtgccacgtcggatttaatgtcggtgaaa 192
o5 11 4 181 1 v R 1 il o O 5 T O e Y T
Sbjct: 3052 acagggatcgttatccagaaatgtaggatcggtgccacgtcggatttacagtcggtgaaa 3111
Query: 193 agtagttttccaacgtac 210
31 e 0 L o O
Sbjct: 3112 ggtagttttccgacgtac 3129

Figure 4.11: Résultats du Blast de clone 9.
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Color Key for Alignnent Scores

Sequences producing significant alignments:

gb|U25649|ATU25649 Arabidopsis thaliana putative pectin methyle...

empb|X81585|ATPMEl A.thaliana mRNA for pectin methylesterase
emb |X68028 |PVVPE3 P.vulgaris PvVPE3 mRNA for pectin esterase
emb|X85216| PVRNAPE P.vulgaris mRNA for pectinesterase

Score E
bits) Value

125 4de-27
125 4e-27
64 1le-08

64 le-08

dbij [AB022220.1|AB022220 Arabidopsis thaliana genomic DNA, chrom... 42 0.044
gb|AF033204 |AF033204 Arabidopsis thaliana putative pectin methy... 42 0.044
dbij [AP000085.1|AP000085 Homo sapiens genomic DNA of 21g22.1, AP... _40 0.17
gb|AF091019|AF091019 Tick-borne encephalitis virus strain T-blo... .36 2.7
ref|NM 003749.1|IRS2| Homo sapiens insulin receptor substrate 2... 36 2.7
gb|U27491|TEU27491 Tick-borne encephalitis virus 263 polyprotei... .36 2.7
gb|AC002519|HUAC002519 Human Chromosome 16 BAC clone CIT987SK-A... 36 2.7
emb |X07755|TBEV]1 Tick-borne encephalitis virus genes for protei... 36 2.7
dbj |ABOQ0732|AB000732 Homo sapiens gene for insulin receptor su... 36 27
gb|AF091016|AF091016 Tick-borne encephalitis virus strain RK142... 36 20
dbj |AB001026|AB001026 Tick-borne encephalitis virus genomic RNA... _36; 2.7
emb |X03870 | TOTBEV1 Tick-borne encephalitis virus (TBEV, strain ... 36 2.7
gb|AF091008]AF091008 Tick-borne encephalitis virus strain Crime... 36 2.7
gb|M38310|TBESP Tick-borne encephalitis virus structural protei... .36 2.7
gb|AF091013|AF091013 Tick-borne encephalitis virus strain N132 ... .36 2.7
gb|AF073310.1|AF073310 Homo sapiens insulin receptor substrate-... 36 2.7
gb|U25649|ATU25649 Arabidopsis thaliana putative pectin methylesterase (ATPME2)
partial cds, and (ATPMEl) gene, complete cds
Length = 5873

Query: 13 gacttcatcttcggaagcgccgecggtgggggtccaagactgcaagatcatgeccacgtcag 72

RE 1 6 5 0 I8 A T 8 U R 11 5 0 6 8 T Y
Sbjct: 4407 gacttcattttcggaagtgctgcggtcgttttccaaggctgcaaaatcatgcctcecgecag 4466
Query: 73 cctcttgggaaacagttcaacaccataacagctcaggggaagaaagatccgaaccagaac 132

PIglll S 8 O I 1 O 1 RO I 4 Y G S ) A
Sbjct: 4467 cctctttctaaccaattcaacaccataaccgctcagggcaaaaaagatccgaaccaaagc 4526
Query: 133 tccggcatgtcgatccagcgatgcactatctccgeccaacgggaatgtgaccgctccgacg 192

SR (0 G T I A At T U O A O T 113 G O O 0 SR 5 Y I
Sbjct: 4527 tcggggatgtcgattcaacgatgcactatctccgcaaacggcaatgtgattgctcccacg 4586
Query: 193 taccttg 199

e
Sbjct: 4587 tatcttg 4593

Figure 4.12: Résultats du Blast de clone 22
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Il s’aveére que la colonie numéro 4 contient un insert possédant un trés haut degré
d’identité avec la séquence publiée de Brassica napus: Bp19. Pour rappel, Bp19 est une PME
spécifiquement exprimée dans le pollen au cours de sa formation. Brassica napus est, comme
Sinapis alba, une plante de la famille des cruciféres, ce qui explique sans doute cette
ressemblance. La séquence contenue dans le clone 4 ressemble également a une PME « flower
specific » d’Arabidopsis thaliana: AtPME4. Pour cette raison, nous nommerons ce clone
SaPME4. Le détail de I’alignement avec ces deux séquences apparait en figure 4.10.

La colonie numéro 9 contient un fragment d’amplification présentant un trés haut degré
d’identité avec une PME d’Arabidopsis thaliana: AtPME3. Nous I’appellerons SaPME3. Le
détail de ’alignement avec cette séquences apparait en figure 4.11.

Parmi les séquences de PME connues chez Arabidopsis, seules 4 ont actuellement été
séquencées entierement parmi les 12 qui ont €té identifiées. Dans ces 4 séquences se
retrouvent: AtPME4, AtPME3 ainsi que AtPME]1 et AtPME?2. Les deux premiers clones dont
nous disposons ne nous ont fourni des séquences ne présentant un haut degré d’identité
qu’avec AtPME3 et AtPME4 (figure 4.12). Etant donné le fait que de nombreuses PME sont
exprimées de fagon différentielle au cours de la croissance, il est probable que ces deux
séquences ne puissent nous donner un marquage global des PME présentes dans le méristéme
au cours du passage a I’état floral. C’est pourquoi nous avons sous-cloné la colonie 22 dans
notre vecteur (pBluescript IT KS+).

En effet, la séquence contenue dans le clone 22 présente un fort degré d’identité avec
AtPME1 et AtPME2. 1l est intéressant de signaler que ces deux PME sont localisées en
tandem dans le génome d’Arabidopsis thaliana. Ce clone a été nommé SaPME1-2.

Les matrices pour la production des sondes sont maintenant disponibles. L’hybridation
in situ peut avoir lieu.

3. Synthése des sondes ARN *°S radioactives

La synthése des sondes demande une étape préalable de linéarisation de la matrice.
Cette linéarisation se fera via une restriction avec une enzyme coupant une seule fois dans le
site multiple de clonage. L’enzyme choisie devra couper a ’extérieur de I’insert, a I’opposé du
promoteur a partir duquel on veut réaliser la transcription et en une position antérieure au
promoteur se trouvant de I’autre coté de I’insert.

Forw T7  Sacl  Xbal insert Xhol K[;nl  § R -

' i 0 1 ’
sy ! 5 r 1 é ot

573 642 661 677 240 bp 758 773 778 865

Figure 4.13: Représentation de la construction plasmidique

Ainsi, pour pouvoir réaliser la transcription in vitro au départ de T3 (sonde sens
identique au messager), nous avons choisi de linéariser le vecteur par une restriction avec Sacl.
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Kpnl, quant a elle, permettra la linéarisation nécessaire a la synthése de la sonde antisens
(complémentaire au messager) a partir de T7.

