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Résumé 

L'étude du bagage généttque acquis depuis l' apparition de la vie sur terre par les organismes 

extrémophiles suscite un lntérêt grandissant pour la biologie tant fondamentale qu'appliquée. 
Ce travail pose la qu~stion de l'existence d'une laccase (oxydase à plusieurs atomes de cuivre 

susceptible de nomi:>reuses applications biotechnologiques) et vise à cloner le gène 

correspondant en vue· de, son étude. L'utilisation des outils bio-informatiques appliqués aux 

gènes de laccase d' autres champignons a permis de dériver des amorces dégénérées pour 

cloner par PCR un fragment d 'ADN génomique de 140 pb constituant une sonde autologue de 

laccase de S. acidophl,lun"l . Cette sonde marquée a été utilisée pour cribler une banque d'ADN 

génomique de S. acid'.ophilum dans le but d' isoler le gène complet. Plusieurs cribles réalisés 
avec la sonde sur cetti! banque n'ont pas permis, à ce jour, le clonage du gène. 
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2 S0 + 3 0 2 + 2 H20 ~ 2 H2S04 

2 FeS2 + 7 0 2 + 2 H20 ~ 2 FeS04 + 2 H2S04 

pH faible 
parfois< 1 

Fi~ure 1 : Réactions éner~étiques utilisées par une sulfobactérie acidophole 

Sulfolobus est un chémolitotrophe aérobie qui oxyde le H2S ou S0 (soufre élémentaire) en 

H2S04 et fixe le CO~ cG~me seule source de carbone. Les réactions réalisées par cette 

archébactérie hyperthemtophile et acidophile sont reprises ci-dessus (D 'après Madigan, 

Martinko et al, 2000). 



Avant-propos 

Par les voies de la gënéhque moléculaire et de la bic-informatique, l'isolement et l'étude de 

l ' entièreté des gènes du vivant apparaissent possibles. Parmi ces gènes, les gènes 

d'organismes extrérr;topbiles présentent un intérêt grandissant cautionné par le grand nombre 

d' applications potentielles qu 'on leur découvre jour après jour. 

' 
La plupart des organi,$mes extrémophiles sont des microorganismes, comprenant les 

1. 
archébactéries, bactérie' s et microorganismes eucaryotes. Leur étude a permis d ' aborder 

plusieurs questions fondamentales de la biologie dont celle del ' apparition de la vie sur terre, 

en suscitant à ce prop~is l'émergence de nouvelles idées ; ou encore les mécanismes et 

facteurs de la stabilité d_es protéines. En effet, la question de la relation entre la structure des 

protéines et leurs ,~aractéristiques se pose en relation avec les propriétés de stabilité 

extraordinaire observées- en milieu extrême. 

En matière de recherch,, appliquée, l'obtention de protéines stables peut se concevoir selon 

deux types d ' approc~he. Une première approche consiste à « adapter » les protéines à des 

conditions extrêmes de -température, de pH ou de salinité grâce à l ' ingénierie des protéines. 
1 

Sur une base rationnelle, il s ' agit donc d ' une approche nécessitant la compréhension des 

mécanismes en jeu. 

Une deuxième approchi~ consiste à rechercher des protéines au sein d ' organismes qui sont 

eux-mêmes adaptés à c,•s conditions d ' extrémophilie. Dans ce cas, l ' homme se base sur les 

adaptations naturelles réalisées par ces organismes au cours de l ' évolution. 

Dans le domaine iiidu~triel , la plupart des processus sont réalisés dans des conditions 

extrêmes de températuri~ ou de pH, ce qui justifie l'intérêt pour l'extrémophilie de certaines 

bactéries et champigno~s. 

L'acidophilie en particulier est une branche assez peu explorée de l' extrémophilie ; seuls 

certains procaryotes t~ls les archébactéries sulfo-oxydantes (Suifolobus soifataricus : 

archébactérie acidophil~1; (optimum à pH 3) et hyperthermophile (optimum à 80°C)) ont fait 

l 'objet d ' études détaillé~.'s à ce sujet (figure 1). 

Cependant, parmi les ;champignons ou fungi , on observe des espèces largement plus 

« tolérantes » aux 1-mv~ronnements acides que ce que l ' on observe chez les bactéries 
1 

(Madigan, Martinko et !f.l. l. 2000). De plus, les champignons sont des organismes de choix 

pour les enzymes. En ~ff et, ces eucaryotes ont acquis un grand potentiel enzymatique au 

cours de leur évolution t·n rapport avec la diversité des milieux qu ' ils colonisent avec succès. 
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Sans forme sexuée connue 

PHYLUM .. :/ ____ / __ ._~~: ___ .,,,. ______ ...., ____ ---------. 
1 

ZVGOMVCOiA BASIOIOMVCO'rA ASCOMVCOTA ! DEUTEROMYCETES 

·,'·, : ... 8 
' \ ' .... , .. 

-----~ - - 1 . -· "' .,· - 1 , ' .• ,,,,.•~ 
1 1 ' 
1. , ' ·, 

t.l ;_l . 

, (MITOSPORIC FUNGI) 

- ~ • ➔• '1[ -~~-;~--- - · 

- ·: ) t . , I~'-¾~! 

i\y' ! • ·• 
1 

Fi~ure 2 : Présentati~n s~hématique de la classification des Deutéromycètes au sein du rè~ne ., 
des champi~nons (Ad'aptét-. de Guarro. Gene et al. 1999). 



l 

Figure 3a: S. acidopMLuni:: en microscopie optique 

Un chapelet d'arthro~onÙ.iies (1) peut être observé au premier plan entouré de myceliums 

segmentés (2) (Calcus~ 19Q6). 

j 

Figure 3b: S. acidophf/u,i,. en microscopie électronique à balayage 

Un chapelet d ' arthroè:oni'<lies peut à nouveau être observé au premier plan est entouré de 

myceliums segmentés '(Calcus, 1996). 



.--------·----------------------------, 

1 Il. Un chaiilpi&non acidophile 

Ce champignon filaiheriteux vit dans le milieu géochimique particulier des mines d'uranium 

du Canada. Ce miliéu ef~t soumis à la production d' effluents de formations rocheuses acides 

qui sont caractérisé8 p;lr un faible pH et une concentration élevée en sulfates et métaux 

dissous. Peu d'inforinatibns sont publiées à son sujet au plan biochimique et moléculaire. 

11.1. Taxono.D1ie et description 

Le genre Scytalidium aJ~partient au règne des Cha,mpignons de la division des Ascomycètes 

mitosporiques, de la cl~5lse des Hyphomycètes, de l'ordre des Arthroconidiacae (Sigler and 

Carmichael 1973). As/"omycète mitosporique, deutéromycète ou encore champignon 

imparfait ou asexué son~ autant de dénominations décrivant les champignons pour lesquels 

aucune forme sexuée n · est connue. Comme on ne peut se baser sur leurs caractéristiques 

sexuelles pour leur classification, ceux-ci sont regroupés par défaut, avec tous les 

champignons asexués, au sein du groupe des deutéromycètes (figure 2) (Guarro, Gene et al. 

1999). Au sein du genre, cinq espèces sont répertoriées par le NCBI: Scytalidium 
I 

dimidiatum, hyalinuln, lfgnicolum, thermophilum et vaccinii auxquels il convient d'ajouter S. 

acidophilum . 

Les seules divisions ·cel~tilaires connues de ce champignon sont donc de type mitotique. 

La formation d'arthrod,~nidies (spore de reproduction asexuée formée à partir de filaments 

particuliers se cloisonn~nt en cellules) se réalise par fragmentation du mycélium à l'intérieur 

duquel apparaissent des ~eptums (figure 3 a, et 3 b ). 
Lorsque les spores (;irtAroconidies) deviennent des « spores de résistance » (transition liée à 

leur environnement) ;, cel-les-ci sont appelées clamidiospores. 

Ces spores se carac,téri1\ent par leur paroi mélanisée, très épaisse chez S. acidophilum au 

regard d 'autres cellules' de champignons, et l'apparition de pigments noirs cytoplasmiques 

responsables de la cûulelir noire du champignon en culture (Calcus 1996). 

'\ 

11.2. Caractéristiques physiologiques 

Comme son nom l ' ittdique, ce champignon est adapté aux environnements acides. 

De plus, comme cela a ~té montré par un travail antérieure réalisé dans notre laboratoire, sa 

capacité de croître ." en présence de sciure de bois (Calcus 1996) met en évidence les 

dispositions de ce cha1npignon acidophile à l'utilisation et la dégradation du bois. Les 

enzymes impliquées <lads ce type de processus sont secrétées et acido-résistantes. 

Le large potentiel bidtechnologique de cette batterie d'enzymes impliquées dans la 

dégradation du bois a s~tscité notre attention. L'actuel intérêt porté à l'une de ces enzymes 

nous a amené à l'étude d'une oxydase, la« laccase». 
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Figure 4: Exemples d,! substrat (a) et type de réaction de la laccase (b) 

Pour l'activité de la la:cca~e, il s'agit d'un schéma modèle simple où la réduction de 1'02 est 

couplée (par l'enzyme) à 1 'oxydation du diphénol en diquinone (Adapté de Griffith, Martinelli 

et al, 1994). 



1 III. L'enzyme bleue ou laccase 

111.1. Histor.iqde et nomenclature 

Cette enzyme fut iditi~iement étudiée par Yoshida en 1883 pour son implication dans le 

durcissement rapide i- au contact de l ' air, de la résine de Sumac (Rhus vernicifera ou arbre à 

laque ; en anglais : Laçquer tree) , arbre autochtone d 'Asie de l'Est. Le catalyseur fut 

identifié et purifié plus de dix ans plus tard par Bertrand (1894) qui lui attribua le nom de 

« laccase ». 

Les laccases de champignons furent, quant à elles, découvertes dans les années suivantes 

séparément par Bertran~! (1896) et Lahore (1896) puis fortement étudiées à partir des années 

septante (Cali and Mücte 1997). 

Les laccases : 

Nom systématiqüe : ,benzènediol : oxygène oxydoréductase 
' . 

- Autres noms: urishi~l oxydase, p-diphenol oxydase 

Code attribué pai· la ,commission des enzymes : EC 1.10.3.2 
E. C. 1.-.-.- Oxydoréc(.-uctases. 
E. C. 1.10.-.- Agi~san_t sur les diphénols et composés dérivés comme donneur d 'électrons. 
E. C.1.1 O. 3. - Aveb /'lfxygène comme accepteur d 'électrons. 
E. C. 1.10.3.2 Laixa.tJe. 

111.2. Activité 

Ces enzymes cataly!:ent l ' oxydation d ' une variété de substrat par la réduction de l ' oxygène 

moléculaire en eau selod l ' équation redox ci-dessus. 

Réaction générale : Lacccase 

Au contraire de la forte -~pécificité des enzymes en général, une propriété remarquable des 

laccases est leur large 1•ariété de substrat, parmi lesquels, les diphénols, aminophénols, 

polyphénols , polyamine~, aryle diamines et quelques substrats inorganiques (figure 4) 

(Griffith, Martinelli et al. 1994) (KEGG, 2002)1
• 

1
Bioinformatics Center, fustittlte for Chemical Research, Kyoto University ; http://www.genome.ad.jp/kegg/ . 

e), induisant la formatiori de radicaux libres. Ces radicaux peuvent, par la suite, mener à des 

réactions non-enzymatiques ultérieures à l'oxydation. 
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Cu • • ,, 
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., 

Fi~ure ~ : Les ions cuivre au sein de la laccase 
(D'apès Torres and Wilson, 1999). 



Ces réactions peuvent at,outir, par exemple, à la formation de polymère. (Call and Mücke 

1997). 

III.3. Participation des atomes de cuivre dans la réaction d'oxydation du 
substrat 

Les laccases font partie de la famille des « oxydases bleues à plusieurs atomes de cuivre» ou 

Multi Copper Oxydas1es fMCO) incluant également l ' ascorbate oxydase et la ceruloplasmine 

plasmatique des mammi~ères. Ces MCO sont caractérisées par la liaison de quatre ou plus de 

quatre cations cuivre '.divalent, retrouvés dans différentes conformations au sein de la protéine 

(types 1 à 4) en des sites /~ppelés centres. 

Les laccases, pour leur p~rt, possèdent quatre cations Cu contenus dans les centres Tl,T2 et le 

centre hi-nucléaire T3 dti la protéine (figure 5). Le centre Tl , fonctionne comme accepteur 

primaire d'électrons, :extrayant les électrons du substrat réduit. Les centres T2 et T3, quant à 

eux, sont regroupés ah sJin de la structure de cette oxydase et forment un centre tri-nucléaire 

où la réduction de l 'oxy~ène moléculaire prend place. Le mécanisme du transfert d ' électrons 

du centre mononucléaire au centre trinucléaire n'est quant à lui pas encore définitivement 

établi et ne sera donc:Pas· traité (Torres and Wilson 1999) (Ducros, Brzozowski et al. 1998). 

En résumé : 

La laccase réduit l 'ox'ygè.ne par l'intermédiaire des 4 cations Cu+. Ceux-ci perdent ensemble 4 

électrons. Ils passent de l'étage d'oxydation +1 à l'état d'oxydation +2, suivant la réaction 

suivante: 

,1 , • 

Dans cet état oxydé, les j~u++ peuvent oxyder 4 molécules de substrat desquelles ils retirent 4 

électrons, ceci permèttallt aux atomes de cuivre de retourner à leur étage d 'oxydation + 1, 

symbolisé par la réaction.suivante : 

Laccase(Cu+2
) + 4 Suhstrittrect __,. Laccase(Cu+) + 4 Substrat

0
x 
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Figure 6: Structure de..QJeO, protéine homologue de laccase 
La structure de Cueo, protéine périplasmique codée par l'opéron régulateur du cuivre eue (Cu 
efflux) chez Escherfchii,:i coli, expose 3 domaines cupredoxine (différentes couleurs) 

composés de brins 13. 
Les centres liant le cufvr~ peuvent être observés : le centre trinucléaire(T2,T3) comprenant 3 

cations Cu (vert clair;, liant une molécule d'oxygène (rouge) pour la catalyse, ainsi que le 

cations Cu isolée du c,mtr;~ Tl (D'apès Roberts, Weichsel et al, 2002). 



III.4. Structi:Ire,de l'enzyme 

La structure de la laci;as{ de Coprinus cinereus est l'unique structure de laccase actuellement 
' accessible (Ducros, .Elrzozowski et al. 1998). La structure de cette laccase a été déterminée 

comme appartenant à .: 

- la classe des protéin~s à brins ~ 

- la superfamille de~i Cr1predoxines (avec site de liaison au cuivre) caractérisées par un 
domaine en sandwich composé de 7 brins ~ dans deux plans. 

- la famille des Cuj'>redoxines Multidomaines, puisque la laccase contient trois de ces 

domaines (SCOP, 20Ô2) 1
: 

Dans la famille plus ~én~rale des MCO, plusieurs structures sont connues. Au départ de ces 
: . 

structures, un motif d ' ac"ides aminés caractéristique du centre tri-nucléaire est composé de 

quatre répétitions du , motif (His-X-His), les histidines intervenant dans la coordination des 

cations Cu. De cette fuçof'L, six histidines coordonnent le centre T3 et deux le centre T2. 

Il s'est avéré, dans le cat de la laccase de Coprinus cinereus, que la déplétion des atomes de 

cuivre préalable à la téahsation du cristal a modifié la coordination des atomes du centre T3 
induisant la disparition, en densité électronique, du centre T2 (Ducros, Brzozowski et al. 
1998). 

Pour cette raison ei: p~fr souci de visualisation, la structure d'une MCO homologue, 

l'oxydoréductase d't\ffhfx du cuivre (CueO), a été choisie pour représenter la structure 

générale de la laccase (Fi~ure 6). 

L'enzyme Cueo est une 1\rotéine périplasmique codée dans l'opéron régulateur du cuivre eue 

(Cu efflux) chez Escheri{hia coli (Roberts, Weichsel et al. 2002). 