La transcription in vitro se fait grace au kit Megascript (Ambion). Au cours de ce
mémoire, I’expérience d’hybridation in situ a été réalisée a trois reprises.

Cette technique €tant encore & mettre au point dans notre laboratoire, une premiére
expérience a été menée avec une sonde fournie par le département de physiologie végétale de
I’Université de Liége (Dr. Jacqmart). Les résultats obtenus par ce département ont fait I’objet
d’une publication en 1997 (Bonhomme et al., 7997). Cette sonde permet de mettre en
évidence la transcription du géne SaMADS D, un géne de Sinapis alba, intervenant dans la
détermination de I’identité du méristéme inflorescentiel et qui interagirait avec des génes
d’identité des organes floraux. Des tests menés sur des méristémes V et I prélevés 96 heures
apres le début du jour long devraient, conformément aux résultats publiés, nous permettre de
voir apparaitre un signal, si I’expérience est correctement réalisée.

Apres cette étape de familiarisation avec la technique, nous sommes passés aux tests
proprement dits en réalisant deux fois la manipulation en modifiant quelque peu certains
parametres d’une expérience a [’autre. Ces différentes modifications ont été réalisées en se
basant sur les résultats obtenus lors de I’étape de test avec la sonde SaMADS D. Les
changements effectués se sont appliqués d’une part, a ’obtention d’un signal (en jouant sur les
conditions d’hybridation) et, d’autre part, a tenter de rendre ce signal le plus spécifique
possible en modifiant les parameétres intervenant dans [’élimination des hybrides non
spécifiques.

2.1. Résultats des différentes transcriptions

Une série de comptages de la radioactivité des sondes produites a été réalisée suivant le
protocole décrit dans Matériel et méthodes. Ceux-ci permettent de calculer le pourcentage
d’incorporation, le poids de la sonde, le volume de TED dans lequel le produit de transcription
devra est resuspendu afin d’obtenir une concentration finale en sondes de 0.3 ng par pl.

Le calcul du pourcentage d’incorporation nécessite la quantification de la radioactivité
contenue dans les sondes et de celle contenue dans les surnageants. La formule suivante
permet cette quantification:

nbr de cpm comptés dans 1 ul x volume total = nbr de cpm dans le volume total

Le pourcentage d’incorporation est calculé en faisant le rapport de la radioactivité de la
sonde sur la radioactivité totale (sonde + surnageant) et en multipliant le tout par 100.

radioactivité de la sonde X 100
(rad. sonde + rad. surn.)

Le masse totale de sonde produite est calculée via la formule:

(pourcentage d’inc./100) x [ | en nucléotides (moles/ul) x vol. de la réaction (ul) x 4 x 375 10° (ug/mole)
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La concentration en nucléotides marqués est la concentration en nucléotides limitante
50 10™'), 4 est le nombre de nucléotides et 375 10° est le poids d’un nucléotide (en pg/mole).
p H

On met 0.15 pg de sondes pour 500 pul de milieu d’hybridation; on pourra déterminer le
nombre de cpm présents dans les 20 ul de milieu d’hybridation qui seront déposés sur une
lame.

Deux séries de réactions de transcription ont €té réalisées. La premiére est destinée a la
synthése de la sonde témoin SaMADS D et la seconde affectée a la synthése de nos différentes
sondes PME.

2.1.1. Transcription SaMADS D

Une transcription au départ de T3 et une au départ de T7 ont été effectuées. La matrice
nous a été fournie, sous forme d’un plasmide (pBluescript II KS+), par le département de
Physiologie Végétale de I’Université de Liége. Cette matrice a été linéarisée via une restriction
par HindIII pour la synthése de la sonde antisens au départ du promoteur T7. Une restriction
par Xbal a permis la production de la sonde sens au départ du promoteur T3. Les comptages
réalisés sur la solution de sondes seront repris dans le tableau récapitulatif sous la
dénomination T3 et T7. Les surnageants seront désignés sous |’appellation ST3 et ST7.

cpm/pl volume total radioactivité totale
ST7 AS 431117 110 47422870
T7 AS 667588 55 36717374
ST3 8§ 559675 110 61564250
T3 S 118946 55 6542030

Incorporation T7: (36717340/ (36717374+47422870) ) x 100 =43.6 %
Incorporation T3: (6542030/(61564250+6542030)) x 100 =9.6 %

L’évidente hétérogénéité entre ces deux résultats semble provenir d’un probléme de
remise en suspension des sondes apres I’étape de précipitation et de resuspension dans le TED.
En effet, le pourcentage d’incorporation de T7 avait une premiere fois été mesuré et les calculs
fournissaient une incorporation de 26 %. Apreés une seconde étape de remise en suspension, on
passe a 43%. Ce second comptage n’a pas été réalisé pour T3. L’estimation du pourcentage
d’incorporation de T7 sera basé sur la moyenne des deux pourcentages obtenus, ce qui fournit
une valeur de 34.8 % d’incorporation.

Le calcul de la quantité de sonde produite se fait via la formule suivante:

(pourcentage d’incorporation/100) x 5 10™" x 20 x 4 x 375 10°

-T3=0.096x 510" x 20 x 4 x 375 10° = 0.144 pg de sonde
-T7= 0.348 x5 10™ x 20 x 4 x 375 10° = 0.522 pg de sonde

Volume de remise en suspension des sondes pour obtenir une concentration finale de

0.03pg/ul:
-T3 (sens) =0.144/0.03 = 4.8 ul de TED

-T7 (antisens) = 0.522/0.03 = 17.4 ul de TED.
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Sachant qu’on pose 0.2ul de sonde sur chacune des lames, le nombre de cpm déposé sur
chaque lame est:

- T3 =( 6542030/ 4.8)x0.2=397 10’ cpm
-T7= (36717374 /17.4) x 0.2 = 422 10° cpm.

Nous devons réduire la taille de la sonde pour favoriser son accés a la cible. Sa taille
actuelle est de 650 bp; nous désirons la réduire a 150 bp. Sur base de la formule présentée
ci-avant, on estime la durée a 46 minutes.

t= (0.650 - 0.150) / (0.11 x 0.650 x 0.150) = 46 minutes

2.1.2. Transcription des sondes SaPME1-2. SaPME3 et SaPME4

Les résultats des comptages sont présentés dans le tableau récapitulatif se trouvant
ci-dessous.

cpm/pl volume total radioactivité totale
SaPME4 ST3 S 329580 650 214227000
SaPME4 T3 S 1326480 55 72956400
SaPME4 ST7  AS 193760 650 125944000
SaPME4 T7  AS 755020 55 41526100
SaPME3 ST3 S 241993 650 157236950
SaPME3 T3 S 1417190 55 77945450
SaPME3 ST7 AS 112749 650 73286850
SaPME3 T7  AS 1178050 55 64792750
SaPME1-2 ST3 S 221013 650 143658450
SaPME1-2T3 S 733790 55 40358450
SaPME1-2 ST7 As 175 650 70621600
SaPME1-2 T7 AS 1261100 55 70621600
Quantité de sonde produite Volume de TED a rajouter