III.5. Rôles phy~iologiques 

Les laccases sont lar~enymt distribuées au sein du vivant, que ce soit chez les végéteaux, les 
champignons ou, dé,:ourertes plus récemment, chez les bactéries, et même dans le venin 

J,. 

d'une guêpe (Pimpla ,'hypnchondriaca) (NCBI version Mai 2002). 

Ces enzymes sont impliqùées dans un grand nombre de fonctions biologiques. Elles jouent un 

rôle clef dans la morphogenèse, le développement et le métabolisme de la lignine chez les 

champignons et les plfctntt>s. 

Au sein des tissus végétaux, les laccases sont impliquées dans la réponse aux blessures et la 

synthèse de la lignine'. 

À l'inverse, chez les Champignons, celles-ci sont impliquées dans la ligninolyse. 

Les laccases de cha.mpVgnons peuvent jouer un rôle substantiel dans la pathogénie, la 
sporulation, l 'accumV.latii:m de pigments et le développement de « fruiting bodies » (Ducros, 

Brzozowski et al. 1998) (Xu, Kulys et al. 2000) . 

1 Structural Classification i )f Pl otein ; http: //scop.berkeley.edu/data/scop. b.c.h. b.e.h.htrnl 
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Fi~ure 7: Schéma de la P#Oi vé~étale multicouche. 
' 

La lamelle moyenne fusidb.née permet la cohésion entre les cellules 1 et 2. Le plasmodesme 

permet la communication ~ntercellulaire. 

La lamelle moyenne est la;première a être formée lors de la croissance, suivie de la paroi 

primaire et secondaire (D 'à.pès Campbell 1995). 



Ces enzymes, chez les champignons, apparaissent comme extracellulaires et fortement 

glycosylées (15 à 41 % des carbohydrates). Une activité intracellulaire est pas à exclure 

(Griffith, Martinelli et aL 1994). 

=11=1.=5-'-'. l"""._-=L=-itknification versus délignification 

Les laccases sont répaddues dans la nature et jouent des rôles différents à la fois dans les 

processus de lignification et de délignification. 

111.5.1 .1. Paroi végétale 

Un grand nombre de po~ymères de nature polysaccharidique ou phénolique sont retrouvés 

dans la structure multico\tche de la paroi des cellules végétales (figure 7). 

Cette paroi est constituée (selon le type cellulaire), au plus, de trois types de couches 

superposées qui sont, de l 'extérieure vers l ' intérieure : 

- la lamelle moyenne formée lors de la division cellulaire. 

Elle constituera la partie ,~xteme de la membrane et est partagée par les cellules adjacentes. 

Sa structure est formée phr des composants pectiques (polymères formés à partir de molécules 

d'acide galacturonique) et protéiques. 

- la paroi primaire qui ·est formée après la lamelle moyenne. Elle consiste en un squelette 

rigide de microfibrilles d,~ cellulose (polymère de glucose) cloisonné dans une matrice formée 

de composants pectique'i;;, hémicellulosiques (polysaccharides composés d ' une variété de 

sucres tel le xylose, l ' arapinose et le mannose qui sont très hydrophiles et forment un gel) et 

glycoprotéiques. La plas.ticité de la paroi primaire s'explique par la présence de ponts 

hydrogènes formés entre.les celluloses et hémicelluloses . 

- la paroi secondaire, d~mière couche formée lors de la croissance, est caractérisée par une 

perte de plasticité. La p~rni secondaire est moins hydratée que la paroi primaire et contient 

moins de composants pei-:tiques et hémicellulosiques. À leur place, d' autres composants sont 

déposés. Parmi ceux..:ci ,}e composant le mieux connu est sans doute la lignine (polymère 

phénolique découvert par A.Payen en 1839). Le réseau tridimensionnel formé par ce 

polymère est composé dt liaisons covalentes qui assurent et expliquent la rigidité de la paroi 

secondaire (Buchanan, G,tuissem et al. 2000). 

La lignine est, après la cdllulose, le plus abondant produit naturel connu, constituant 20 à 30% 

des tissus des plantes vas~ulaires. La lignine est également l ' unité de base du xylème (élément 

conducteur du bois) et de·i éléments d'affermissement du bois. 
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Réactions aléatoires des radicaux 

Fi~ure 9 : Li~nine, ~énér3;tion de la diversité par polymérisation radicalaire aléatoire 

L'action des oxydases ind~lit la formation de radicaux. 

Les différentes positions •~actives dans les formules mésomères (1 à V), marquées d'un point 

pour les radicaux, expliq~ent la diversité des liaisons retrouvées dans la lignine. Par exemple, 
la réaction entre 1-11 va èréer une liaison de type « ~04 » ou arylglycérol-~-aryl éther (n° 1 

dans la structure de Ügnihe), qui sont les plus nombreuses. La réaction III-III formera une 

structure biphényle (n°3), etc. (Adapté de Pelmont 1989). 



Il est aussi à remarquer que la lignine a été, sans aucun doute, le prérequis le plus important 
• J 

favorisant la croissance ahtigravitationnelle des plantes terrestres. 

IIl.5. L2. Lignification 

' La lignine est issue dé la polymérisation de monolignols. 

Les monolignols sont iss,ias de deux acides aminés : la phénylalanine et en moindre mesure la 

tyrosine. Ces deux acide~ aminés constituent les précurseurs de la voie des phénylpropanoïdes 

qui est la voie majeure dJ synthèse des composés phénoliques chez les végétaux. 

La voie des phénylpropimoïdes aboutit, après réduction, hydroxylation et méthylation des 

précurseurs, à la form:atidn de trois alcools : les monolignols (figure 8). 

Ces monolignols s(,nt . nommés alcool coumarylique , alcool conif érylique et alcool 

sinapylique. Ils sont retl'ouvés en différentes proportions selon les types cellulaires et les 

espèces végétales. 

La lignine est le résultat de la polymérisation spontanée, en majeure partie anarchique, des 

radicaux nés de ces ph4nols. En effet, l'observation de la structure radicalaire créée par 

oxydation de l ' alcool cj~nif érylique déprotoné sur sa fonction phénol permet d 'observer 

l'étendue du phénomène ~e délocalisation du radical (figure 9). 
. ; 

Plusieurs oxydases sdnt t~ésentées comme pouvant jouer un rôle dans la polymérisation de la 
,. 1 

lignine avec, parmi cèlle~•ci , la laccase (Buchanan, Gruissem et al. 2000). 

La complexité de la ;.détermination des enzymes d ' oxydation intervenant dans la 

polymérisation oxydativi des monolignols est en rapport avec cette même difficulté présente 

pour de nombreuses oxydases. En effet, ces enzymes présentent différentes isoformes et 

utilisent une large vaiiét~ de substrats (plus de 50 gènes de peroxydases sont retrouvés dans le 

génome d'ArabidopsÛ) (»oudet 1999). 
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Figure 10 : Mécanisme· simple de dégradation de la lignine fondé sur un substrat modèle 

L' identification des ~roduits se fait par chromatographie et spectrométrie de masse, les 

produits sont indiqués par ordre décroissant d'abondance. 
Les oxydases scindent la' liaison a-P dont la disparition constitue la principale cause de 

dépolymérisation de la lignine (D'apès Pelmont, 1989). 



111.5.1.3. Champignons et délignification 

Deux types de champig~10ns dégradant le bois sont distingués et sont repris sous le nom 

quelque peu descriptil de moisissures blanches ou moisissures brunes. 
' ,.,_ 

Les moisissures blanch~·s ou « White Rot Fungi » (WRF) sont les plus agressives, elles 
• peuvent attaquer la cellul1~se et la lignine grâce à leurs enzymes. 

Les moisissures brunes ou « Bruin Rot Fungi » (BRF), quant à elles, profitent d ' une 

dégradation préexistante pour s'implanter. 

Les champignons sécrèti~nt un grand nombre d'enzymes extracellulaires (ou « sécrétome ») 

parmi lesquelles certa!ne~1 sont requises pour la dégradation du bois. 

Seules les enzymes imj~liquées dans ce processus seront exposées, et spécialement les 

enzymes intervenant dan~ la dégradation de la lignine. 

L'enzymologie de la dégradation du bois la mieux étudiée est celle des moisissures blanches 

telles que Pha.nerochaetechrysosporium ou Trametes versicolor (Cali and Mücke 1997). 

Bon nombre d'enzymes ~euventjouer un rôle dans le processus complexe de la dégradation 

naturelle du bois par l~s champignons. Toutes cependant, n' interviennent pas dans la 

dégradation de la lignipe. Aussi la CDH (cellobiose dehydrogénase), par exemple, est 

essentielle pour l'invasion du bois, mais n ' est pas requise pour la délignification chez 

Trametes versicolor (Durhonceaux, Bartolomew et al. 2001). 

Les enzymes extracellulalres dégradant réellement la lignine (ligninases ou LME, Lignin 

Modifying Enzymes) so11! composées de trois classes majeures : les laccases, les lignines 

péroxydases (LiP) et les ~hanganèses péroxydases (MnP). Les LiP et MnP sont toutes deux 

des protéines à noyau héttiique et utilisent le péroxyde d'hydrogène (H2O2) pour la catalyse. 
j 

Certains champignons dé~radant le bois sécrètent ces trois classes d' enzymes tandis que 

d'autres ne sécrètent qu' ùne ou deux de ces enzymes (Raghukumar, D'souza et al. 1999). 

La description des réactidns impliquées dans la ligninolyse demeure aussi complexe que celle 

de la polymérisation. En effet, c'est encore uniquement par des molécules modèles que les 

réactions sont étudièes. Ces dernières sont des composés de faible masse moléculaire 

contenant une ou plusieLI:ts liaisons typiques de la lignine. Comme la lignine est un polymère 

des plus variables et des lnoins bien définis, le recours à des modèles moléculaires s'est avéré 

utile. 

Un modèle commun èst 1kn dilignol (figure 10), qui renferme une liaison dite a-f3 commune 

dans la structure de la ;iignine. Les oxydases scindent deux liaisons dont la disparition 

constitue la principal'.e dtuse de dépolymérisation de la lignine : le lien a-f3 dans la chaîne 

aliphatique et la liaisoh éther-oxyde. En même temps, apparaissent des réactions de 
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Laccase Med.iator0 x: Substrate 

Laccase0 x Mediator Substrate ox 

Fit;:ure 11 : Rôles des médiateurs dans l'activité enzymatique des laccases 

La laccase catalyse le cour'>lage entre la réduction de l'oxygène et l'oxydation d'un médiateur. 

Celui-ci, retourne à sa fo~h.e réduite en oxydant le substrat (D'apès Fabrini , 2001) 

Fit;:ure 12 : Envahissement du bois par un mycélium de champit;:non 

Différentes enzymes so~t secrétées : cellulases, xylanases, peroxydases et oxydases. 
L'hydrolyse des polyoses .de la paroi fourni des oses (glucose, xylose, ... ) qui sont attaqués par -~ 
les oxydases et peroxyda~es. Celles-ci engendrent un courant de radicaux, d' ions et de petites 

molécules attaquant la lig~ine et revenant vers le mycélium avec les produits de dégradation, 
rechargés à nouveau par lÙ oxydases, et ainsi de suite. 

Les champignons sécrétetit des médiateurs venant amplifier le phénomène d'oxydation de la 

lignine. L'alcool vériatry~ique, représenté ci-dessus, est l'un de ces médiateurs et peut être 

utilisé par les LiP et autref oxydases des moisissures blanches (D'apès Pelmont, 1989). 



déméthylation formant ~es fonctions phénoliques libres. D ' autres réactions sur molécules 

modèles conduisent à l'attaque du noyau (Pel mont, 1989). 

Une différence entre !ig~foolyse et polymérisation consiste en ce que les enzymes impliquées 

dans la dégradation du ~ois usent de « médiateurs » et autres cofacteurs qui peuvent être 

produits par le champignpn ou présents dans le milieu de dégradation ou même dans le bois. 

1 

Les médiateurs ou rn;éta\1olites secondaires sont de petites molécules, voire des atomes, qui 

ont la capacité d 'êtri: of ydés par les enzymes et peuvent, par la suite, oxyder à leur tour 
' d'autres substrats (figure l 1) (Fabbrini, Galli et al. 2002). 

L' alcool vériatrylique el:;t par exemple, un médiateur rédox produit par les moisissures 

blanches et utilisé comme médiateur par les LiP. Le Mn2+, ion métallique naturellement 

présent dans le bois, · est quant à lui oxydé par les MnP, complexe les acides organiques, et 
t ' 

peut oxyder des mod~les phénoliques dimériques de lignine (Zouari , Labat et al. 2002). Les 

laccases utilisent éga:lerrtent des médiateurs naturels, produits par le champignon (comme 

l'alcool vériatryliqud) ok retrouvés lors de la dégradation de substrats lignocell ulosiques 
1 

(Johannes and Majchc:rczyk, 2000). 

La ligninolyse peut être c6mparée à un véritable bombardement de radicaux et d' ions produits 

par un grand nombre ~:t •e~izymes au départ de produits retrouvés au sein des réactions en 

cascades complexes del~ ligninolyse. Un schéma très simpliste décrivant de façon générale le 

processus qu'utilise lt mycélium est présenté (figure 12 ). 

Différentes enzymes ioni sécrétées : cellulases, xylanases, peroxydases et oxydases. 

L'hydrolyse des polyùse{ de la paroi fourni Tdes oses (glucose, xylose, ... ) qui sont attaqués 

par les oxydases et pùox;vdases. Celles-ci engendrent un courant de radicaux, d' ions et de 

petites molécules atta~iuaht la lignine et revenant vers le mycélium avec les produits de 

dégradation, rechargè à iiouveau par les oxydases, et ainsi de suite (Pelmont 1989). 
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.-------~·~ -------------------------~ 
1 IV. Applica{io9s ___________________ ___. 

La lignine constitue u:n v~ritable obstacle pour l' industrie de la pâte à papier. 

Certains processus dti bllmchiment de la pâte à papier se réalisent à des températures et pH 

extrêmes. Des enz\ m~• s purifiées seraient préférées aux processus chimiques de 

délignification très pollul'lnts et coûteux, pour autant qu'elles puissent résister aux conditions 

extrêmes retrouvées dans ces processus industriels. 

L' activité des lacc~.se$ vis-à-vis de la lignine a largement été étudiée à travers le 

développement de sy~tènies utilisés pour la dégradation de la pâte à papier. 
Il s'est rapidement av•éré ,que les laccases seules n'avaient que peu d 'effet sur la pulpe de bois 

' prouvant que l'enzyme ni est qu'un des composants d'un système biologique complexe. 

La protéine ne peut, en rdb.lité, diffuser à travers les fibres de la pulpe de bois de par sa taille. 
Pour contourner cette I imitation, les chercheurs se sont focalisés sur l'utilisation des . ,. 
médiateurs. Ces méiliat.eurs sont oxydés par l'enzyme. Une fois oxydés les médiateurs 

peuvent retourner à leufs formes réduites en oxydant la pulpe de bois. Une centaine de 

médiateurs potentiels ont été décrits, parmi lesquels le 1-hydroxybenzotriasole (HBT) (figure 

13) et le 2,2' -azino-bis-(~cide3-ethylbenzothiazolinz-6-sulfonic)(ABTS) sont les plus souvent 

utilisés. Ces deux médiatèurs sont oxydés par la laccase, l 'HBT en radical (HBT0
) et l 'ABTS 

en radical cationique (A BTS +.) et en di-cation (ABTS 2+) réagissant et déstructurant la 
trame de la lignine. 

Le grand désavantage {~e ces systèmes est leur prix de synthèse et leur forte toxicité. 
Actuellement, les chercheurs s ' orientent vers la découverte de médiateurs naturels 

' 1 

exploitables. Plusieürs Jnédiateurs naturels ont d ' ores et déjà été identifiés comme des 
produits de Trametb ~ersicolor ou retrouvés dans le substrat de dégradation de la 
lignocellulose, médiant l ' oxydation d 'aromatiques polycycliques carbonés (Johannes and 

Majcherczyk 2000). 