SaPME4 13- '8 0.3750 ug 12.50 pl

SaPME4 T7 AS 0.3750 ug 12.50 pl

SaPME3 13,38 0.4965 ug 16.50 ul

SaPME3 T7 AS 0.7035 ug 23.45 ul

SaPME1-2 T3 S 0.3280 ug 10.93 ul

SaPME1-2 T7 AS 1.5000 pg 20.00 pl

Incorporation SaPME4 T3 S : (72956400 / (72956400 +214227000)) x 100 =25 %

Incorporation SaPME4  T7 AS (41526100 /(41526100 +125944000)) x 100 = 24.78%
Incorporation SaPME3 T3 S : (77945450 / (77945450 +157236950)) x 100 =33.1 %
Incorporation SaPME3  T7 AS  : (64792750 / (64792750 + 73286850)) x 100 =46.9 %
Incorporation SaPME1-2 T3 S : (40358450 /(40358450 +143658450)) x 100 =21.9 %
Incorporation SaPME1-2  T7 (70621600 / (70621600 +  118300)) x 100 =99.8 %

Le pourcentage d’incorporation calculé pour SaPME1-2 T7 paraissant fantaisiste
(probablement causé par une mauvaise resuspension de la sonde due a un séchage trop
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important ou a des étapes de centrifugation trop longues) par rapport a ceux calculés pour le
reste de cette transcription, nous avons décidé de recalculer ce dernier pourcentage
d’incorporation sur base de la moyenne des pourcentages obtenus pour les transcriptions au
départ de T7 des sondes SaPME4 et SaPME3.

- pourcentage d’incorporation estimé de SaPME1-2 T7: (24.78+46.9)/2 = 35.84 %
- quantité de sonde produite: 0.358 x 5 107" x 20 x 4 x 375 10° = 0.537 pg
- volume de remise en suspension: (0.537/0.03) = 17.9ul

cpm totaux volume de remise en cpm/pl
suspension
SaPME4 T3 S 72956400 1235 5836512
SaPME4 T7  AS 41526100 12.5 3322088
SaPME3 T3 S 77945450 16.5 4723967
SaPME3 T7 AS 64792750 23.45 2763017
SaPME1-2 T3 S 40358450 10.93 3692447
SaPME1-2 T7 AS 70621600 17.90 3945340

Lors du premier test d’hybridation, nous avons remplacé les 0.2ul de sonde initialement
prévus pour chaque lame par 3 x 0.1ul de chacune de nos sondes. Cette modification a été
appliquée aux lames V/I 12, 16 et 20, aussi bien avec la sonde sens que la sonde antisens. Les
quantités sont restées identiques a celles précisées dans la Matériel et méthodes en ce qui
concerne le test positif réalisé avec SaMADS D.

Nous avons donc déposé, sur chaque lame, lors du premier test PME:

Lames antisens: 0.1 (3322088) + 0.1 (2763017) + 0.1 (3945340) = 1003 10° cpm/lame
Lames sens: 0.1 (5836512) + 0.1 (4723967) + 0.1 (3692447) = 1425 10° cpm/lame

Lors du second test PME, nous avons augmenté la quantité de chaque type de sonde de
0.1pul 2 0.15 pl par lame, ce qui nous donne les chiffres suivants:

Lames antisens: 0.15 (3322088) + 0.15 (2763017) + 0.15 (3945340) = 1504 10° cpm/lame
Lames sens : 0.15 (5836512) + 0.15 (4723967) + 0.15 (3692447) = 2137 10° cpm/lame

Nous avons fait le choix d’utiliser un mélange de sonde, suite a I’analyse de la
littérature. Le but de cette étude est tout d’abord de pouvoir mettre en évidence des PME au
niveau du méristéme et ensuite tenter de montrer une éventuelle modification de leur
expression. La littérature nous apprend que les PME sont des enzymes ubiquistes: on les
retrouve tout au long de la vie de la plante et dans tous les types de tissus (Albani ef al., 1991,
Turner et al., 1996, Gaffe et al., 1994, Guglielmino et al, 1997). Cependant, alors que
certaines des isoformes exprimées dans une plante sont constantes au cours du temps, d’autres
ont une expression localisée aussi bien au niveau de leur période d’expression que de leur
localisation (Gaffe et al., 1994, Albani et al., 1991, Guglielmino et al., 1997). Nos sondes
étant obtenues par amplification sur une matrice DNA génomique, et non de cDNA extrait du
méristéme au cours de la transition florale, il nous est difficile de savoir si les séquences contre
lesquelles nos sondes sont dirigées sont effectivement transcrites au cours du passage a la
floraison: I’utilisation d’un mélange de sondes permet de restreindre la probabilité que nos
sondes soient dirigées contre des séquences non exprimées au moment du prélévement.
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En nous basant sur la formule, le temps nécessaire a la réduction de la taille de la sonde
de 300 pb vers 150 pb via hydrolyse carbonate est de:

t=(0.300 - 0.150) / (0.11 x 0.300 x 0.150) = 30 minutes.

3. Résultats des tests d’hybridation

Comme nous I’avons dit précédemment, trois séries d’hybridation ont été réalisées: une
premiére avec la sonde SaMADS D, sonde efficace puisque ayant été publi€e, et deux autres
séries avec notre mélange des trois sondes (SaPME1-2, SaPME3 et SaPME4). Dans ces 2
dernieres séries, un contrdle positif a été réalisé en hybridant des échantillons prélevés a la
96™™ heure avec la sonde SaMADS D.

Nous avons décidé d’analyser différents temps au cours de la méme expérience: de
cette maniére, il nous sera possible de comparer d’éventuels résultats car ceux-ci auront été
obtenus dans des conditions rigoureusement identiques.

Le choix des temps 12, 16 et 20, pour les tests PME, s’est fait au regard des résultats
obtenus par S. Sobry lors de son mémoire de Licence (1997). Ce mémoire était notamment
consacré a I’étude des modifications du contenu en pectine au niveau du méristéme via
détection immunologique. L’anticorps monoclonal utilisé, dirigé contre les pectines dans leur
conformation en boite a oeufs, est celui développé par F. Liners au cours de sa Thése de
doctorat. Celui-ci, ayant permis de nombreuses publications; il se posait comme un outil de
choix pour la détection des modifications du contenu en pectines.

Les résultats obtenus au cours de ce mémoire, ont permis de mettre en évidence une
diminution du contenu en pectines au niveau du méristéme. Cette diminution s’observe entre la
douzieme et la vingtieme heure apres le début du jour long. Ces résultats nous ont donc tout
naturellement poussés a nous focaliser sur les échantillons prélevés 12, 16 et 20 heures apres
le début du jour expérimental.