Outre l'application de ces enzymes pour la délignification de la pulpe de bois, les laccases 

sont d 'application cour/lnte dans les processus de décoloration des déchets textiles , la 
détoxification d 'efflu~nts, la composition des poudres à lessiver, le retrait des phénols du vin 

et la transformation lantlbiotiques et de stéroïdes. 

Les propriétés catalytiqui~s des laccases ont également un grand impact sur le développement 

de bic-senseurs que à soit pour la détection de polluants ou celle de métabolites. 
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OB.TECr[IFS ET STRATEGIE DU TRAVAIL 
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L'objectif de ce travail e~t de cloner un gène de laccase chez Scytalidium acidophilum. 

Dans ce but, une banqu~ d'ADN génomique du champignon S. acidophilum réalisée, au 

préalable, au laboratoire i I.Housen) sera utilisée. 

La première étape du trai•ail nécessite la détermination d'une sonde homologue au(x) gène(s) 

de laccase de S. acidôphi~um afin de cribler la banque. 

À cette fin, des alignem~ ts multiples basés sur les séquences protéiques connues de laccases, 
seront réalisés afin de dé,erminer des amorces spécifiques de gènes de laccase. 

Les amorces dégénéré~tli déterminées seront utilisées pour amplifier par PCR un (des) 

fragment(s) du (des) gèm'(s) à partir de l'ADN génomique du champignon. 
Les fragments amplifiés::(ou amplicons) obtenus seront clonés, identifiés comme fragments 

authentiques de gène de ~;~ccase et utilisés comme sonde autologue pour cribler la banque. 

La seconde étape du travilil consistera à cribler la banque au moyen de la sonde marquée et de 

caractériser les clones po\ütifs. 

Ce travail accompli , la i\rotéine sera surexprimée en levure. L 'enzyme purifiée pourra être 

étudiée au plan fondam,11tal afin d' analyser les bases structurelles de ses caractéristiques 

particulières ou êtrè te~tée et modifiée par « protein design » en vue d ' applications 
technologiques. 
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1 I. Obtention tf 'une sonde 

1.1. Alignemehts de séquences de laccase 

Une recherche dans la b*nque de données protéiques non-redondante (Matériel et Méthodes, 
point III.1) du NCBI (version du 10/9/2001) a été effectuée et nous a permis d'obtenir 294 

séquences de laccase. , 

L'ensemble de ces séqui~nces appartiennent aux plantes supérieures et aux champignons et 

,pour une seule d'entre elles, au monde bactérien. 

Aucune séquence apparti~ant au genre Scytalidium n'y figure. 

Au départ de ces séqu~nces, deux alignements multiples ont été réalisés : un premier 

alignement regroupant l ensemble des 294 séquences obtenues lors de la recherche, et un ,, 
deuxième restreint aux s~quences de champignons. 

=I.~l~.1~. __ -~A=lf,gnement général 

L'alignement réalisé sut l'entièreté des 294 séquences ne permet pas de déterminer des 

régions conservées. Ce nhmltat est dQ à la trop grande hétérogénéité des séquences utilisées. 

Deux étapes préalables dt'\ tri ont été entreprises. 
Dans la première étape, }_:entièreté des séquences est visualisée en fonction de leur taille. Les 

séquences de taille largerihent inférieures ( <100 aa) à la moyenne (variant entre 400 et 700 aa) 
sont éliminées. 

Dans un second temps, hts 227 séquences restantes ont été soumises au programme PURGE 

(Neuwald, Liu et al. 1995) (Matériel et Méthodes, point III.2.2) . Ce programme permet de 
supprimer les séquence~i présentant une forte similarité entre elles. Il élimine toutes les 

séquences présentant un seuil de similarité ( ou score BLAST (Altschul, Gish et al. 1990)) 
fixé, ici, à 500 (Matériel et Méthodes, point III.2.1). Le but est de supprimer les séquences 

similaires répétées qui peuvent induire des biais lors d'alignements subséquents. 

À la suite de ce tri préaliJble, 37 séquences ont été sélectionnées. Des alignements multiples 
ont été réalisés sur ces stiquences. Un premier alignement a été réalisé au moyen du logiciel 

CLUSTAL W (Thomps1\n, Higgins et al. 1994) (Matériel et Méthodes, point III.3 .1). Ce 

logiciel réalise des comp~raisons pairées entre chacune des séquences dans leur entièreté. 

L'alignement obtenu p~rmet d'observer les séquences qui présentent des « gaps » trop 

importants en raison de leur forte divergence par rapport aux autres séquences. Ces séquences 

trop divergentes seront ~lès lors retirées. Les 21 séquences restantes seront alors soumises au 

logiciel MATCH-BOX (Depiereux, Baudoux et al. 1997) (Matériel et Méthodes, point III.3.2). 

1National Center for Biotechni llogy Information; http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/. 
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Données confidentielles 

Fi~ure 1. Représentati;on .(les boîtes les mieux conservées de l'ali2nement 2énéral des laccases 

(annexe 1) 

Les six boîtes les plus {onservées ont été reprises de l'alignement MATCH-BOX et sont 

détaillées ci-dessus. Pou<chaque boîte, la position au sein de l'alignement est indiquée par le 

numéro de l'un des a~ide:11 aminés de celle-ci. Les chiffres de la marge de gauche réfèrent aux 

organismes desquels les t~équences sont issues. Les différents indices de confiance (de 1 à 9) 

attribués se retrouvent. au bas des séquences .. 



Données confidentielles 

Figure 2. Représentation des boîtes les mieux conservées del ' align,,ment global des laccases 

de champignon (annexe 2) 
Pour chaque boîte, la position au sein de l 'alignement est indiquée par le numéro de l 'un des acides 

aminés de celle-ci. Les chiffres de la marge de gauche réfèrent aux organi~mes desquels les séquences 

sont issues. Les différents indices de confiance (de 1 à 5) attribués se retrou~
1

pnt trn bas des séquences. ,, 



Le logiciel MATCH~BOX est utilisé dans la dernière phase du traitement des séquences car il 

permet de détermine1· de~ régions conservées (ou boîtes) parmi l'ensemble des séquences sur 

base de caractéristiq~:es jfüysico-chimiques des acides aminés. Pour chaque boîte conservée, le 

logiciel donne un ind~ce de confiance ou score. Pour ce logiciel, au plus les scores (variant de 1 à 

9) sont faibles, au plu/3 la certitude de conservation d'un motif est importante. 

Au sein de l'alignerhent MATCH-BOX, 14 régions conservées ont été mises en évidence 

(annexe 1), parmi lesquélles les 4 boîtes sont très conservées (figure 1). Néanmoins, les scores 

obtenus (de 4 à 7) ne. nolis permettent pas de nous baser sur cet alignement. En effet, lors de ce 

travail, le score miniihal retenu pour déterminer un motif comme suffisamment conservé est de 

cinq, score corresponilan} à une probabilité de 5/10 d'obtenir un faux positif (si un score de 7 est 

attribué, il y a une prcllbabi.lité de 7/10 d'utiliser un faux positif). 

Afin d'obtenir un aligneo1ent contenant des motifs de séquences plus significativement identifiés 

comme conservés, l'!i>rigine des séquences de laccase a été restreinte aux organismes les plus 

proches de Scytalidiuin aÎ"'idophilum. 

=I.=l~.2~--~· Ali~gnement des laccases de champignons 

Parmi les 297 séquen~~es ~e départ, 120 séquences de champignons ont été sélectionnées. 
Ces 120 séquences ~ppartiennent à 2 divisions de champignons: les Ascomycètes et les 

Basidiomycètes. 

Les mêmes étapes de traitement des données qu'au point I.1.1 ont été réalisées. 

La première est un PUR'GE (score BLAST ou seuil de 1000) par lequel 35 séquences ont été 

sélectionnées. Ensui1:e, l'alignement CLUSTAL W a permis de retirer 8 séquences ne 

s'accordant pas avec.les boîtes conservées. Enfin, les 27 séquences restantes sont alignées par 
MATCH-BOX (annej~e 2t 

Au sein de cet aligne{nent, 10 boîtes sont déterminées avec des indices de confiance allant de 1 à 

8 (figure 2). Ces rég~ons conservées sont spécifiques des laccases et ne se retrouvent pas dans 

d'autres oxydases Cu. dépendantes. En effet, la comparaison à l'aide du logiciel BLAST P des 
séquences en acides c1,mi11és retrouvées dans ces boîtes avec celles de la banque non-redondante 

de protéines ne met en év1.dence que des séquences de laccases. 

Au départ de l'aligne,ment de la figure 2, deux zones conservées xxxxxxxx seront choisies afin 
1 1 

de définir des amorce~ ol►gonucléotidiques dégénérées. 

Ces amorces seront ufüis~es pour tenter d'amplifier par PCR, au départ de l'ADN génomique de 

S. acidophilum, un fra.gm~nt d'ADN d'un gène de laccase(« autologue »). 
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,' 1 

- les acides aminM : 
- leurs codons :. 

- la dégénérescimc1< : 

T V 

Soit 16 combinaisons nucléotidiques 

différentes pour les a.a."TU". 

Fi2ure 3 . Illustration clu ~hlcul de la dé~énérescence nucléotidique correspondant à 2 aa. 
4 codons code pour la Thiéonine (T): ACA, ACC, ACG et ACT ou ACN (N représente les 4 

nucléotides) 
4 codons code pour fa v ·àline (V): GT A, GTC, GTG et GIT ou GTN (N représente les 4 

nucléotides). 
Il y a donc 4 x 4, 16 p(1ssibilités de séquences de 6 nucléotides codant pour le doublet 

Thréonine-Valine. 

Données confidentielWs 

' ' 
Fi~ure 4. Représentation schématique du i:ène de laccase 

J• 

Les quatre boîtes les plml conservées (carrés noirs) contenant chacune un motif de liaison au 

cuivre sont positionnées $Ur le gène d'après l'alignement. Les distances en acides aminés entre 
' ; 

chaque boîte sont indiquéè s. 



=I.=2~. -~D~ét=e=rmiD~tion de couples d'amorces 

1 

=l.=2~. l~·-~ Cnoix de boîtes conservées 

Plusieurs combinaisdns ~ont, à ce stade, possibles sur base des boîtes les plus conservées 

déterminées au point 1.1.\l (figure 4). Pour le choix de la ou des combinaisons de boîtes, trois 

critères principaux soht pris en compte : 

1. La taille attendue de l ' amplicon 

La taille potentielle de l ' amplicon, attendue avec la paire d' amorces choisie, doit être 

compatible avec un bon r'~ndement PCR. 

2. Le niveau de dégénér<irscence des amorces oligonucléotidiques 

Pour définir une améirce, codant pour une séquence d'acides aminés, la dégénérescence du 

code est prise en cc~mJ'te. L ' amorce dégénérée consiste en un ensemble de séquences 

nucléotidiques différente, codant pour une même séquence d 'acides aminés. Il faut veiller à 

ce que le nombre de séquences nucléotidiques différentes ne soit pas trop important et ne 

dépasse pas le seuil gén~talement accepté de 256 voire 512. En effet, au plus ce nombre sera 

élevé, au moins la conëentration de la séquence de sonde strictement homologue parmi 
l'ensemble des séquencei; possibles sera importante et donc au moins l'hybridation correcte 

de ce primer homolog1lle aura de chance d ' avoir lieu. Afin d ' illustrer le principe de 

dégénérescence et sort calcul, un exemple est repris à la figure 3. 
' 

On veille généralement, 1tn outre, à choisir une amorce où la dégénérescence du côté 3 ' soit 

faible et avec un contenu en G et C élevé, ceci afin d'augmenter les chances d'appariement 

des amorces. 

3. La taille des amorc~ 

., 1 

Une taille de x nucli!oti1des est un compromis pour atteindre une stabilité d'interactions 

suffisante sans augmenter exagérément le taux de dégénérescence. 

IRésultataj : 

a) Le choix de l ' amorte j• et 3 ' dans 2 boîtes conservées trop éloignées a été écarté. 

Par exemple, l'utilisation_ de la combinaison d'amorces, l'une définie dans la boîte x, l' autre dans 

la boîte y donnerait un amplicon trop grand (figure 4), sans tenir compte de la présence 
' ' 

éventuelle d'introns. ~ieules deux combinaisons ont donc été analysées (xxx et yyy). 
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a) Boîte y b) Li~te des ségµences différentes c) « Rétro-tradµction » et dégénérescence 
~b acides aminés retrouvées 

Données confidentielles 

Fi~ure 5. Exemple dujrrOCessus de sélection suivi pour la détermination des amorces 



Données confidentielles 

Figure 6. Définition d'une même amorce pour deux séquences p.tptéiques différentes (par . ' , 

exemple, séquence 5 et 3 de la boîte a). 



b) Le choix d ' amorce:~, l ',une dans la boîte y et l 'autre dans la boîte z a été écartée. 

En effet, parmi les ~~ sl quences protéiques conservées de la boîte y (figure 5) la séquence 

« XXXXXXXX », d<:mt les 6 premiers aa (XXXXXX) ou les 6 derniers aa (XXXXXX) sont 

sélectionnés, nécessiie la définition d 'une amorce dont la dégénérescence est de 1152, soit trop 

élevée. 

De plus, la dégénérei:ce~ice du côté 3 ' de l'amorce est trop importante, ceci pour six des huit 

séquences protéiques differentes que contient la boîte y. 

c) Le choix des bo~tes: conservées pour y définir les amorces 5' et 3 ' c ' est donc porté 

respectivement sur le;1 baltes a et b. 

1.2.2. . Détermination des amorces et couples d ' amorces 5 ' et 3 ' sur base des 

boîtes a. et b 

·, 1 

a) Les séquences protéiqües des boîtes a et b ont été analysées : 

-Pour la boîte a, x séquences protéiques différentes ont été retrouvées (figure 6A). Afin de 

déterminer le nombre minimal d'amorces nucléotidiques codant pour ces 6 séquences 

protéiques, certaines ki'eittre elles (par exemple les séquences 3 et 5 figure 6B) sont définies 

par une même amorâs (figure 6C). Neuf amorces dégénérées (Lac 5 ' .1 à Lac 5 ' .9) ont ainsi 

été déterminées (tableau i A). 

-Pour la boîte b, sept séq~ences protéiques différentes ont été retrouvées (figure 6A), à partir 

desquelles douze amdrcei-i (Lac 3 ' .1 à Lac 3 ' .12) ont été déterminées (tableau 1B). 

Il est à remarquer que la présence de liaisons fortes a été privilégiée aux extrémités 3 ' des 

amorces. 

b) Au départ des 9 artnoi'ces 5 ' (Lac 5 '. l à Lac 5 ' .9) et des 12 amorces 3 ' (Lac 3 ' .l à Lac 

3 ' .12), 118 combinaison·~ théoriques d ' amorces (Lac5 'x-Lac3 ' y) pourraient être testées en 

PCR. Pour diminuer le nf)mbre de PCR, notre choix s'est porté sur les couples d ' amorces 5 ' -

3 ' correspondant à dt s (\ouples de séquences en acides aminés retrouvées dans une même 

séquence de laccase. 

Par exemple, les acides aminés XXXXXX de la boîte a se retrouvent soit avec les acides 

aminés YYYYYY, sôit a\,ec YYYYYY, soit avec YYYYYY, soit avec YYYYYY, soit avec 

YYYYYY ou encore ·avet:: YYYYYY de la boîte b (figure 2). 

En conséquence, l ' amotce nucléotidique Lac5 ' .2 codant pour la séquence XXX XXX 
(Tableau 1, boîte a) s~ira tttilisée en PCR uniquement soit avec l'amorce nucléotidique Lac3 '3 

à 6 codant pour la séciue~ice YYYYYY , soit avec l'amorce nucléotidique Lac3 '7 codant pour 

la séquence YYYYYY, '. .. soit avec l ' amorce nucléotidique Lac3'8 codant pour la séquence 

YYYYYY, soit ave~ J' amorce nucléotidique Lac3 ' 9 ou 10 codant pour la séquence 

YYYYYY, soit avec i'an'torce nucléotidique Lac3 ' 11 codant pour la séquence YYYYYY ou 

encore avec l ' amorce nuidéotidique Lac3 ' 12 codant pour la séquence YYYYYY. L 'amorce 

Lac5'2 ne sera pas utilisé~ en combinaison avec les amorces Lac3 ' 1 et Lac3 ' 2. 
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Tableau 1 : DéterminatjQn des amorces pour les boîtes a et b. 

A) Boîte a Amorces 5' . 

Séquences protéiques et Amorces Dégénéressence. 
correspondftntes. 

Données êontitientielles 
1 '. 

lac5' .1 , ', 128 
1 

2 
Lac5'2 1 192 ' 

' lacS' .3 96 

3 
1 

lac5' .4 64 
lac5' .5 32 
lac5'.6 32 
lac5'.7 1 6 

, 

4 : 

lac5'.8 128 
' lac5' .9 32 

Première colonne : Numéro des séquences protéiques et nom des amorces 5' : Lac5' 1 à Lac 5' 

9. 

Deuxième colonne : Sé(iuence en acide aminés (en gras) et séquence(s) nucléotidique(s) 

correspondante( s). 

Troisième colonne indiqtle la dégénérescence de chaque amorce. 



B) Boîte 2 . Amorces 3 ' . 

Séquences protéiques et Amorces Dégénérescenc;.. 
correspondantes. 1 

' 
Données confidentielles ' 

1 
r 

lac3'.1 ~:55 
lac3' .2 ;'28 

" 

" 2 
lac3'.3 ~l56 
lac3'.4 128 
lac3'.5 128 
lac3'.6 ,6 4 

3 
.. 
,1 

lac3'.7 1'28 

4 l, 

lac3' .8 '~4 
;! 

' 
5 ,, 

lac3'.9 256 
lac3'.1 C 1'28 

1 

6 ') 

lac3' .11 3'55 
; 

'-
7 :• 

•', 

lac3' .121 f2 8 

Première colonne: Nom des amorces 5' : Lac3 ' 1 à Lac 3 ' 12. 

Deuxième colonne : Séquence en acide aminés (en gras) et séquence(s) nucléotidique(s) 

correspondante( s). 

Troisième colonne :Indique la dégénérescence de chaque amorce. 



Tableau 2: Combinaisoni:d'amorces en vue des PCR, déterminées sur base des combinaisons 

de séquences protéiques Jes boîtes a et b (cfr.texte). 

no PCR Amort.e 5': no et sequence. Amorce 3': no et séquence 

1 DonnéAs confidentielles Données confidentielles 
2 1 

3 
4 
5 
6 

7 

8 
9 

1 0 

11 
1 ,, 

12 ; 

• 
13 
14 
15 
16 

17 

18 

19 
20 

21 

; 
; 

22 

23 

24 

25 
) 
,1 

26 : 1 

27 

28 1 

29 
i 



N°PCR Combinaisons des amorces. Taille (pb) Température Coilicentration Reproductibilité. 
5' 3' des amplicons. d'hybridation. estimée (ng). 

1 

1 2 lac5' .2 lac3 ' .12 X 42-40 < 100 confirmé 
y 40 ; < 100 confirmé 

i 

13 lac5' .3 lac3' .3 y 40 ' < 100 

14 lac5' .3 lac3 '.4 w 45 < 100 

15 lac5'.3 lac3 '.5 w 49-45 
.. 

700 •' 

' 

16 lac5' .3 lac3'.6 z 45-42-40 ; 200, 200, 200 confirmé 
w 49-45-42 ;1000, 300, 200 

' 

17 lac5 '.3 lac3' .7 X (*) 45-42 ' 400, 400 
y (*) 45-42 200, 200 ,. 

w 49-45-42 300, 300, 300 
1 

20 lac5 '.3 lac3 '.9 w 49 800 confirmé 

22 lac5' .3 lac3 ' .12 X 42 < 100 

23 lac5'.4 lac3'. 12 X 42 < 100 confirmé 
w 45 < 100 

1 

24 lac5' .5 lac3 '.12 X (*) 45 200 
w 42 300 

Tableau 3 : Résultats des PCR à gradient de température 

Quatre tailles d 'amplification sont retrouvées. Ces amplicons ont les tailles ~:uivantes : 140, 400, 850 et 

1600 pb. Par paires d ' amorces, 1, 2 ou 3 ampicons sont présents. 

(*) = amplicon apparu lors des PCR visant à tester la reproductibilité de la n1éthode (cfr.texte) ·, 

Données confidentielles 

Figure 7: Résultats illustratifs des PCR à gradient de température 

Nous présentons les PCR n° 12, n°16, n°17 et 0°20. Les tailles observées d~;s amplicons ainsi que les ,, . 

conditions de réaction pour chaque PCR sont détaillées dans le tableau 3. Le.marqueur de taille utilisé 



De cette manière 29 des l 18 combinaisons d'amorces possibles ont été retenues (tableau 2) et 

seront par la suite testées· en PCR. 

1.3. PCR à a:rµdient de température 

Les réactions PCR pour i,\ oler un fragment d' un gène de laccase de l'ADN génomique ont été 

réalisées avec les am6rce~ dégénérées 5' et 3' définies au point 1.2.2. 

L'utilisation d 'amor,:es .dégénérées implique que, par amorce, il y a un grand nombre de 

séquences différentes· av~c, pour chacune, une température d'hybridation spécifique. 

L'utilisation d'un api>arèll PCR réalisant un gradient discontinu de température a permis de 

tester 6 température~ d'hybridation différentes par paire d'amorces afin de déterminer la 
température adéquate à l'i mplification d'un fragment d'ADN. 

Le gradient compreüd ~ix températures comprises entre 40 et 60°C et les PCR ont été 

réalisées sur l 'ADN Î~ént,mique de S. acidophilum préparé comme décrit au point IV .1 du 

Matériel et Méthodes, 

Les 29 combinaisons· d'amorces définies précédemment ont été testées aux six températures 

du gradient, soit 198 t'éactions PCR (Matériel et Méthodes, point IV.2). 

Ces 174 PCR ont été ré&tisées dans les mêmes conditions et avec un contrôle négatif ( sans 
ADN pour les six terripérlttures). 

La taille attendue de l 'ampli con supposé sans intron est, sur base de l' alignement, de x pb. 

. i 

Les produits PCR ont ét~ analysés sur gel d'agarose (Matériel et Méthodes, point IV.3). Les 

résultats obtenus sont représentés dans le tableau 3 et illustrés par quelques produits PCR 
(figure 7). 

Seules 10 des 29 combihaisons d' amorces réalisées ont abouti à la formation de produits 
d'amplification. Ces j.mplicons ont les tailles suivantes : x, y, z et w pb. 
Par paires d'amorces, 1, 1 ou 3 amplicons sont présents. 

Afin de tester la repioductibilité de la méthode, les PCR avec les combinaisons d'amorces 
ayant abouti à un produit d'amplification ont été reproduites. 

La méthode s'avère i,eu .reproductible puisque seuls 5 amplicons sur 16 ont été confirmés et 

de nouveaux amplicdns :lliont apparus. Néanmoins, plusieurs amplicons ont pu être obtenus 

dont un possédant u~1e mille (x pb) correspondant à la taille attendue pour le fragment de 
laccase supposé sans intrdn (figure 7). 
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Amplicon de x ph. Amplicon de y ph. Amplicon de w ph. 

pAG 1 pAG 2 et 3 pAG 4 et 5 

Données confidentielWs 

Fi~ure 8. Analyse de restrktion des plasmides pAG 1, 2, 3, 4, 5 



1.4. Clonage des amplicons 

=I.~4-~l~. __ Cl;~nage des fragments de x, y, z et w pb 

Le clonage a été réali!}é à partir des amplicons issus des PCR. 

Nous avons choisi, p~rmi les amplicons à cloner, ceux qui avaient des tailles différentes (et 

dans chaque catégorie~ c~lui qui avait donné lieu à la meilleure amplification) ainsi que ceux 

qui, bien que de même ta!He, ont été obtenus avec des couples d'amorces distincts. 

Les amplicons ont été clcmés dans le pGEM-T easy (Matériel et Méthodes, point II.2.2). 

Les produits PCR sont f~urifiés sur gel d ' agarose et «ligués» dans le pGEM-T easy. Le 

mélange de ligation a ser:vi à la transformation de la souche DHlOB d ' E. coli. Le mélange de 

transformation a été étal( sur milieu solide additionné d'ampicilline, de Xgal et d'IPTG. Pour 
1 . 

chaque transformation, ,tes colonies blanches ont servi à ensemencer 5 ml de LB liquide 

additionné d'ampiciUtne.; Au départ de ces petites cultures, l 'ADN plasmidique a été préparé 

(Matériel et Méthode~:, pàint IV.9). 

Des clones contenant un _plasmide recombinant avec un insert de x, y et w pb ont été obtenus 

(figure 8). 

-Pour les amplicons de x pb, un seul produit PCR (PCR n°12) a pu être cloné sur les 2 

amplicons tentés (PGR ~0 12 et 23), soit le plasmide pAG 1. 

-Pour les amplicons de y pb, deux produits PCR ont pu être clonés (PCR n° 12 et 17), soit les 

plasmides pAG 2 et 3:: 

-Pour les amplicons de i pb, deux produits PCR ont pu être clonés (PCR n° 16 et 17), soit les 

plasmides pAG 4 et 5i 
-Pour l'insert de z pb, a~1cun clone recombinant n'a pu être trouvé, ce qui pourrait résulter 

d'une toxicité de l'insert pour les cellules d'E. coli. 

=I.~4=.2=·-- Analyse des séquences des amplicons de x, y et w pb 

L'ADN des plasmideh pAG 1, 2, 3, 4, 5 contenant respectivement les inserts de x, y et w pb a 

été soumis à une réacHon: de séquençage (Matériel et Méthodes, point IV.10). 

Ces séquences ont été analysées avec les résultats suivants. 

I.4.2.1 

Les séquences des aniplid ons de y pb clonés dans le plasmide pAG 2 et 3 sont différentes. 

L ' amorce 5' est retrouvée en amont et en aval de cet ampli con dans les deux cas. Les 

séquences des amplicons ont, par la suite, été soumises au logiciel BLAST X qui traduit les 
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Fi ~ure 9. Caractérisati?n (le l ' ampli con de x pb 

Analyse de séquence (A) ~t recherche d'homologie (B). 

Données confidentieW~s 

A. Séquence nucléotidi..g!J:e et protéique déduites de l'amplicon de 140 pb 

Données confidentiellt•s 

b) Identification d'un i!Qllolo~ue (72%) et identitique (62%)à l 'amplicon de x ph 



séquences dans leurs siit phases de lecture et les comparent directement à la banque de 

données protéiques nôn-~:èdondante. 
Aucun des deux amplicèlns de y pb issus des PCR 12 etl 7 ne présentent d'homologie avec 

une protéine connue. 

I.4.2.2 

Les séquences des an1pli~ons de w pb clonés dans les plasmides pAG 4 et 5 sont identiques. 

Comme pour le point 1.4}.l, seule l'amorce 5' a été retrouvée de part et d'autre de l'insert. 

Une recherche d'hombloiiue de séquence avec le logiciel BLAST X ne permet pas d 'identifier 
de protéine connue. 

I.4.2.3 
Pour l'amplicon de x pb cloné dans le pAG 1, les amorces 5' et 3 ' sont retrouvées de part et 
d'autre de l 'insert. Un pl~ptide de 48 a.a. a été déduit de cette séquence. La comparaison de 

cette séquence protéigue _par le logiciel BLAST P à la banque de séquences protéiques non­

redondante met en évide1ke une homologie de 72% et une identité de 62% avec la laccase de 

XXX (figure 9 A et B). ,. 
La présence d'intron ~st ~,lependant permise. En effet, chez un certain nombre de champignons 

dont Aspergillus , Boiryo,linia et Polyporus, un intron est présent entre les deux premiers sites 

de liaison au cuivre (boîtf a et'b, dont les séquences nucléotidiques (NCBI) ont été analysées), ., 
à partir desquels les amqrces ont été déterminées. Par contre, pour une espèce proche de S. 

acidophilum , Scytalidlum thermophilum, aucun intron n 'apparaît entre ces deux sites 

(Brevet :US 5750388)1
, 

I.4.3. En.conclusion =-'-=-'---== 

Nous disposons donà d';lm fragment d'ADN génomique amplifié par PCR présentant une 
. :.! 

taille de x pb. Cette Htilli: correspond à la taille théorique entre les boîtes conservées a et b à 

partir desquelles les aµi01; ces ont été définies. 

En outre, la traductic\n de cette séquence permet l'obtention d 'un peptide présentant 72% 
!• 

d'homologie et 62% d'id,~ntité avec la laccase de XXX. 

Ce fragment témoigne di~ l'existence d'un gène de laccase chez S. acidophilum et sera donc 

utilisé comme sonde autd{ogue pour cribler la banque d'ADN génomique de S. acidophilum. 

1 
1 European patent office ; http: '. lep.espacenet.com/espacenet/ep/en/lévell .htm 
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Figure 10. Southem-blot rialisé sur l 'ADN ~énomique de S. acidophilum. 

ADN génomique restriûnt par : 

Piste 1 = EcoRI 
Piste 2 = Hindlll 

Piste 3 = Xbal 

Piste 4 = Xhol 

C+ 

C+ = contrôle positif jpla•~mide pAG 1 restreint par Eco RI contenant l'insert de 140 pb) 

M = Marqueur de taille (Hyperladder). 



II. Utilisation ;~e la sonde de laccase chez S. acidophilum 

11.1. Southc~rn<l>Iot 

Afin de confirmer l'exisfence d ' un gène de laccase chez S. acidophilum, un Southem-blot a , . 

été réalisé avec, pour ·sontde, l ' ampli con de x pb marqué. 

11.1.1. 

Sur base de la séque111Ce (ibtenue à partir du plasmide pAG 1, des oligonucléotides spécifiques 

« LacS 5 ' » et « Lac~ 3 ' >> ont été définis. Ces oligonucléotides codent respectivement pour 
. ~ 

les séquences protéiqües !,< XXXXXX» de la boîte a et « YYYYYY » de la boîte b 

Ces amorces spécifiques ont permis d ' amplifier le fragment de x pb du gène de laccase au 

départ du pAG 1. La séquence des oligonucléotides ainsi que les conditions d ' amplification 

PCR sont décrites au _poiht IV.2. du Matériel et Méthodes. Le fragment de x pb a été purifié 

par électrophorèse prl:pa(ative et a servi de matrice dans une réaction de marquage au [ a-32P]­

dCTP par amorces aléati \ires (Matériel et Méthodes, point IV .11 .5). La sonde « Lac » a été 

obtenue. 

Il.1.2. •-H~bridation en Southem-blot de la sonde sur l' ADN génomique de S. 
acidophilum 

De l 'ADN génomique dJ S. acidophilum a été préparé et digéré par différentes enzymes de ., 
restriction ne coupant pa;,: la séquence de la sonde. Un contrôle positif a été réalisé en utilisant 

le plasmide pAG 1 r~ trdnt par EcoRI. Un Southem-blot a été réalisé (Matériel et Méthodes, 

point IV.11). 

L 'autoradiographie pi•ése.htée à la figure 10 révèle que la sonde s ' hybride fortement à l 'ADN 

de S. acidophilum a~ nii:eau d'une bande unique, permettant de confirmer la validité de la 

sonde ainsi que la pré~en/1e d 'un gène de laccase dans le génome de S. acidophilum. 

11.2. Descrip.D~ et validité de la banque 

La banque génomiqile ,-hilisée a été établie au laboratoire (I.Housen). Cette banque est 

constituée d ' inserts dè 3 à 6 kb obtenus par restriction partielle Sau3A de l' ADN génomique 

de S. acidophilum. Ct:s fi ·agments ont été clonés au site BamHI du vecteur pUC 19 (Matériel 

et Méthodes, point 11.l .2) et transformés dans la souche DHl Ob d ' E. coli. 