Pour chaque expérience, nous avons analysé les temps V12, I12, V16, 116, V20 et 120.
Les lettres V et I permettent de distinguer les échantillons issus de plantes végétatives (V) ou
induites (I). Les chiffres 12, 16 et 20 correspondent au moment auquel I’objet analysé a été
prélevé, a savoir 12, 16 ou 20 heures aprés le début du jour long.

Un microscope a fond noir et éclairement U.V. a été nécessaire pour la réalisation des
images qui vont suivre. La fluorescence fera apparaitre la coloration bleue conférée aux tissus
par le calcofluor alors que le fond noir fera apparaitre les grains d’argent réduit qui indiquent la
localisation du marquage.
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Figure 4.14: Résultats publiés avec la sonde SaMADS D. Légende: fim/méristéme floral,
im/méristéme inflorescentiel, pd/pedicéle, se/sépales, vm/méristéme végétatif.




3.1. Test SaMADS D

Les temps d’exposition publiés variant de quelques jours (Christensens ez al., 1998) a
plusieurs semaines (Bonhomme et al, 1997), nous avons décidé de répartir les lames en
différentes séries et d’espacer de 7 jours la révélation d’une série par rapport a la suivante.

Les hybridations se font sur des objets prélevés 96 heures apres le début du jour long.
Le 96 heure correspond a un stade intermédiaire entre I’image C et I’image E de la figure
4.14. Le marquage doit s’observer a la base du méristéme inflorescentiel et a I’extérieur des
régions du méristéme floral destiné a former des fleurs.

Pour ce premier test, différentes séries de lames sont réalisées au départ des objets issus
de plantes maintenues en condition de croissance végétative (V96) et d’autres avec des objets
provenant de plantes exposées au jour long (I196). On divise chaque série en plusieurs groupes:
chacun des groupes sera hybridé avec une quantité différente de sondes afin de déterminer la
concentration en sonde qui fournit les meilleurs résultats. Pour ces tests, la sonde antisens sera
diluée 1X, 2X, 4X ou 8X. Cette sonde antisens est produite au départ du promoteur T7 apres
linéarisation du vecteur par une digestion avec I’enzyme de restriction HindIII. Les sondes sens
seront utilisées pour réaliser des contrdles négatifs.

Ce n’est qu’au début de la troisiéme semaine apres la pose de I’émulsion que nous
avons commencé a voir apparaitre les grains d’argent réduit. Dans les semaines qui ont suivi, et
a mesure que I’exposition s’intensifiait, on a pu constater qu’il ne nous était pas possible de
faire de différence entre le bruit de fond et un éventuel marquage spécifique semblable a celui
illustré dans l’article de Bonhomme et al.,(1997) (figure 4.14). De plus, certaines lames
présentaient beaucoup de marquage et d’autres pas.

Ces premiers résultats ayant été obtenus avant le début des tests avec nos sondes, nous
avons procédé a certaines modifications du protocole de base en vue d’optimaliser le rapport
bruit de fond / signal.

La réduction du bruit de fond est en grande partie réalisée par des traitements post-
hybridation visant a éliminer les sondes simple brin non hybridées, en particulier par le
traitement a la Rnase A. Nous avons décidé d’ajouter au bain de Rnase A de la Rnase T1(2ul a
100.000 U/ml) conformément aux informations publiées par Angerer ef al. (1987). Cette Rnase
ayant une spécificité de coupure différente de la Rnase A, on réduit de cette fagon le nombre
de sondes suffisamment grandes pour rester sur la coupe apres les étapes de lavage.

Lors de ce premier test, nous avons constaté que les couvre-objet 22/22 mm
présentaient un probléme d’adhérence a la lame, et que ceux-ci, se détachant parfois, ne
maintenaient plus la sonde sur ’objet. Ce point peut en partie expliquer I’absence de signal
significatif sur certaines lames. Nous avons donc décidé d’utiliser des couvre-objet 24/36 mm
au lieu des 22/22 mm utilisés précédemment. Ceux-ci présentent l’avantage de ne pas
découvrir les objets au cas ou ils viendraient a glisser; leur adhérence était, de plus, supérieure
a celle observée avec les couvre-objet 22/22 mm.

Il s’est également avéré que lors de cette premiére expérience, nous avons omis |’étape
de dénaturation de la sonde avant hybridation. Nous avons veillé a ne plus commettre cette
erreur par la suite.




Figure 4.16: Exemple typique de réfringence.




Figure 4.17: Résultats du premier test PME. (a)VI2(b)I12(c)VI6(d)I116(e) V20
(f) 120.




Figure 4.18: Résultats du second test PME. (a) VI2 (b ) 112 (c) VI6 (d) 116 (e) V20
(f)120.

Figure 4.20: Controle sens.



Ce premier essai n’a pas fonctionné. Cela démontre bien 'importance de tests
préliminaires lors de I’utilisation de nouvelles techniques longues et contraignantes.

3.2. Tests PME

Les 2 séries d’hybridations « PME » ont été réalisées a une semaine d’intervalle I'une
de l'autre. Certaines modifications proposées a la fin de la section précédente ont été
appliquées dés le premier test PME réalisé dans la derniére semaine d’avril. La semaine
suivante, lors du deuxiéme test PME, une seconde modification a €té apportée: nous avons
décidé de changer la température d’hybridation. Etant donné le temps d’exposition
extrémement long, et le temps limité dont nous disposions, il ne nous était pas possible
d’attendre les résultats du premier test PME pour apporter des modifications au protocole en
vue de I’hybridation suivante. Nous sommes donc passés d’une température d’hybridation de
42°C a une température d’hybridation de 37°C: celle-ci, plus basse, favorise ’hybridation. II
est entendu que cette réduction favorise la formation d’hybrides spécifiques et aspécifiques.
Cependant, les étapes de lavage postérieures doivent pouvoir réduire fortement cette
aspécificité: on se rappelle en effet qu’un des bains « post-hybridation » est exécuté pendant 30
minutes a 55°C. Cette température ¢élevée devrait permettre d’éliminer les hybrides
aspécifiques. Nous avons également augmenté la quantité de sonde comme décrit ci-avant.

Pour permettre de se rendre compte de ce que qu’on observe typiquement lors d’un
marquage, on se référera aux résultats présentés dans la figure 4.14 illustrant des résultats
obtenus dans la publication concernant le géne SaMADS D (Bonhomme ef al., 1997).

Pour chaque type de temps analysé, on réalise de 4 a 5 lames comportant a chaque fois
de 5 a 6 objets. Les échantillons sont hybridés dans la majorité des cas avec la sonde antisens,
mais des contréles négatifs avec la sonde sens sont également réalisés.

En plus de I’analyse des différents échantillons prélevés de la 12°™ a la 20°™ heure, des
contrdles positifs sont réalisés avec la sonde antisens SaMADS D sur des échantillons V96 et
[96. Un contrdle négatif est également réalisé avec la sonde sens SaMADS D sur les mémes
prélevements V96 et 196.

Les coupes apparaissent typiquement en lumiére U.V. comme illustré en figure 4.15.
On fera la distinction entre la marquage et les phénomenes de réfringence. La figure 16 donne
un exemple typique de réfringence (zone centrale plus claire).

3.2.1. Résultats du premier test PME

Les résultats obtenus suite au premier test d’hybridation avec nos sondes sont illustrés
en figure 4.17.

Comme on I’observe sur ces figures, aucun marquage n’apparait de fagon significative.
Les zones centrales qui apparaissent en plus clair sur les photos sont des zones de réfringence.
On n’observe pas non plus de marquage sur les lames SaMADS D. Toutes ces lames ont été
développées aprés 4 semaines d’exposition.
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Figure 4.19: Résultats du premier test PME. Images avec ou sans marquage. ( a/b ) V12
(c/d) 112 (e/f) V20. Second



3.2.2. Résultats du second test PME

Les résultats obtenus.suite au second test d’hybridation avec nos sondes est illustré en
figure 4.18. Cette fois, on voit apparaitre un marquage significatif, surtout au niveau des temps
V12 (a), I12 (b ) et V20 ( b. Ce marquage est indiqué sur les illustrations par les fleches
blanches. Il ne s’agit clairement pas de phénomeénes de réfringence comme observé
précédemment.

La figure 4.19 permet de mieux se rendre compte du marquage: on trouvera du coté
gauche les images obtenues avec I’éclairage U.V. et le fond noir. Sur la droite, on trouvera une
photo des mémes objets mais en absence du marquage. Ces derniéres photographies ont été
obtenues en travaillant uniquement sous illumination ultraviolette.

Un marquage apparait donc au niveau de ces lames antisens alors qu’aucun marquage
ne s’observe sur les lames sens de cette méme série (figure 4.20). Cependant, les controles
SaMADS D ne présentent aucune hybridation au terme des trois semaines qui ont été
nécessaires pour obtenir ces résultats.

4 Discussion

Un des premiers problémes auquel nous avons été confrontés est qu’il ne nous a pas été
possible d’obtenir d’hybridation sur les contréles positifs SaMADS D, ce qui soumet a caution
les éventuelles hybridations observées sur les test PME.

Cependant, il est apparu que le nombre de cpm par lames lors des tests SaMADS D
était trés faible en comparaison des tests PME: 422038 cpm pour une lame AS SaMADS D
contre 1003044 cpm (premier test PME) a 1504566 cpm (second test PME) sur une lame
PME AS (antisens), ce qui peut expliquer I’absence de marquage observé au terme des 3 a 4
semaines.

Les problémes de reproductibilité rencontrés entre les deux tests PME et au sein d’un
méme test ne permettent aucune interprétation des résultats. Ce probléme de reproductibilité
pourrait étre di, au moins partiellement, au probléme que nous avons déja évoqué de remise en
solution de la sonde. Bien qu’aucune interprétation ne soit envisageable, il apparait cependant
clairement qu’une hybridation a bel et bien eu lieu lors du deuxiéme test PME. La nature de
cette hybridation est cependant non définie. Il pourrait en effet s’agir d’une hybridation non
spécifique ou d’une hybridation de m-RNA de PME induit par la méthode de prélévement ou,
enfin, de I’expression constitutive des PMEs puisque la localisation est similaire pour les trois
temps positifs. Quoiqu’une expression constitutive devrait étre présente partout, il se pourrait
cependant que leur présence soit supérieure dans certaines zones tout au long de la vie de la
plante.

Nous avons, lors du prélévement, éliminé la majorité des feuilles naissantes. Cette
excision a pu provoquer des dégats aux tissus environnants. Etant donné qu’il a été établi que
I’altération de la paroi, que ce soit lors du mirissement, de la croissance, ou des interactions
hote/pathogeéne, pouvait induire une augmentation de [’activité de certaines pectinases
(Collmer and Keen, 1986), il est envisageable que le stress subi lors du prélévement ait activé
I’expression de certaines PME. Cette hypothése est a prendre avec la plus grande
circonspection, car aucune donnée sur le temps requis pour qu’une telle transcription ait lieu
n’est en notre possession. De plus, les échantillons sont plongés dans une solution de fixation
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endéans les cinq minutes qui suivent le prélévement, laissant, selon toute vraisemblance, peu de
chance a un telle transcription d’avoir lieu ou du moins d’étre détectable.

Bien que le marquage apparaisse toujours dans les méme zones, sur les quelques lames
positives que nous avons obtenues, il pourrait néanmoins s’agir d’hybridation non spécifique.
En effet, lors de leurs travaux sur les génes SaMADS, les chercheurs du département de
physiologie végétale de I’'Université de Liége ont parfois pu observer un marquage localisé sur
le pourtour des échantillons (résultats non publiés). Etant donné que dans le cas de SaMADS
D, un marquage en périphérie est inconcevable avec les résultats précédemment obtenus, cette
hybridation en périphérie de I’échantillon est, dans ce cas précis, a considérer avec prudence.

Dans notre cas, ce type de marquage pourrait cependant étre spécifique: en effet,
Mareck et al., publiaient un article en 1995 ou des travaux d’immunodétection de PME chez le
lin apportent des résultats allant dans ce sens. Effectivement, méme si le marquage des PMEs
s’est avéré étre distribué dans toutes les parties de I’hypocotyle, il n’était cependant pas
homogeéne et apparaissait renforcé dans la zone apicale ainsi qu’au niveau de I’épiderme, ce
dernier apparaissant plus marqué que les tissus internes (Mareck et al., 1995).

S’il s’avérait que le marquage que nous avons observé est effectivement spécifique, il
s’agirait d’un résultat encourageant la poursuite de la mise au point de la détection de
’expression des PMEs dans le méristéme par la technique d’hybridation in sifu, notamment
afin d’en améliorer la reproductibilité.

Une des conclusions pouvant étre tirée de ces observations est que la méthode de
prélévement est a revoir: lors de prélévements ultérieurs, on veillera a ne pas endommager les
tissus analysés. Pour ce faire, on procédera uniquement a I’élimination des feuilles de grande
taille proches du méristéme apical. Les jeunes feuilles et les éventuels primordia seront laissés
en place. Cette approche permettrait, en outre, I’analyse des PME dans les tissus en se
trouvant dans ’environnement direct de I’apex. L’image « e » de la figure 4.18 semblerait
confirmer, s’il s’avérait que nous avons a faire a du marquage spécifique, 'intérét de I’étude de
ces tissus. Cette illustration montre du marquage au niveau d’une jeune feuille proche (en haut
a gauche) de la zone méristématique.
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Un premier probléme que nous avons constaté au cours de ces tests d’hybridations est
I’absence de marquage sur les témoins positifs SaMADS D. Cette absence de marquage nous a
poussés a analyser les résultats obtenus avec la plus grande prudence.

Bien que cette absence de marquage sur les lames SaMADS D puisse provenir du faible
nombre de cpm présents sur chacune des lames, nous avons également constaté la méme chose
sur certaines des lames PME: dans ce dernier cas, un probléme de remise en suspension de la
sonde peut étre a I’origine des différences observées entre les lames des deux séries et au sein
de la méme série.