La qualité de la banque a ,'été vérifiée par restriction EcaRI-Hindlll sur les plasmides issus de 

24 transformants. Le 1au~ de recombinants est de 60% et la diversité testée sur 24 clones est 

de 100 % (résultats ncm nlontrés). 
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11.3. Cribll~ge.de la banque d'ADN génomique 

L'objectif est d'isole(de~ candidats positifs de la banque par un criblage de celle-ci au moyen 

de la sonde nucléotÎdiqt1e marquée autologue (Lac). Ce criblage est réalisé en plusieurs 

étapes. Les colonies i&en~fiées comme positives après un premier étalement sont ré-étalées et 
1 

re-sondées. Eventuellem,· nt, une troisième étape similaire de purification clonale pourra être 

réalisée. 

II.3.1. . Pr~ière tentative de clona~e 

II.3.1.1. Criblage proprement dit 

Les clones de la ba,ti.que ont été étalés sur milieu solide LB ampicilline à une densité 

d'environ 104 clones par hoîte de Pétri (14 cm de diamètre). Les colonies de dix boîtes ont été 

répliquées sur filtre i1e llylon, lysées et hybridées avec la sonde Lac. Les membranes ont 

ensuite été lavées, sdumi~es à une autoradiographie et révélées (Matériel et Méthodes, point 

IV.13). 

Deux signaux ou « stiots » ressortant du bruit de fond ont été identifiés. Pour chacun de ces 
deux spots (figure 11), . 5 clones ont été identifiés et soumis à un deuxième crible de . ' / 

validation. À cette firt, let;; clones ont été prélevés individuellement ( colonies 4.1 à 4.5 (boîte 
4) et 8.1 à 8.5 (boîte 8)) , et mis en suspension dans 200 µI de LB liquide 15 % glycérol. En 

suite, 100 µl sont sto,~ké( à - 80°C, les 100 µl restants sont soumis à des dilutions 104 et 10-5 

et étalés sur milieu stjliqe additionné d'ampicilline. Au total, 20 boîtes sont ainsi obtenues. 

Parmi ces 20 boîtes (10 bilîtes de dilution 104 et 10 autres boîtes de dilution 10-5), 1 boîte pour 
chaque clone a été re1emle en vertu de la densité adéquate de colonies, soit 10 boîtes au total. 

Pour chaque boîte, les mêmes étapes que celles réalisées lors du premier étalement ont été 

effectuées. 

Un grand nombre de J:pots a été mis en évidence (figure 12). 
Une observation intri i'ganfo est que la grande majorité des boîtes présente des spots, alors que 

normalement, une seule îles cinq colonies prélevées devait être à l'origine du spot initial lors 
du premier crible et donc ne donner lieu qu'à une seule boîte positive. Au départ des résultats 

d'autoradiographie, 24 clones ont été sélectionnés sur base de l'intensité du spot, de l'exacte 

correspondance du spot ~vec une colonie ainsi que sur base du caractère isolé de celle-ci. Ces 
24 clones ont été remis erl suspension dans 200µ1 de LB 15% glycérol et conservés à -80°C. 
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Figure 11. Résultats dÙ-nr_~.mier étalement après criblage au moyen de la sonde Lac 

Exemple de spots conJidéfés comme positifs lors du premier étalement 

(boîte n°4 avec un des deux candidats sélectionnés sur un total de 10 boîtes). 



Fi~ure 12 : Résultats du d~;uxième étalement après crible 
Autoradiographies de 6 de~ 10 filtres obtenus au départ des 10 boîtes sur 

lesquelles les 10 candidats du premier crible ont été ré-étalés. 



Clones: 10 11 16 12 13 ~~ pUC 19 vide 
N-R R N-R R N-R R N-R R N-R R N-.t ~ N-R R 

Figure 13: Profil d 'électrophorèse en ~el d ' a~arose 1 % des clones blAncs criblés lors du 
,, 

deuxième étalement 

Les plasmides sont issus d ' une midi-préparation d'ADN plasmidique de~, différentes colonies 

blanches révélées par le crible du deuxième étalement, les formes noti-restreintes (N-R) et 

restreintes par le couple d ' enzymes de restriction EcoRI - Xba I (R) ~i:mfreprésentés sur les 
1 

photos. · 

Le vecteur vide a aussi été restreint et donne 2 fragments , un premier.de 2700 pb et un 

deuxième de 25 pb non-détecté dans le profil de restriction. 



1 

II.3.1.1.. Caractérisation des 24 clones criblés lors du deuxième étalement 

Les 24 clones issus d11 criblage final ont été ré-étalés sur milieu solide LB, ampicilline, IPfG, 
' ' 

Xgal, afin d' isoler le:; clrines et d ' éliminer, par test blanc bleu (Matériel et Méthodes, point 

IV.7), d'éventuels faux ,positifs correspondant à des plasmides vides. Rappelons en effet 
1 • 

qu'environ 30 % de 1i1 bdnque consiste en des colonies avec plasmides sans insert (cfr. point 

II.2). 

Les résultats suivants ont été obtenus: 

- 18 des 24 clones ~pp~lraissent colorés en bleu et sont effectivement des colonies avec 

plasmides sans 

insert. 

- Quatre clones (n°1:0,1'-, 13 et 24) ré-étalés apparaissent colorées en blanc, preuve de la 

présence d' un 

insert. ., 
- Deux clones (n°1 l et 16.) exposent un mélange de colonies blanches et bleues, preuve d' un 

mélange lors de la rlpfütue, ou lors du prélèvement. 

! 

Des préparations d'ADN ont été réalisées sur ces différents clones 

A partir d ' une colonje P.f)llf chacun des 24 clones isolés sur boîte, des minicultures ont été 

réalisées et l 'ADN pla~midique a été purifié. L ' ADN plasmidique a été restreint par les 

enzymes EcoRI - Xb~z I (résultats non-montrés). Au départ des 18 clones bleus, aucun insert 

n'a été mis en évidence, comme attendu. La restriction de l 'ADN issu des 6 clones blancs a 

mis en évidence la ptéseHce d' inserts. Des midi-préparations d'ADN plasmidique ont ensuite 

été réal isées pour chacud des 6 clones. Ces préparations ont été restreintes par les enzymes 

EcoRI - Xba I (figure13) Parmi les 6 clones blancs, 4 profils de restriction différents ont été 

caractérisés. Les clonks 10 et 11 présentent les mêmes profils ainsi que les clones 12 et 13. La 

taille des inserts varie entre 2 et 5 kb et est en accord avec la taille des inserts de la banque. 

11.3. l ."J. Recherche du gène de laccase au sein des plasmides recombinants 

Afin de détecter la prilsedce d 'un gène de laccase parmi les 6 clones isolés du deuxième crible 

de la banque, deux appro,~hes ont été utilisées. D'une part par un séquençage réalisé au moyen 

d'amorces universellés v'ènant s' hybrider chaque côté du site multiple de clonage du vecteur 

de la banque et d ' au~re J' art, une hybridation de la sonde Lac sur les plasmides avec insert 

selon la méthode utilfaée pour le Southern blot (Matériel et Méthodes, point IV. 11 et 12). 
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Les résultats suivants ont été obtenus : 
1 

-Aucune des séquences l/Jordant les 6 inserts ne retrouve d'homologues de laccase lors de la 

soumission de la séquence au programme BLAST X. 

-Aucune hybridation significative (en regard du contrôle positif) n'est apparue au niveau des 
' . 

inserts (figure 14). c'ep~ndant le bruit de fond n'est pas négligeable et plus particulièrement, 

le pUC 19 présente une certaine affinité pour la sonde. 

Il apparaît donc qu 'auc_un des clones isolés lors du deuxième étalement ne contient de 

plasmides porteur de gèn~ de laccase, ce qui laisse à penser que nous avons en fait détecté des 

faux positifs lors du deu~ième étalement. L'étape du deuxième crible a été répétée au départ 

des stocks des 24 clbne~ isolés du premier étalement. Aucun signal n'a, dans ce cas, été 
1 

observé (résultats non ~x:mtrés). Il semble donc que les deux signaux du premier étalement 

n'aient, eux aussi , été que des faux positifs. Les raisons de ces résultats décevants demeurent 

incertaines. 

Le criblage de la ba~_qu~ a été recommencé dans son entièreté avec quelques modifications 
visant à optimiser la méthode. La première optimisation est l'utilisation du test « blanc bleu » 

lors des étalements s~cce~sifs de façon à détecter aussitôt d'éventuels faux positifs. 

La deuxième optimisùtion consiste en la réalisation d 'un troisième étalement et détection afin 

de confirmer les sigrniux tlpparus lors du deuxième étalement et de cribler de façon plus stricte 

les colonies positives. 

La dernière optimisaiioll;,'.a consisté en l ' augmentation de la« stringence » parla réalisation 

d'un troisième lavade (SSC 0,2 X et SDS 0,1 %) des membranes après hybridation de la 
sonde. 

II.3.2. ·Deuxième tentative de clona~e 

Il.3.2.]. Criblage proprement dit 

a) La première étape ile cette nouvelle tentative de clonage est un nouveau crible de la banque 
1 

(réalisé sur 10 boîtes LB Amp, IPTG, Xgal pour le test blanc bleu)(Matériel et méthode, point 

IV.7). Celui-ci a penùis W obtenir des spots d' intensité plus significative que lors du premier 

criblage de la banque _(pofnt II.3.1.1). 

Les spots correspond.ant~ généralement à des zones de la boîte mère occupée par plusieurs 
clones, il existe la po~sibilité de retrouver parmi eux des faux positifs (nommés faux positifs I 
décrivant les cloni~s ·de coloration bleue auxquels correspondent des spots en 

autoradiographie). N~anmoins, pour les spots de forte intensité sélectionnés pour le deuxième 

étalement, des colon~es blanches ont été retrouvées, parmi les colonies présentes, sur les 
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Crible sur l' étalement de la banque 

Prélèvement d'une zone qui sera examinée en deuxième étape 
après ré-étalement 

Deuxième étape du crible 

Prélèvement des colonies isolées examinée en troisième éta e du cril 

Troisième étape 

Figure 15 : Schéma rél~ap~tulatif de la deuxième tentative de criblage 

Exemple illustrant les troi~ étapes cuccessives pour cribler un clone positif de la banque de 

départ (détails dans le texte). 

Faux positif I (Fpl) = Î5igrial de forte intensité correspondant à une colonie bleue. 

Faux positif II (Fp2) = signal de forte intensité ne correspondant à aucune colonie. 

Positif faible (Pf) = si1inal de faible intensité correspondant sur la boîte à une colonie blanche. 



' 1 

boîtes mères dans la fom>- correspondante. 11 zones « positives » ont été prélevées au moyen 

de « tips » stériles en vue de la deuxième étape du criblage. 

b) La deuxième étape du criblage a mis en évidence plusieurs spots. Parmi ces spots, des faux 

positifs I apparaissent . 9 candidats positifs ont été sélectionnés ainsi que deux faux positifs I 

lesquels sont destinés à s; rvir de contrôle négatif. 

c) Une troisième étape du criblage a été réalisée sur ces 11 clones. Les résultats suivants ont 

été obtenus. 

Pour les deux contrôl
1
es qégatifs, des spots de faible intensité sont observés ainsi que pour les 

clones positifs de la deu)oième étape. Parmi ceux-ci, des faux positifs sont retrouvés, comme 

précédemment, soit qu ' ils ne correspondent à aucune colonie (nommés faux positifs II), soit 

qu' ils correspondent il une colonie bleue (faux positifs I). 

Un exemple explicatif es1 repris à la figure 15. 

II.3.2.1.. Caractérisation des candidats 

. 
Pour déterminer la présence de gène de laccase parmi les colonies blanches correspondant à 

des spots, 7 candidats on1, été sélectionnés (selon les mêmes critères qu 'au point II.3.1.1) ainsi 

qu'une colonie bleue .ser~ant de contrôle négatif. Un test d' hybridation diagnostique avec la 
' sonde Lac a été réali·sé ~ur l 'ADN extrait de 7 clones positifs (Matériel et Méthodes, point 

IV.12). Après minicultur:e, l'ADN plasmidique de ces candidats a été préparé et restreint par 

EcoRI -Xba I. Après_ migration sur gel d 'agarose et transfert sur membrane, les ADN ont été 

hybridés avec la sond~ Lac. 
Les résultats sont pré~entés à la figure 16. Aucune piste ne révèle d' hybridation ; les candidats 

ne correspondent done pas à la sonde spécifique. 

II.3.3. J:.qoclusions d' ensemble des deux tentatives de clona~e 

Au cours des deux tentatives de clonage, les candidats identifiés par hybridation sur colonies 

avec la sonde Lac · s ' avèrent êtres des faux positifs. Les signaux d ' hybridation en 

autoradiographie ne c~orrèspondent à aucune colonie ou à une colonie avec un plasmide sans 

insert (ce que le test i)lanc bleu permet de vérifier) ou avec un insert non-homologue. Le test 

« blanc bleu » utilisé lor •. du deuxième criblage a effectivement permis d ' identifier un grand 

nombre de faux positifs. Toutefois, il demeure qu 'aucun des signaux positifs ne révèle de 

plasmides porteurs de gène de laccase. La matrice utilisée pourrait être la cible de cette 

hybridation non spécitiqoe. 

Les modifications adbpt~es au criblage lors de la deuxième tentative de clonage n 'ont pas 

permis de résoudre ce prà blème. 
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Pistes: 

Figure 16 : Hybridation de la sonde Lac sur les plasmides restreints, obtenus lors de la troisième 
étape de la d~uxi,ême tentative de clonage 

Piste 1 = Plasmide sans insei t servant de contrôle négatif 

Piste 2 à 8 = Positifs faibles 
Piste 9 = Hyper leadder · 

Piste 10 = pAG 1 utilisé fomme contrôle positif 



' •, >! ------------~ 

1__--===:::::::::::C:::::::O===NC:::::::L.\TSION GENERALE ET DISCUSSION 
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Le clonage de gène ~le Ii1ccase de Scytalidium acidopilum (champignon extrémophile) a été 

entrepris. Une banque\ d ' · DN génomique de ce champignon a été utilisée pour le clonage par 
1 

sondage nucléotidique. S~r base d 'alignement de séquences de laccases, nous avons cherché à 

définir des amorces sµsc t ptibles d ' amplifier un fragment d 'ADN propre au gène résident de 

S. acidophilum afin dt! l ' tltiliser comme sonde autologue. 

Les résultats obtenus par les méthodes d'alignements de séquences protéiques de laccase ont 

permis les observatio11s sl,üvantes: 

" 
- une approche globale <1ui utilise les séquences de laccases de différents embranchements 

d'organismes, majoritail1:!ment de plantes supérieures et de champignons, ne permet pas de 

mettre en évidence d~s r!égions suffisamment conservées pour être utilisées comme point de 

départ à la déterminhtion d ' amorces nucléotidiques. Cette constatation peut avoir un lien 

direct avec les div.ergi,\nces entre ces oxydases chez les plantes supérieures et les 

champignons. 

- une l ' alignement ré~:i.lis~1 exclusivement sur les laccases de champignons permet la 

détermination de 10 boîti~s dont 4 sont fortement conservées. Ces 4 boîtes correspondent aux 

quatre sites de Iiaiiion au cuivre de l ' enzyme. Elles peuvent être utilisées pour la 

détermination d'amorces hucléotidiques spécifiques aux laccases de champignons. 

La boîte « a » a été c~1oi~e pour définir 9 amorces 5 ' (Lac 5 ' .1 à 9). La boîte b correspondant 

a été choisie pour définir 12 amorces 3 ' (Lac 3 ' .l à 12). Le choix des couples d 'amorces 

nucléotidiques 5 ' -3 ' : en . vue d 'une amplification PCR a été déterminé par les paires de 

séquences en acides ùmi~és présentes au sein d ' une même séquence de laccase. 29 couples 

ont ainsi été sélectionn( s. Ces 29 couples d ' amorces pourraient trouver des applications 

futures pour cloner un fragment de laccase au départ de I 'ADN génomique d ' autres 

champignons. 