Il est cependant apparu qu’une hybridation a bel et bien eu lieu sur certaines lames de la
derniére série PME. La nature de ces hybridations est, a ce jour, non définie. Il pourrait s’agir
d’un marquage non spécifique. Cependant les ressemblances observées dans la localisation du
marquage entre les différentes coupes laisse entrevoir deux autres hypothéses concernant
’origine de cette hybridation. Il pourrait s’agir d’une hybridation spécifique de messagers de
PME. La production de ces messagers pourrait étre induite par la méthode de prélévement des
échantillons ou se trouver dans les tissus de maniére constitutive, comme le laisse supposer la
ressemblance observée entre les différentes lames positives. Une telle hybridation serait, de
plus, concordante avec des résultats observés chez le lin.

Quoi qu’il en soit, il n’est pas possible de confirmer ou d’infirmer I’une ou ’autre des
hypotheses avancées ci-dessus.

Des modifications au protocole de prélévement des échantillons pouri"ont trés
probablement permettre d’avancer dans ’interprétation des résultats obtenus. Une fois la mise
au point de I’ensemble des facteurs intervenant dans ’HIS effectuée, et aprés ’obtention de
résultats reproductibles, il serait envisageable d’étudier I’évolution de chaque isoforme au
cours de la transition florale. Cette étude pourrait permettre de dresser un profil détaillé des
différents intervenants jouant un role dans les modifications se produisant lors du passage de
I’état végétatif a la phase reproductive.

Comme on le voit, ’hybridation in situ est une technique pleine de potentialités.
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L’Hybridation /n Situ

1. Introduction

Le principe de I’hybridation in situ est I’appariement de séquences de bases
complémentaires: une des séquences est la sonde et [’autre, sa cible. L’originalité de ce type
d’hybridation est qu’elle se fait directement sur les échantillons. L’HIS se distingue des
hybridations classiques par ’accessibilité¢ des séquences a la sonde (fonction des traitements
réalisés lors de la fixation, perméabilisation), et par I’exposition de la sonde aux constituants
cellulaires, ce qui augmente le risque de fixation aspécifique et par la-méme, le bruit de fond.

Cette technique, outre son aspect visuel, apporte des informations précieuses
concernant I’expression de génes dans des cellules particulieres. La sensibilité de la technique
lui permet de détecter la quantité de matériel contenu dans une seule cellule. L’hybridation in
situ permet de réaliser des dizaines d’analyses sur 1’échantillon dont on dispose, alors qu’une
méthode de type « blot » nécessite dés le départ beaucoup plus de matériel et que le filtre ne
peut servir qu’a quelques hybridations: la constitution de banques de tissus permettra de
compléter I’analyse d’un échantillon a mesure que des nouvelles sondes apparaissent, ce qui
constitue aussi un des grands intéréts de la technique.

Les duplex formés peuvent étre de trois types. En les classant par ordre de stabilité
croissante, on a: ADN/ADN, ADN/ARN ou ARN/ARN.

Etant donné le caractére un peu particulier de I’hybridation, cette technique reste une
méthode ou I’adaptation au matériel utilisé reste essentielle. La stringence de 1’hybridation est
un des points importants: si celle-ci n’est pas assez stringente, il risque d’y avoir aspécificité
des fixations et si la stringence est trop importante, c’est une perte de signal qui peut se
produire. Un autre aspect essentiel est |’utilisation de contrdles appropriés afin de pouvoir
interpréter correctement les résultats obtenus.

Les différentes étapes réalisées au cours d’une expérience d’hybridation sont: la fixation
et la section des tissus, la préparation a I’hybridation (augmentation de I’accessibilité¢ de la
sonde aux tissus) et la diminution du nombre de sites de fixation aspécifiques. Apres
I’hybridation proprement dite, on termine par I’étape de révélation et de coloration des coupes.

2. Aspects techniques

2.1. Inclusion paraffine: fixation et section

Le but de I’étape de fixation est de consolider les structures en créant de nouvelles
liaisons intermoléculaires. Un fixateur efficace:

- permettra de préserver les acides nucléiques dans la cellule
- ne réagira pas avec les groupements pour les laisser accessibles a la sonde
- n’induira pas la formation de liaison aspécifique.

Bien que rendant possible une bonne conservation des acides nucléiques, les solutions
de méthanol ou d’acide acétique ne seront pas utilisées car elles favorisent la fixation
aspécifique de la sonde nucléique sur les constituants cellulaires.
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On utilisera classiquement des aldéhydes telles que la formaldéhyde, la
paraformaldéhyde ou la glutaradéhyde. Le choix du fixateur sera fonction de la taille de la
sonde car ces différents composés induisent un maillage moléculaire plus ou moins serré, ce qui
influence I’accessibilité aux tissus. La paraformaldéhyde permet de garder la meilleure
morphologie tout en garantissant [’accessibilit¢é de la sonde a la cible, ce qui est
particuliérement important pour les sondes de grande taille. On utilisera de la
paraformaldéhyde fraichement préparée car des produits de dégradation des aldéhydes peuvent
se former avec le temps et faire augmenter le bruit de fond. Les problémes causés par une
fixation excessive peuvent se faire sentir non seulement au niveau de I’accessibilité, mais
également au niveau de ’adhérence de ’échantillon sur la lame en verre, probablement en
jouant au niveau des charges portées par I’échantillon (Wilcox, 1993).

Apres cette €tape de fixation, on soumet I’échantillon a des bains de déshydratation
pour enfin terminer par I’étape d’inclusion en paraffine. L’inclusion facilite la coupe et la
conservation des tissus. Les tissus inclus peuvent étre conservés de nombreuses années sans
perte significative du signal (Wilcox, 1993). Cette technique permet une meilleure conservation
des structures que I’hybridation sur cryosection. L’inclusion en paraffine présente cependant
’inconvénient d’une perte de signal d’environ 25 % par rapport aux cryosections (Wilcox,
1993).

La préparation des lames est une étape critique, car c’est d’elle que va dépendre le
maintien de [’échantillon sur la lame au cours des différentes étapes de préparation a
I’hybridation et de lavage post-hybridation. Alors que la gélatine est couramment utilisée pour
I’adhésion des tissus aux lames histologiques, celle-ci est tout a fait déconseillée pour I’HIS,
car le détachement des échantillons est total. Les substances les plus souvent citées (Wilcox,
1993, Christensen ef al., 1998, Angerer and Angerer, 1989) sont la poly-L-lysine, des lames
Superfrost/plus ou Vectabond.

2.2.  Cryosection

La cryosection offre une alternative a la méthode fixation/section. Cette technique est
particulierement intéressante dans le cas d’analyses en routine ou des résultats rapides sont
attendus. Ici, les échantillons sont congelés trés rapidement via immersion dans ’isopentane
(réduit les risques de formation de cristaux de glace et d’endommagement des structures
cellulaires) refroidi a la température de 1’azote liquide. Les échantillons seront récupérés sur
lames traitées a la poly-L-lysine et ensuite fixés. Cette méthode est rapide mais peut induire
une perte de la qualité du signal (au point de vue de la qualité de la localisation de la sonde).

2.3.  Préparation de la sonde

Les sondes utilisées peuvent étre de trois types: ADN, ARN ou oligonucléotidiques. On
utilisera dans tous les cas des sondes simple brin pour éviter les phénomenes d’autocompétition
induit par la présence du brin complémentaire sur les sondes doubles brins (Angerer and
Angerer, 1989).

Les sondes les plus utilisées sont les sondes RNA étant donné qu’elles sont faciles a
produire en grandes quantités et qu’on peut réaliser une diminution plus importante du bruit de
fond en effectuant une étape de digestion post-hybridation avec une RNAse (Angerer and
Angerer, 1989). Les hybrides formés par I’hybridation RNA/RNA étant les plus stables, on
peut également réaliser des lavages plus stringents (T° ou concentration saline) pour diminuer
le bruit de fond. Cependant, il faut préciser que ce type de travail est délicat car la présence de
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RNAses a un moment inopportun peut détruire les sondes avant hybridation. La synthese de la
sonde est généralement réalisée apres avoir inséré le fragment d’intérét dans un plasmide
disposant de deux promoteurs, orientés en sens opposés de part et d’autre de ’insert. Ces
promoteurs sont généralement T3, T7 ou SP6.

Les sondes oligonucléotidiques ont pour avantage leur petite taille, ce qui leur permet
une pénétration plus facile de I’échantillon. Mais cette taille réduite peut aussi étre une source
d’hybridation aspécifique (taille de 16 a 32 bases). Dans ce cas, l'utilisation d’ADN
compétiteur (ADN de sperme de saumon...) pour bloquer les sites aspécifiques n’est pas
envisageable car il risque d’épuiser la sonde. Le marquage de la sonde est réalisé en allongeant
I’extrémité 3’; ce marquage étant faible, seul I'utilisation de *’P est envisageable (Morelle,
1994).

2.4. Marquage des sondes

Le marquage des sondes peut se faire radioactivement ou non. Le choix de I’isotope ou
du fluorochrome sera fonction du type de sonde et de sa cible.

2.4.1. Marquage radioactif

2:4.1.1. Sondes radioactives

Trois isotopes sont principalement utilisés: **P, *°S, *H et **P. Ceux-ci sont placés sur
les nucléotides utilisés lors de la synthése de la sonde. Chacun dispose de propriétés
caractéristiques:

*?P  est un émetteur de rayons B d’énergie élevée
permet une grande sensibilité de détection et/ou un temps d’exposition faible
dispose d’une faible résolution (a I’échelle cellulaire)
possede une demi-vie courte (14.3 jours)

*H est un émetteur B d’énergie faible (100 fois moins que **P)
donne des résultats tres fins (résolution €levée)
nécessite une durée d’exposition tres longue
demi-vie de 12.4 ans.

S posséde une énergie de rayonnement 10 fois inférieure 2 celle du **P
émet des rayonnements 3 avec une demi-vie de 37.4 jours
constitue un bon compromis entre *H et **P
peut réagir avec les constituants cellulaires; on doit maintenir la sonde a I’ état
réduit avec du DTT (dithiothréitol).
peut poser certains problémes lors de I’incorporation par la polymérase

B3P posséde une énergie d’émission qui se situe entre celle de *’S et **P
demi-vie de 25 jours.

H donne la meilleur résolution de tous les isotopes mais I’efficience
autoradiographique la plus basse (0.02 grains par désintégration dans une couche de 5 pm
d’épaisseur). L’utilisation de nucléotides triphosphates substitués avec le S permet d’avoir
une activité spécifique de ’ordre de 10 fois supérieure (1 10° dpm/ug) a ceux marqués avec
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*H et une efficience autoradiographique d’environ 5 fois supérieure. Le signal peut étre obtenu
plus rapidement mais on voit apparaitre les problemes de bruit de fond qui affectent la
sensibilité. La résolution est. adéquate pour la plupart des applications. Le S sera
particulierement indiqué pour la détection de m-RNA dont la concentration est inférieure a
0.1% des m-RNA totaux (Angerer and Angerer, 1989). Les sondes marquées au >°P ont une
activité spécifique tres élevée et peuvent étre utilisées avec des films autoradiographiques. Cet
isotope permet de déterminer des régions ou des organes contenant I’élément recherché, mais
la résolution est insuffisante pour une localisation trés précise des cellules marquées (Angerer
etal., 1987).

Certaines procédures peuvent €tre utilisées pour réduire le bruit de fond de sondes
ribonucléotidiques (Angerer and Angerer, 1989):

- toujours garder la sonde sous forme réduite en ajoutant du DTT dans le milieu apres
synthese de la sonde et hybrider en présence de DTT

- réaliser une premiére étape de lavage longue pour retirer les sondes non hybridées: ce
bain contient une concentration élevée en sels (4X SSC) et du DTT (10 mM)

- réaliser des étapes de ringage favorisant un haut degré de stringence

- utiliser des sondes RNA dépourvues de séquences du vecteur, celles-ci ayant
tendance a réagir avec le RNA ribosomal

- réaliser une étape de traitement a la RNAse A apres I’hybridation pour éliminer les
sondes non hybridées (élimination des sondes simple brin). L’addition de
RNAse T, peut contribuer a diminuer le bruit de fond dans le cas de signal faible
(Angerer et al., 1987).

2.4.1.2. Détection du marquage

La détection se fait par autoradiographie soit en utilisant un film autoradiographique ou
en posant une émulsion sur la lame a analyser.

détection par émulsion

On plonge les lames hybridées dans une émulsion photographique liquide (Ilford K5 ou
Kodak NTB2). L’épaisseur du film et I’isotope utilisés affecteront la sensibilité, la résolution et
le bruit de fond. Les résultats obtenus avec ’émulsion photographique étant basés sur la
réduction de grains d’argent, il est important de retirer toute trace de DTT (agent réducteur
puissant) de I’échantillon, sous peine d’obtenir un bruit de fond élevé. Le marquage sera bien
visible quand on observera les coupes sur un microscope a contraste de phase ou mieux, via un
microscope a fond noir. Pour une meilleure analyse et la mise en évidence de zones spécifiques,
on peut procéder a une coloration post-révélation a I’aide des colorants classiques de
I’histologie (HES, Toluidine...) (Morelle, 1994).

détection par film autoradiographique

Cette méthode de détection n’est appliquée que pour le *’P et n’offre pas tous les
détails que fournit I’émulsion. Le film peut cependant intervenir lors de marquages avec des
sondes *°S. Dans ce cas, le film permet de voir si ’expérience a fonctionné et d’évaluer la
durée d’exposition requise, cette durée étant généralement 3 a 5 fois plus longue que pour le
film (Morelle 1994).
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2.4.2. Marquage non radioactif

On utilise pour ce type de marquage des nucléotides sur lesquels on a couplé une
molécule organique qui sera révélée par aprés. Celle qui est la plus souvent utilisée est la
biotine. Cette vitamine dispose naturellement d’une trés forte affinité envers la streptavidine

Kp 10™%).