La réalisation de PCR e~ gradient de température s 'est avérée efficace pour la recherche du 

couple d 'amorces du ê~hafüpignon étudié. 

Un amplicon de x pb; co{respondant à la taille théorique sans intron du fragment de laccase, a 

été obtenu. Sur base ;ie 1~ séquence de ce fragment, un peptide de 49 a.a. a été déduit lequel 

présente 62% d'iderltitê et 76% de similarité avec une laccase de XXXX. Ce fragment 

correspond donc à un_fra~ment d 'ADN d'un gène de laccase dont la présence est ainsi attestée 

dans le génome de S. ;1.cidopilum. 

Aucun intron n ' a été m(~ en évidence entre les boîtes a et b chez S. acidopilum, la même 

absence se retrouve chez ;S, thermophilum appartenant au même genre. 

L 'obtention d ' un frai:meht de gène de laccase prouve la validité de la méthode utilisée, et 

appuie la généralisation de l'utilisation des amorces à d' autres champignons. 
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Ce fragment de x pb d 'ün gène de laccase a été utilisé comme sonde ( « sonde Lac ») pour 

réaliser un Southem-hlot sur de !'ADN génomique de S. acidopilum et ensuite pour cribler la 

banque d'ADN génorniqlte du champignon. 

La réalisation du SoutheJn-blot a permis de confirmer la présence d'un gène de laccase chez 

ce champignon et d~ p~ciser que ce gène n'est présent qu ' en une seule copie pour cette 

souche. De plus, la sonde .utilisée a été confirmée comme autologue à l'ADN génomique de S. 

acidopilum et donc poténtiellement fonctionnelle pour le criblage de la banque d 'ADN 

génomique de ce champiJinon. 

Néanmoins, le cribla~e d,~ la banque d'ADN génomique s'est, quant a lui, avéré être un échec. 

La première tentative:de ,'Clonage d 'un gène de laccase au départ de la banque s'est déroulé en 
deux étapes. Un pre~niet· crible qui a permis d'isoler deux clones positifs et un deuxième 

crible qui a mis en évidence 24 clones s ' hybridant avec la sonde. La caractérisation des 
plasmides (pAG) de :ces clones a mené à l'observation, soit de l ' absence d'insert, soit de 

clones possédant un inst!,rt sans homologie avec le gène ou partie du gène de laccase. Cette 

conclusion ressort du séquençage des extrémités des inserts et du test d ' hybridation de la 
sonde Lac sur les plasmides purifiés et restreints. L'explication de cet échec peut être dü à des 

problèmes d'isolemcmt · des clones, du contrôle de la stringence et d ' hybridation non­

spécifiques. 

Un deuxième essai a été réalisé moyennant les modifications suivantes : 

- les colonies sont étaléeÀ sur milieux Xgal-IPTG afin de déterminer directement la présence 
d'inserts et donc d'éliminer de futurs faux positif. 

- après hybridation av~c la sonde Lac, les membranes sont soumises à un lavage 
supplémentaire (SSC 0,2 K et SDS 0,1 %), plus« stringent » qu'au premier criblage. 
- après la première émpe. du criblage, les colonies s'hybridant avec la sonde ont été purifiées 

' ~·· 
par deux cribles succèssif ~ (deuxième crible et troisième crible). 

Les signaux ou «spots» obtenus en autoradiographie sont intenses à la première et deuxième 
étape de ce criblage. CetJendant, à la deuxième étape, certains d' entre eux se sont révélés 

1 

comme faux positifs ne t orrespondant sur la boîte mère à aucune colonie ou à une colonie 

bleue (c 'est-à-dire avec i:!n plasmide sans insert). Ce problème de faux positifs se répète à la 

troisième étape et en '()Ufre, l ' intensité des spots positifs est très atténuée. Aucun fragment de 

laccase n'a été mis en évidence par hybridation de la sonde Lac sur plasmides purifiés. 

En conclusion, le proÎ>lème majeur des deux essais de clonage par criblages serait donc lié à la 

faible taille de la sonde qui induirait des hybridations non spécifiques ou autres interférences 

avec les différents type( d'ADN des colonies. Une solution pourrait être la détermination 

d'une sonde de plus i rande taille (c 'est-à-dire couvrant une région ou diverses régions ayant 
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ensemble une taille nucHfotidique plus grande), permettant une hybridation plus spécifique. 

Les alignements réalisés n'offrent pas cette possibilité car les séquences alignées présentent 
' trop de divergence. Une f1iminution de la diversité de séquences à aligner serait nécessaire et 

pour cela il faudrait s' adt'esser à des champignons « phylogénétiquement » plus proche de S. 

acidophilum. 
Une autre approche -à tenter, consisterait à n'utiliser qu'une seule séquence de laccase 

retrouvée chez un chan>pignon proche de S. acidophilum afin de déterminer une sonde 

hétérologue de taille .plm1 conséquente et la tester, préalablement au crible de la banque, sur 

I 'ADN génomique du chàmpignon par « Southern blot ». 
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J,_MATERIEL ET METHODES 
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1 I. Milieux de ~ulture et antibiotigues 

I. 1. Milieu.L..kia Bertani (LB) 

a. LB liquide : 

-hydrolysat de caséinf\ (p"'ptone) 1 % 

-NaCl 0,5% 

-Yeast extract 0,5% 

b. LB solide : 

Ajouter de l'agar 1,5% 

Après préparation dés nfüieux, ceux-ci sont autoclavés 20min. à 120°C. 

1.2. Milieu_s_ô,c 

- Y east extract 

- Peptone 

- KCL 

- NaCI 

- MgC12 

- MgSO4 

- Glucose 

' 

0.5% 

2% 

2.5mM 

l0mM 

l0mM 

l0mM 

20mM' 

Après préparation des ~ ilieux. ceux-ci sont autoclavés 20min. à 120°C. 

1.3. Milieu' poor Scytalidium acidophilum 

Composition de base poui- li de milieu: 

- Solution de sels : 

H2SO4 10N 

KOH 

NaOH 

FeCl3 

MgCO3 

NH4OH 32% (320g/D 

100 ml 

2,5 g 

2g 

0,1 g 

25 g 

5ml 
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H3PO4 3,3 ml 

*Solution d'éléments en lraces 2 ml 

-Ajuster la solution de sels à pH 2 avec du NaOH 15 N 
" -Ajouter 3 g de Y east_ extract à la solution de sels 

-Porter à 1 l avec de l t ealJ. distillée 

-Autoclaver la solution 

-Ajouter stérilement 20 g de glucose comme source de carbone. 

*Solution d'éléments en lraces 

H3B03 

Na M00 4.2 H20 
CuSO4.5 H2O 

MnCl2.4H2O 
' . 

Porter à 1 l avec de l ' eau distillée 

1.4. Antibioti\1ues 

0,12 g 

0,5 g 

0,8 g 

0,15 g 

1. Ampicilline : concentr1ttion finale 100 µg/ml 

2. Streptomycine : conce11tration finale 100 µg/ml 

1 II. Souches et plasmides 

11.1. Souche bactérienne: E. coli DHlOB 

Cette souche est utilisée i:,our la transformation par divers plasmides ou produits de ligation. 

Son génotype est le suivaht : 

80ôlacZL1Ml5 ôlacX74 f ecAl endAl rpsL . 

Cette souche possède les caractéristiques suivantes : 

- recA 1 réduit la recort)binaison au millième de son taux normal , minimisant ainsi la 

recombinaison entre ADt~ endogène et exogène, 

- endA 1 améliore le rJpdement et la qualité des préparations d'ADN plasmidique en 

diminuant le taux d ' endohucléase, 

- ôlac est une délétion de_ l 'opéron lactose qui la rend incapable de métaboliser le lactose. 

- rpsL code pour la résist:ince à la streptomycine. 
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Cette souche est utilisée' pour l'amplification plasmidique. Elle est mise en culture à 37°C 

dans du milieu de Luria-13ertani (LB). Dans le cas d'une sélection d'un plasmide ampicilline 
} 

résistant, de l 'ampicilline est ajoutée au milieu LB à une concentration de 100 µg/ml. 

11.2. PlasmiJhlJ.. 

II.2.1. ·-ILU:EM-TEasy (Promega) 

Ce plasmide est conçu pour le clonage de fragments PCR. Il est linéarisé au niveau du Site 

Multiple de Clonage (SM'.C) et porte une base T protrudante, ce qui permet de liguer avec une 

grande efficacité un fragment PCR. En effet, l ' enzyme ADN polymérase Biotools ajoute une 

base A aux extrémités 3 '. .des fragments PCR. Ces fragments sont donc compatibles avec les 

extrémités du vecteut pdEM-T easy. De plus, ce dernier ne peut pas se liguer sur lui-même. 

Le site de clonage est sit11é dans le gène codant pour l'a-peptide de la 13-galactosidase, ce qui 

permet de détecter les plasmides recombinants avec le test blanc-bleu (point IV.7) . Le 

plasmide pGEM-T porte le gène de résistance à l'ampicilline. Ce gène sert de marqueur de 

sélection. 

Xmn 1 2009 y :· 

pGEMe. T Easy 
Vector 

(3015bp) 
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Apal 
Aatll 
Sphl 
BstZ 1 
Ncol 
BstZ 1 
Notl 
Sac li 
fcoR 1 

1 start 
14 
20 
26 
31 
37 
43 
43 
49 
52 

Spe 1 64 
EcoR 1 70 
Not 1 77 
BstZ 1 77 
Pst 1 88 
Sat i 90 
Nde 1 97 
Sac 1 109 
BstX 1 118 
Nsi 1 127 
---141 
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II.2.2. -!ll:f C 19 (In Vitrogene) 

Ce plasmide a été utilisé comme vecteur pour la réalisation de la banque d'ADN génomique 
. ' 

de Scytalidium acidojihilum. 

La restriction utilisée. poftr la libération des inserts contenus dans le vecteur a été réalisée au 

moyen du couple d'enzyftles EcoRI-XbaI. 

1 III. Techniques· relatives au traitement de séquences protéiques 

111.1. Banque d~ données non redondante 

Les recherches effectuéd's tout au long de ce travail ont été réalisées dans une banque non 

redondante : la banque . "nr" formée au NCBI. Elle reprend toutes les CDS (séquences 

codantes) traduites de denbank, ainsi que les séquences non redondantes des banques de 
données PDB, SWISS PROT, PIR et PRF. Elle contient actuellement environ 1 000 000 de 
séquences protéiques. 

111.2. Pro2ramrnes de recherche en banques de données 

=II=I.=2·=-1.,_. --=B=(AST (Basic Local Alignment Search Tool) 

BLAST (Altschul , Gish: et al. 1990) est un programme rapide de recherche de séquences 

similaires à la séquence 'tl ' intérêt dans une banque de données. En plus des séquences qu ' il 
trouve, il donne un aligi'lement local pairé entre chacune des séquences homologues et la 
séquence d'intérêt. 

Ce programme fournit é~1alement un score représentant l'identité entre deux séquences. Plus 
1 

ce score est élevé, plus la similarité est grande. Par exemple, pour un score inférieur à 150, le 
pourcentage d' identité es► inférieur à 20% 

=II=I.2=.2=·-~·P~ll'.RGE 

PURGE est un progrartjme qui utilise une stratégie itérative pour extraire des séquences 

homologues non redond~htes d'un ensemble de séquences (Neuwald, Liu et al . 1995). 

Cet algorithme effectue ime recherche transitive pour déterminer quelles sont les séquences 

reliées entre elles. Si unt! recherche pairée trouve que deux séquences A et B sont similaires, 
J 

et qu 'une seconde rechert he trouve que B est relié à une troisième séquence, C, alors, A et C 

peuvent être reliées. A la suite d'une série de recherches par BLAST, toutes les interactions de 

ce type sont déduites d,·i façon itérative jusqu' à ce qu 'aucune nouvelle séquence ne soit 

trouvée. Pour éliminer o~.garder des séquences, PURGE utilise le score donné par BLAST. Si 

ce score est supérieur au ncore fixé par l'utilisateur, les séquences sont éliminées. 
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Au cours du traitemel'1t d;ll grand nombre de séquences de laccases, PURGE a été utilisé pour 

extraire un ensemble de séquences trop similaires. 

111.3. Progra .. nuhes d'alignement multiple. 

' 
IIl.3.1. ·. C(USTALW 

Clustal W (Thompson, l'liggins et al. 1994) est un programme d'alignement multiple global 

de séquences très utilisé . . 
À partir des séquences' trouvées lors d ' une recherche en base de données , il calcule 
simultanément un ensemble d'alignements pairés en comparant chaque séquence, dans leur 

entièreté, à toutes les autres séquences. Suite à ces comparaisons, une matrice de distance qui 

reflète la similarité d t calculée. Cette matrice permet la construction d 'un arbre 

phylogénétique (une représentation graphique des relations évolutives présumées entre 

groupes d'organisme~). 11 sert de base pour la construction de l'alignement. Ce dernier débute 
l 

par l'alignement pairé dtrs deux séquences les plus similaires, puis un nouvel alignement est 

opéré avec la séquence la plus similaire et ainsi de suite. 
Si un nombre conséquen1 de séquences doit être ajouté, l' addition de gaps est inévitable, pour 

insérer les séquences divergentes dans l ' alignement. Dans le cadre de ce mémoire , ce 
programme nous a pednis de visualiser les séquences divergentes qui empêchent la 

détermination de régibns conservées, et de les soustraire. 

'\ ,· 
=II=l.3"-'-.2=•----=-· MA~·· TCH-BOX 

Match-Box (Depiereux, Baudoux et al. 1997) est un logiciel d 'alignement multiple local , 

c'est-à-dire qu' il aligrie des séquences par fragments similaires afin d'y déterminer les régions 
prédites comme étant _str~cturalement conservées. Il comporte deux parties: 
□ EXPLORE permet de détecter si des séquences sont similaires et, de ce fait , s ' il est 

adéquat de les alignJ r ultérieurement. Une analyse permet de visualiser des groupes de 

séquences similaires. 

□ ALIGN est conçu p:our réaliser l'alignement des séquences. Il est composé de trois 

algorithmes, à savoirJe scanning, le matching et le screening. Le scanning effectue une 

analyse des séque-nce~ de manière à déterminer les meilleurs paramètres qui doivent être 

utilisés dans la suite ~lu programme. Le matching effectue toutes les comparaisons pairées 

de segments de séqt;ences pour constituer des boîtes de segments similaires. Dans le 

screening, les boîte~ a priori les meilleures sont alors sélectionnées pour constituer 

l'alignement final. 

Match-Box fourni un coefficient de confiance compris entre 1 et 9 (par ordre décroissant de 

certitude). Cet indice i!st j1roportionnel aux taux de faux positifs observés lors de l'alignement 

44 



de familles de séquences ,.dont les alignements de référence sont connus. La confiance est un 

élément important poür d'€terminer si les zones ont été correctement alignées. Ceci représente 

un avantage qu ' il est pert;inent de relever. Un coefficient de confiance inférieure à 5 dans le 

cas des alignements r~ali:~és, implique une probabilité inférieure à 0.5 d ' obtenir un faux 

positif . 

1 IV. Technigues~relatives à I' ADN 

IV.1. Extraètion de l' ADN génomique de champignon 

L' extraction d 'ADN gédomique de Scytalidium acidophilum est réalisée au départ d ' une 

culture liquide de 100 ml et utilise le kit« Wizard genomic DNA purification kit » (Promega). 

Mode opératoire 

- Filtrer la culture et bniyer les mycelliums au moyen d ' azote liquide afin d 'obtenir de la 

poudre. 

- Transférer 40 mg de ce{te poudre dans un tube eppendorf. 

-Ajouter 600 µl de solution de lyse et vortexer 1 à 3 sec. 

- Incuber à 65°C penqant 15 min. 