On synthétise la sonde en présence de biotine UTP, on révélera via une streptavidine
couplée a une enzyme ou a un fluorochrome, on pourra méme amplifier le signal.

Les enzymes les plus communément utilisées sont la phosphatase alcaline, la
peroxydase et la [-galactosidase; toutes produisent un signal coloré en présence de leur
substrat.

Un autre type de marquage est celui réalis¢ a I’aide de digoxygénine, un stéroide
végétal reconnu par les fragments Fab anti-digoxygénine d’un anticorps couplé, par exemple, a
la phosphatase alcaline.

L’utilisation de sondes fluorescentes présente ’avantage de ne pas nécessiter d’étape
de révélation et permet la réalisation de plusieurs marquages avec des sondes différentes (a
chaque fois couplées a un fluorochrome particulier) sur le méme échantillon.

On peut enfin utiliser des sondes chémiluminescentes: celles-ci offrent des seuils de
détection de I’ordre de 10" M. Leur utilisation pour les immunodosages est déja bien
répandue, bien que la marquage in sifu soit encore a améliorer. (P. Lorimier, repris de
Morelle, 1994).

L’amplification de signaux obtenus non isotopiquement est possible via un marquage
multiple de la séquence cible. On utilise alors des sondes de méme activité spécifique, dirigées
contre des régions différentes de la méme séquence d’intérét. Cependant, 1’élévation totale de
la concentration en sondes entraine également des risques de fixation aspécifique. L’utilisation
de processus faisant intervenir la numérisation d’image permet également une amplification des
signaux qui seront alors traités par ordinateur (Morelle, 1994).

2.5. Prétraitements avant hybridation

Aprés I’étape de fixation des échantillons, différents traitements en vue de perméabiliser
la cellule a la sonde vont étre réalisés, alors que d’autres viseront a éviter la fixation non
spécifique de cette méme sonde.

Une des premiéres étapes de ce prétraitement est une élimination partielle des protéines
via un traitement enzymatique (protéinase K, protéase, pronase), chimique (HCI, détergents)
ou méme par un bref passage des lames au micro-onde.

Une deuxiéme étape importante est le traitement a I’anhydride acétique des lames. Ce
traitement évite la fixation de sondes sur des structures cellulaires par liaisons ioniques (NH;"
des protéines et PO;™ des acides nucléiques) ou par complémentation stérique. L’anhydride
acétique a pour effet d’acétyler les groupement aminés. Un point important qui est encore a
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signaler est que l’acétylation ne semble pas réduire, de fagon perceptible, 1’hybridation
spécifique (Hayashi et al 1978).

Bien que, selon Wilcox, cette derniére étape ne soit pas nécessaire pour les transcrits
d’une taille inférieure a 1.3 kb (Wilcox, 1993), un dernier traitement est réalisé, non pas au
niveau de I’échantillon, mais au niveau de la sonde: I’hydrolyse carbonate. Cette étape vise a
diminuer la longueur de la sonde pour favoriser son accessibilité aux sites d’hybridation
(Morelle, 1993, Angerer and Angerer, 1989). Wilcox argumente son choix en disant que
I’hydrolyse basique produit des fragments de tailles treés variables et que les plus petits
fragments générés peuvent manquer de spécificité, augmenter la fixation aux tissus, et donc le
bruit de fond.(Wilcox, 1993).

2.6. Hybridation

L’hybridation se réalise en présence d’un pourcentage élevé de formamide (50%)
(Wilcox, 1993). Comme on le sait, la température de « melting » est influencée par la quantité
de A/T et G/C ainsi que la concentration en formamide du milieu. Cette concentration élevée
en formamide permet de diminuer la température d’hybridation vers des zones compatibles
avec le maintien des structures cellulaires (aux alentours de 42°C). Bien que cette température
soit relativement basse en comparaison avec d’autres hybridations du méme type, il faut
souligner que dans le cas de ’HIS, la stringence de I’hybridation est également contrdlée lors
des étapes ultérieures de post-hybridation (Angerer ef al., 1987).

L’hybridation est en général suffisante aprés 4 heures, mais on la réalise communément
« overnight » sans que cela ne pose de probleme (Wilcox, 1993).

2.7.  Traitements post-hybridation

Les opérations réalisées aprés ’hybridation ont pour but d’éliminer les fixations non
spécifiques et les sondes en exces. On réalise des bains de SSC 2X et de RNAse A a 37°C pour
éliminer les RNA simple brin. Ce traitement a la RNAse va réduire le signal spécifique mais
permettra aussi de réduire le bruit de fond, ce qui est important dans les cas ou I’on veut
mettre en évidence des transcrits peu abondants. On réalisera encore un bain de SSC 0.1x a
55°C, cette étape de lavage étant trés stringente. Des bains d’éthanol contenant 0.3M en
NH,Ac terminent les traitements de post-hybridation.

2.8. Les contrdles

Un des derniers points importants concernant 1’hybridation in situ est sans doute le
choix d’un bon contrdle. En effet, le bruit de fond est un probléme, mais ’interprétation des
résultats en est un autre.

Des traitements avec des DNAses ou des RNAses avant hybridation ont souvent été
utilisés comme contrdle pour déterminer le bruit de fond. Cependant, il est difficile de retirer
entiérement le DNA ou le RNA des sections, et il est de plus nécessaire de démontrer que la
réduction du signal par les RNAses n’est pas due a la dégradation de la sonde par des RNAses
résiduelles (Angerer et al., 1987).

An. 6




Annexes

L’utilisation de la sonde sens et antisens est un moyen fréquent decontrdle pour
I’hybridation in situ avec des riboprobes (Wilcox, 1993).

3. Conclusions

L’hybridation in situ est une technique dont les résultats peuvent apporter des
informations utiles et nouvelles sur la localisation de ’expression de génes ou sur le type de
cellules qui I’expriment. Sa grande sensibilité et la faible quantité de matériel nécessaire
peuvent en faire un outil de diagnostique intéressant a utiliser en routine. Cette technique est
basée sur I’hybridation de deux brins complémentaires. Le marquage peut se faire
radioactivement ou non radioactivement selon le matériel, le temps et les résultats dont on veut
disposer. La réduction de I’hybridation non spécifique est une étape importante et est
principalement réalisée par des traitements post-hybridation. Cette technique s’applique avec
succes aussi bien sur les tissus animaux que végétaux (Christensen ef al,, 1998). La technique
peut méme étre utilisée pour le « mapping » sur chromosome, par exemple des chromosomes
polyténiques de Drosophila melanogaster (Hayashi et al., 1978). Enfin, le couplage de cette
technique a la cytométrie en flux peut permettre la détection de micro-organismes, par exemple
dans les eaux usées (Wallner, repris de Morelle, 1994).
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