- Ajouter 3 µl de solution Rnase au lysat cellulaire et mélanger en inversant les tubes 2 à 5 

fois. Incuber 15 min à 371;C. Laisser 5 min à température ambiante. 

- Ajouter 200 µl de solution de précipitation des protéines et vortexer vigoureusement pendant 

20 sec. 

- Centrifuger pendant 3 nün à 13000 rpm . Les protéines précipitent et forment un culot 
- Prélever le surnageant i~ontenant l 'ADN et déposer dans un nouveau tube contenant 600 µl 

d'isopropanol et mélang~r par inversion 

- Centrifuger à 13000 rp~l pendant 1 min à température ambiante. 

- Décanter le sumageimt : Ajouter 600 µl d'éthanol à 70% et inverser plusieurs fois pour laver 

l 'ADN. Centrifuger 1 mi~t. 

- Aspirer délicatement l 'èthanol et laisser sécher une quinzaine de min. 

- Ajouter 100 µl de ·~ol~ition de réhydratation et incuber l' ADN lh à 65°C en mélangeant 

périodiquement . , 
, 1 

- Conserver l 'ADN à 4°( 

Les préparations sont vétifiées sur gel (2µ1 dans 8µ1 d ' eau) et testées par restriction ainsi que 

par une amplification PC~ de contrôle. 
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IV.2. Amplification d'ADN par PCR 

La description de PCR ~\assique est présentée parallèlement à celle des PCR à gradient de 

température utilisant, dans le cadre de ce travail, des amorces oligonucléotidiques dégénérées. 
. 1. 

Le principe de ces deüx t;vpes de PCR est, en effet, le même. 

L'ADN doit être dénaturé pour permettre l'hybridation des amorces. Des amorces 

oligonucléotidiques complémentaires de séquences se trouvant de chaque côté de la région­

cible, s'hybrident l'uil.e .tu brin "sens" et l'autre au brin "anti-sens". Une ADN polymérase 

thermostable, telle que . la Taq (Biotools) est alors utilisée pour synthétiser à partir de 

l'extrémité 3'-OH de cha11ue amorce un brin d'ADN complémentaire. Un cycle consiste en 3 

étapes : 

! 

dénaturation des brintl d'ADN 

hybridation des amori es 

élongation (synthèse H'un brin d'ADN complémentaire). 

En répétant ce cycle, on: ~ugmente de façon exponentielle le nombre de copies du fragment 

cible. La température de :~ melting » ou Tm des amorces se calcule de la façon suivante (pour 

des oligonucléotides ~l'une taille inférieure à 20 bases) : 4°C sont comptabilisés pour les bases 
l 

G et C et 2°C pour les ba!les A et T: Tm= 4(G+C) + 2(A+ T). 

Les amorces dégénérées 
1
èt les combinaisons utilisées lors des PCR à gradient de température 

sont décrites au point 1.2) du chapitre résultats. 

Les autres amorces utilisées sont : 

Pour le séquençage des pAGI,2,3,4 et5 (vecteur pGEM-T easy) 
- amont : 5' -GTTITCCCAGTCACGACG-3 ' 
- aval : 5' -GGAAACAGI ·,TA TGACCATG-3 ' 

Pour la synthèse de la sor¼de à partir de l'ampli con de x pb contenu dans le pAG 1 
- amont : 5 ' -NNN ... -3' (t acS5 ') 

- aval: 5' -NNN ... -3 ' (LacS3 ' ) 

Pour le séquençage des pfasmides des clones de la banque (vecteur pUC 19) 

- amont: 5'-GTITTÇCÇAGTCACGACG-3 ' 

- aval: 5'-GGAAACAGl .'.TATGACCATG-3 ' 
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GJ Band size (bp) Hg/band EJ Band size ng/band 
10.000 100 
8.000 80 '" 1000 100 
6.000 60 

800 5.000 50 

~ 
80 

4.000 40 
700 

3,000 30 
2,500 25 

~ 
600 60 

2.000 20 
1,500 15 500 
1000 100 400 40 
800 80 

·~ 

600 60 -300 
400 40 

200 200 20 20 
~) . .I H ;•f:CI - ~ltYJer I\Hlt' ' ,.,,; t•::u1, u 1,1c .. 9 1 ;rc'.'ICè 100 : t{j:11 (1:ifl 111 h. I,\~ ,fanll'l! •.v ll , f:ti :1•'1r1 [! f ~ .. :h~ 

GJ 
kbps 

1 % agarose gel 

,, 

Fi~ure 1 ::_M.i}J:queurs de poids moléculaire 
: . 

a) Marqu{mr ,1e taille hyperladder (Bioline) 

b) Marqueur ~e taille Smart Ladder SF (Eurogentec) 
c) Marquèur ,:le taille ADN phage À coupé par Hind III (Eurogentec) 

.__ ____ .,. _______________________ __, 



a. Mode opératoire 

Mélange de réaction réalisé dans un microtube: 

- Tampon d'ADN polymtrase lOX à une concentration finale IX 

- dNTP à une concentrat~ n finale de 0,2 mM 

- Primer 5' à une conèen1ration finale de 0,2 µM 

- Primer 3' à une conc:en1tation finale de 0,2 µM 

- Polymérase à raison de l ,245 U/ml au final 

-ADN cible 

- Porter à 50 µl avec de l'~au distillée stérile 

Pour les PCR à gradiènt ~Je température, des amorces dégénérées ont été utilisées. De par la 

dégénérescence de celles:·ci , la concentration des amorces a été augmentée (50 µM) . 

b. Programme utilisé pour les amplifications PCR classiques et à gradient de température 

Pour la PCR classique : 

- Dénaturation de 3 minutes à 95°c. 
i 

- 30 cycles d'amplificàtion divisé en 3 étapes: 

- 30 sec. à 95°C pour la dénaturation 

- 30 sec. à 50°C pour l'hybridation 

- 30 sec. à 72°C pour la polymérisation 

- Elongation finale de 8 rninutes à 72°C 

Le programme utilisé pour les PCR à gradient de température ne varie du précédent que par 

l'étape d'hybridation qui\ dans ce cas est graduée en 6 températures indépendantes comprises 

entre 60 et 40°C (60, 55, .49, 45, 42 et 40°C). 

IV .3. Electrophorèse en gel d' agarose 

L'électrophorèse en gel d'agarose sépare les fragments d'ADN en fonction de leur taille. Le 

pourcentage d'agarose à utiliser sera inversement proportionnel aux tailles des fragments à 
1 . 

séparer. La taille des fr~gments est estimée en faisant cc-migrer des fragments d'ADN de 

taille connue. Nous avo~l_s utilisé comme marqueurs de taille l'ADN du phage À coupé par 

Hind III (Eurogentec), l '. Hyperladder (Bioline) et le Smart Ladder SF ( « Small fragment ») 

commercialisé par la firme Eurogentec. Ces trois marqueurs de taille de l 'ADN sont 

représentés à la figure 1 · . 

Les fragments d'ADN shnt visualisés au moyen du bromure d'éthidium. Celui-ci se lie à 

l'ADN bicaténaire en s'iruercalant entre les bases de la double hélice. Etant fluorescent, le 
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bromure d'éthidium martlue l'ADN et celui-ci est visible sous illumination UV. Il faut noter 

que la fluorescence d'un fragment d'ADN est proportionnelle à la quantité d'ADN présente. 

En connaissant la quantile d'ADN des marqueurs de taille, on peut estimer la quantité d'ADN 
k 

du fragment par comparaison de l'intensité de la fluorescence. 

a. Mode opératoire 

• J 
- Immerger le gel dans uf1e cuve d'Electrophorèse remplie de tampon TAE, auquel on a 

ajouté quelques µl d'un:- solution de bromure d'éthidium 

- Préparer les échantillons en ajoutant 1/10 de solution d'alourdisseur 

- Déposer les échantillorn, dans les puits et effectuer la migration au voltage désiré (5V/cm) 

- Visualiser le gel sous t tv" (transilluminateur de longueur d'onde 302 nm) 

b. Solution. tampons (!.t rrimériel 

1. Solution de bromure d1•éthidium : 

- 2µg/ml 

2. Solution d'alourdis5eui' (l0x) : 

- glycerol 50% 

-EDTA l00mM 

-SDS1 % 

- Bleu de bromophériol !pour les tailles supérieures à 200 pb) ou méthyl orange (pour les 

tailles inférieures à 200 pb) 

3. Tampon TAE (50 fois ,concentré) : 

- Tris-HCI, pH 8,0 40 mM 
- EDTA 0,002M . 

-Acide acétique glacial 57,1 ml/litre 

IV.4. Extraction del' ADN à partir de gel 
Kit d' extraction d 'ADN àABI Fermentas) 

Cette technique va pérm-ettre d ' extraire la bande d 'ADN d ' intérêt à partir du gel d ' agarose 

dans lequel il a migté. f)ans un premier temps le gel est préparé et les échantillons sont 

chargés dans les piste~. Après migration et trempage dans une solution de bromure 

d ' éthidium, le gel est ré,;élé une fraction de seconde sur le banc U.V. Cette brève révélation 

permet de repérer la locat:isation de la bande d 'ADN d' intérêt. Cette bande est alors découpée 

du gel et l'ADN en ést ,\xtrait. Cette technique permet de se débarrasser des fragments de . ' 

restriction inutiles o~ p~ttiellement restreints. Elle est également utilisée pour éliminer les 

enzymes de restrictior1, & ligation, ou autres. 
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a. Mode pératoire 

- Exciser le plus petit mol·ceau possible de gel contenant la bande d'ADN avec une lame 

de scalpel. 

- Ajouter 3 volumes de «·binding solution» pour 1 volume d'agarose 

- Incuber 5 minutes à 55°C pour dissoudre l'agarose 
- Ajouter 5 µl de « silicate powder suspension » ou matrice (billes adsorbant l 'ADN) 

- V ortexer pour resusbenJre 

- Incuber 5 min à 55°~. ~~ortexer toutes les 2 min pour garder la matrice en suspension 
- Centrifuger 5 secondes ~\ 13000 rpm, enlever le surnageant 

- Ajouter 500 µl de tamp!in de lavage froid, vortexer et centrifuger 5 secondes, enlever le 

surnageant 

- Répéter cette étape de lavage trois fois . A chaque étape resuspendre complètement le culot 

- Au dernier lavage, enle,·er le surnageant et recentrifuger à nouveau le culot pour enlever 

le reste de surnageant 

- Laisser le culot séch.er 10 à 15 min (si nécessaire) 
- Eluer l'ADN en resuspendant le culot dans un aliquot d'eau stérile (11µ1) et incuber 5 min à 

55°c 

- Centrifuger quelque/; se~ et récupérer le surnageant dans un nouveau tube 

- Répéter l' élution 

- Déposer une petite quantité d'éluat sur gel d'agarose pour vérifier et stocker à-20°C 

b. Solutions 

Composition du Binding :buffer: 
guanidine-thi<;Jcyanate 3M 

- Tris-HCl 19mM, pH 6,6 
Ethanol 5% 

Composition du Wash buffer: 

NaCl 20mM 

- Tris-HCl 2 mM, pH 7,5 

Ajouter 40 ml d'éthanol à 200ml du tampon avant utilisation. 
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,. 
IV.5. Réaction de ligation 

Pour lier de manfère covalente deux fragments d'ADN, on utilise l'ADN ligase du 

phage T4 (Roche, 1 U/pl) . Elle catalyse la formation de liens phosphodiesters entre le 
phosphate 5' d 'une ~xtrf mité d 'ADN et l 'hydroxyl 3' d 'une extrémité proche. L'enzyme, 
pour être active, néce;1sitr la présence d'ATP et d ' ions Mg2

+. 

Mode opératoire 

- Mélanger dans un tube }~ppendorf les fragments d'ADN à liguer 

- 1/l0ème du volume final 1:le tampon de ligation l0x 

- Le nombre d'unités de llgase nécessaire (dépendant de la quantité d 'ADN) 

- Compléter avec de ( ea9 distillée stérile 
- Incuber, à 16°c une nuit pour des extrémités cohésives et minimum 3 heures à température 

• ' l ambiante pour des bouts francs . 

IV.6. Transformations de bactéries CaCI1 compétentes 

La transformation de :bactéries compétentes consiste à faire entrer de l'ADN exogène (dans ce 

cas, un plasmide) danl's ude bactérie. 

Pour cette transformation, la paroi bactérienne est rendue perméable à l'ADN: la bactérie est 
alors dite compétente . 

Des bactéries Gram-nég~tives E. coti en début de phase exponentielle de croissance sont 
rendues artificielleme'nt ~1ompétentes par passage dans une solution hypotonique de chlorure 

de calcium (CaCl2) . Cehli-ci déstabilise la paroi de la bactérie, qui gonfle alors en prenant 
l'aspect d'un sphéroplaste. L'ADN plasmidique ajouté forme avec le calcium un complexe 

résistant aux désoxyrib;~nucléases. Ce complexe est supposé adhérer à la bactérie. Les 

bactéries sont soumi~es :.à un choc thermique qui permet au complexe de rentrer dans la 
cellule. Un temps d'i~cul'.fation en milieu riche non sélectif permet aux bactéries de régénérer 
une paroi normale et aux gènes de résistance introduits de s'exprimer. Les transformants sont 

ensuite isolés par culture 1~ur boîte de milieu sélectif. 

a) Préparation de celfutd CaClz compétentes 

-Ensemencer 100 ml de LB+ streptomycine à partir d'une préculture de cellules DHlOB. 

Incuber à 37°C sous agitation jusqu'à une absorbance d'environ 0,3 à 550 nm (début de la 

phase exponentielle) 
j 

- Arrêter la croissancè en refroidissant la culture sur glace pendant 10 minutes 
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- Centrifuger la cultute 1~ minutes à 3000 rpm à 4°C. Eliminer le surnageant et resuspendre le 

culot dans un volume de s aCl2 50mM, équivalent à la moitié du volume initial . 

- centrifuger 15 minuies il 3000 rpm à 4 °C 

- Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans un volume de solution froide en CaCl2 

50mM glycérol 15% êqulvalent au dixième du volume initial 

- Aliquoter la suspension en eppendotls et stocker à -80 °C 

b) Trans formations dl~~ bdctéries CaCl2 compétentes 

- À 185 µl de cellules cohipétentes, ajouter environ 10 µl de mélange de ligation ou 10 à 100 

ngd'ADN 

- Déposer 40 minutes sur, glace 

- Réaliser un choc thermi:que de 2 minutes à 42°C 
- Ajouter 900 µl de LB fü1uide 

- Incuber de 30 min. à 1 tteure à 37°C 

- Etaler sur boîtes de iniÜeu sélectif et incuber une nuit à 37°C 

IV.7. Test blanc, bleu 

Les éléments génétiqt1es portés par la souche DHlOB (fl.lac) ne lui permettent pas d'avoir une 

activité B-galactosidase normale. Une complémentation intragénique avec un plasmide 
) 

apportant Lacl (fragme11it non opérationnel du gène de régulation de !'opéron lactose) et un 
1 

fragment du gène lacZ (partie N-terminale de la B-galactosidase) peuvent néanmoins se faire. 

Lorsque cette complé~entation est effectuée, la bactérie possède une B-galactosidase 
fonctionnelle. Celle-ci e~t mise en évidence par son action sur le X-gal (20µg/ml dilué 1000 

fois dans le milieu) sùbsti-at chromogène qui donne un composé bleu lorsqu'il est clivé. Si un 
insert est cloné dans le g~ne LacZ du plasmide, il n'y aura pas de complémentation et le X-gal 

ne sera pas clivé. La bac~ rie et la colonie résultante resteront blanches. 

Ce test est utilisé pour dJfférencier visuellement les colonies transformées par un plasmide 
1 

avec insert (blanches) detl colonies transformées par un plasmide sans insert (bleues) 

L'IPfG ajouté dans le mi)ieu de culture permettra l'expression de lacZ. 

IV.8. ExtractioiJ d'ADN plasmidique 

IV .8.1. :· Mini préparation d'ADN plasmidique d 'E.coli 

Une miniprep comprend :) étapes : la lyse alcaline des bactéries, la précipitation des protéines 

et des débris cellulà.ire' , la précipitation de l 'ADN plasmidique, le lavage de l 'ADN 
', 

plasmidique et sa resuspehsion. 
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Mode opératoire 

1 

- Ensemencër 5.tnl de milieu liquide (LB+ antibiotiques) avec une colonie isolée 

- Incuber la 'cu}ture liquide une nuit à 37°C sous forte agitation 

- Centrifug~r (5ml de la culture dans un eppendorf (pendant 5 minutes à 12500 
1 

rpm) et élimin,er le milieu de culture 
- Resuspendre l~ culot bactérien dans 300 µl de Sl (RNAse A 100 µg/ml, Tris-HCL 

50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, à conserver à 4°C) 
Ajouter 300 µJ de S2 (NaOH 200 mM, SDS 1 %, à conserver à température 

ambiante) <!t mélanger doucement en retournant, incuber 5 minutes à température 

ambiante , 
,. I 

- Ajouter 300 µl de S3 (KAc 3.0 M pH 5,5, à conserver à 4°C) et mélanger 

doucemeni en: retournant, incuber 5 minutes sur glace 

- Centrifuger 1$:: minutes à 4°C (à 14000 rpm) et récupérer le surnageant 

- Précipiter J'AJ)N en ajoutant 0.7 volume d' isopropanol , homogénéiser 

- Centrifuge,r 11' minutes à 4°C (à 12500 rpm), éliminer le surnageant 
- Laver l' ADNi en ajoutant 300 µl d 'éthanol 70% et centrifuger 5 minutes à 4°C (à 

12500 rpm ). E,Hminer prudemment l'éthanol .. . 
- Sécher le culot d'ADN 

- Resuspendre Jans 20 µ1 d'H20 distillée stérile 

IV.8.2. :, M}dipréparation d'ADN plasmidique d'E.coli 

La midi préparation ~l'A] )N comprend les mêmes étapes que la mini préparation d'ADN, mais 

permet d'obtenir unt! plus grande quantité d'ADN, plus purifié. Cette technique comprend 
l'utilisation d 'une c!)loi,1ne échangeuse d'anions (kit commercial Nucleobond AX 100) qui 

permet de préparei- l 'ADN plasmidique en éliminant les protéines, l 'ARN et l 'ADN 

génomique. 

Mode opératoire 

- Préculture : ensemencer 5 ml de milieu liquide (LB+antibiotiques) avec une 

colonie battérienne 

- Ensemencer ~1vec 25 à 100 ml de milieu liquide (LB+antibiotiques) avec un 

volume de pr~culture représentant 1/lO0e du volume final 

- Incuber la JculHlre liquide une nuit à 37°C sous forte agitation 

- Culoter la culture à 3000 rpm pendant 15 minutes, éliminer le surnageant 

- Resuspendre 1~ culot dans 4 ml de S 1 

- Ajouter 4ml lie S2 et mélanger doucement, laisser 5 minutes à température 
ambiante 

- Ajouter 4 1~1 de S3 et agiter doucement, laisser 5 minutes sur glace 
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- Centrifuger 2]\ minutes à 12000 rpm (Sorvall, rotor SS34) et à 4°C. Récupérer le 

surnageant 
1 

- Equilibrer.la colonne avec 2 ml de tampon N2 (NaCI 50 mM, Ethanol 15%, Triton 

X-100 0,15%) 

- Déposer lé sui nageant sur la colonne équilibrée 

- Laver la colotjne avec 2 X 5 ml de tampon N3 (pH7,0 : NaCI lM, MOPS 50 mM, 

Ethanol 15%) 
1 

- Eluer l 'ADN ~lasmidique avec 5 ml de tampon N5 (NaCI 1,25 M, Tris-Hel 50 

mM, Ethanol J _5%) 
- Précipiter )'ADN avec 0.7 volume d 'isopropanol 

- Centrifuger 1-' minutes à 4°C (à 12000 rpm) et éliminer le surnageant 

- Laver à l 'éthahol 70% et centrifuger 5 minutes à 4°C (à 12000 rpm). Eliminer le 

surnageant 
1 

Sécher le culot 

- Resuspendre dans 100µ1 d 'H20 distillée stérile 

IV.9. Restriction de l' ADN 

Le clivage de l 'ADN bic!lténaire à des sites précis se fait par des endonucléases de restriction 

qui reconnaissent de C'ouites séquences palindromiques de 4 à 6 paires de bases. 

a. Mode opératoire 

- x µl d 'ADN à_ restreindre en suspension dans de l'eau distillée 

1/lOème de tampon de restriction l0x 

- l'enzyme de rt'~triction: au maximum 1/l0ème du volume final. Entre 2 et 10 unités 

d'enzyme par.µg d 'ADN (1 unité correspondant à la quantité d 'enzyme nécessaire 

pour restreindre complètement 1 µg d 'ADN du phage À en 1 heure à 37°C dans un 

volume de 25 ~l) 

- Amener au vo}ume final avec de l ' eau distillée stérile 

- Incuber au minimum 1 heure à la température optimale pour l ' enzyme (souvent 

37°C). L'ehzyl'ne peut être soit inactivée par chauffage (15 à 20 minutes à 65 °C) si 

l ' enzyme est thermosensible, soit éliminée par une extraction phénol/chloroforme 

b. Enzymes utilisées : 

- EcoRI: GtN.~TTC 

- Hindlll: AtAGCTT 

- Xbal : T tCT~ GA 

- Xhol: Ct TC<~AG 
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IV.10. Séquençage d'ADN 

Pour séquencer des trag(nents d'ADN nous avons utilisé le Kit ABI PRISM dye terminator 

(Perkin Elmer). Le piinctpe appliqué dans ce kit est un cycle séquentiel avec assimilation de 

didéoxyribonucléoti'.des, marqués avec des molécules fluorescentes. Chacun des 4 

didéoxyribonucléotides possède son marquage propre (sa longueur d'onde d'émission), ce qui 

rend possible la lectllre ~ partir d'une seule réaction. Ce type de réaction permet par la suite 

l'utilisation d'un séquknci•ur automatique. La réaction de séquencage est basée sur le principe 

de Sanger (1977). ,_L'iltcorporation des didéoxyribonucléotides arrête la réaction de 

polymérisation ce qui pJrmet d'obtenir une population de brins tronqués qui représentent la 

séquence d'ADN 

Mode opératoire 

La concentrat!.on en ADN matrice doit être de 100 à 200 ng si c'est un fragment 

monocaténain:l, de 500 à 1000 ng s ' il est bicaténaire et 100 ng de produit PCR. 

Lorsqu'on utilise un produit PCR, une purification préalable est nécessaire, elle 

permet d'éliminer les amorces et les nucléotides qui interagiraient avec la réaction 

de séquençagè 

La quantitt1 d'~morce doit être de 3.2 pM 

8µ1 de « ienrlinator ready reaction mix » sont ajoutés ensuite. Cette solution 

contient les 4 didéoxynucléotides marqués, du Tris-Hel (pH 9) , du MgCl2 ,une 

pyrophosp~at.1se stable, l'ampliTaq ADN polymérase FS, dlTP, dATP, dTTP, dCTP. 

Le dlTP remplace le dGTP ce qui évite la compression des bandes lors de 

l'électrophorè~e L'ampliTaq ADN polymérase FS remplace la Taq polymérase 

classique car elle est plus efficace pour l'incorporation de nucléotides marqués 

Les temps de réaction préalablement réglés sur l'appareil PCR sont ceux appliqués 

en généraH~ 

- Après la r~ac~•on, il est nécessaire de purifier ! 'ADN car de nombreux nucléotides 

marqués n'ont pas été incorporés dans la réaction de polymérisation. Leur présence 

pourrait pÙtu1'ber l'électrophorèse dans le séquenceur. Pour cette purification nous 

avons suivi le ~rotocole suivant : 

• Ajouter 2µ1 deNaAc 3M pH4.8 

• Ajouter 50µ1 d' EtOH 95% 

• Mettre 10 ' sur glace 

• Centrifuger 20' dans une minifuge à vitesse maximale 

• Eliminer le surnageant 

• Ajouter 250µ1 d'EtOH 70% à 4°C 

• Centrifuger pendant 20 minutes 

• Eliminer l'EtOH, laisser sécher à l'air 

54 



Les produits sont séparés suivant leur taille par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide en présence d'urée. Le résultat du gel sera détecté par un système 

optique relié à un ordinateur (ABI PRISM 377). 

IV.Il. Analyse del' ADN restreint par« Southern blot » 
1 

1 

Cette technique est utili t•ée pour l ' identification et la localisation de séquences spécifiques 

d'ADN. Le« Southem \Hot» tire parti de la propriété de l'ADN à former des doubles brins 

stables en relation av~c leur complémentarité. Une sonde marquée est utilisée pour 

l'hybridation sur les séqu~nces d'intérêts. 

L' ADN génomique est ~igéré par différentes enzymes de restriction et les fragments d 'ADN 

bicaténaires sont séparé,r. par une électrophorèse en gel d'agarose de façon à séparer les 

fragments selon leur tailli•. 

Les fragments d'ADN sont visualisés grâce aux UV. Ils sont dénaturés par incubation du gel 

dans une solution d'hydt'oxyde de sodium. Le gel est ensuite immergé dans une solution de 

neutralisation. Les fragnlents d'ADN sont transférés sur une membrane de nylon dans une 

solution de haute concen~ration saline au moyen d'un transfert par capillarité. 

Comme cette étape resp~ cte la distribution des fragments dans le gel, la membrane de nylon ,. 
constitue une réplique cfo gel d ' agarose. L'ADN est ensuite fixé de manière covalente par 

exposition aux UV. 

L ' hybridation de la son~ marquée au [ a-32P}dCTP à l 'ADN dénaturé restreint et fixé sur la 

membrane de nylon s'effectue dans des conditions de stringences déterminées. L'excès de 

sonde non fixée à la me/hbrane est éliminé par lavage. L ' hybridation de la sonde est par la 

suite révélée par autoradi'•~graphie de la membrane. 

IV .11.1 . R~triction de l 'ADN et Electrophorèse en gel d'agarose 

L ' ADN génomique ést complètement digéré par différentes enzymes de restriction. Les 

enzymes qui ont été utili~ées sont EcaRI (40 U/ µl), HindIII (40 U/ µl), Xba I (40 U/ µl) et 

Xho I (40 U/ µl). 

La restriction est vérifiét\ et l 'ADN quantifié en déposant un dixième de la restriction sur gel 

d'agarose 1 %. Pour le « ~outhern blot », on charge environ 500 ng à 1 µg de la restriction sur 

un grand gel d'agarose 0, 8%. Pour assurer une bonne séparation des bandes, on laisse migrer 

de 3 à 4 heures à un f!1iblt voltage (70 volts). Des photos du gel sont réalisées après migration 

avec une latte graduée i.;omme référence pour déterminer ultérieurement les distances de 

migration. 

Le marqueur de taille HyperLadder (Bioline) est utilisé pour évaluer la taille des fragments de 

restriction. 
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Poids 

Papiers absorbants 

Filtres Whatman 3Nllvi 
Filtre de nylon 

~-~ Gel d'agarose Parafilm 

=J- Js~ 20X -t 1 : :::::::an 3MM 
(Mèche) 

Fi~ure 2 : Schéma du monta~e:;utilisé pour le transfert d'ADN sur membrane 

.____ ________ __; --· ------------------------' 



IV .11 . 2. Dénaturation et neutralisation 

Le gel est placé pendant 'deux fois 15 minutes dans la solution de dénaturation sous agitation. 

Cette étape assure la dé1!1aturation des deux brins de l 'ADN et permettra l' hybridation de la 
,; 

sonde marquée. Le gel e, t ensuite immergé dans une solution de neutralisation deux fois 15 

minutes sous faible agita1ion. 

Solution de dénaturation : 

- NaCl 1 M 

- NaOH0.5M 

ï 

Solution de neutralisàtioh : 

- NaCl 1.5 M 

- Tris HCl 0.5 M pH 7.2 

-EDTA 1 mM 

IV.11.3. · Tritnsfert et immobilisation 

Le transfert se réalise par capillarité pendant une nuit en présence d'un tampon de transfert 

SSC 20X par l'utilisation .du montage décrit à la figure 2. 

Solution SSC 20X : - Na~ J 3 M 

- Na; citrate 0.3 M 
Par la suite, le transfert etit vérifié par exposition de la membrane aux UV. 

L' ADN est fixé sur la membrane en exposant celle-ci aux UV pendant une minute. 

' IV .11.4. Séi?hajle et pré-hybridation de la membrane 

Le séchage de la membr~he s'effectue dans une étuve à 80°C pendant une heure. 
Lors de la pré-hybridatiüp, la membrane est immergée dans une solution de pré-hybridation 2 
heures à 68°C. Cette éta~e permet de réduire le bruit de fond par l' hybridation non spécifique 
de l 'ADN de thymus de , eau. 

Solution de pré-hybridatihn : 

- Denhard 50X : 

- SSC 20X : 

- SDS 10 % 

- ADN de thymus 100 µJl / ml 

-H20 

5 ml 

12.5 ml 

0.5 ml 
3.3 ml 

28.7 ml 
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L' ADN de thymus de veilu est dénaturé dans de l 'eau bouillante pendant 10 minutes et incubé 

sur glace avant d ' être ajokté à la solution. 

IV .11.5. : Miirquage et hybridation de la sonde 

Le fragment de gène ut) lisé comme sonde a été amplifié par PCR au départ du plasmide 

pAG 1 et d'amorces si,écitiques. Après purification, ce produit PCR sert à son tour de matrice 

pour synthétiser la sonde,marquée. 

Pour la synthèse de lit SO!'}de marquée au [ a-32P}dCTP, nous utilisons le kit Rad prime label 

system de Invitrogen et h's a 32P dCTP (10 mCi/ ml , 3000 Ci/ mmol) de Amersham Pharmacia 

Biotech. 
' 

La synthèse de cette son~e repose sur une fixation d ' amorces aléatoires octamères, celles-ci 

sont anticomplémentaireii de certaines portions de l'ADN matrice (ici le produit PCR purifié) 

et vont pouvoir initier la synthèse de la sonde par le fragment de Klenow de l'ADN 

polymérase Il . Le marqpage radioactif est réalisé grâce à l ' incorporation de [a-32P}dCTP 

dont le groupement phcrsphate a est remplacé par un phosphate radioactif. Suite à cette 

synthèse, des fragmerlts ile taille variable seront obtenus, ceux-ci pourront s ' hybrider avec le 

brin anticomplémentaire r.le l 'ADN (figure 3). 

Mode opératoire : 

- Placer 25 ng d'ADN dh produit PCR purifié (ADN matrice) dans un volume 10 µl d ' eau 

distillée stérile. 
,, 

- Faire bouillir 10 min ut~ et conserver 1 'ADN matrice sur glace 

- Ajouter 1 µl de dATP, dGTP, dITP (500mM) et 20 µl d ' amorces aléatoires (solution 2.5x) 

- Ajouter 5 µI d ' [a-321']-dCTP 

- Porter le volume à 49µ1 avec de l 'eau distillée stérile, et mélanger 

- Ajouter 1 µl de la polyn.1érase Klenow 

- Incuber 10 min. à 31 °C 

La sonde est ajoutée à la solution de préhybridation et la membrane. L ' ensemble est placé à 

68 °C sous agitation pendant une nuit. 

, 

IV.11.6. · La~ages 

' Après hybridation, le mélange préhybridation-sonde peut être récupéré et conservé à -20 °C 

pour être réutilisé. La m•~mbrane est lavée deux fois, pendant 10 minutes, avec du SSC 2X, 

SDS 0.1 %. Des lavagl<!s plus stringeant en SSC 0,2X, SDS 0.1 % ont également été réali sés. 
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Mode opératoire 

·' a. Etalement de la bart.qut' 

Les colonies poussent s\lr milieu LB Amp et sont étalées de façon homogène au moyen d 'un 

râteau. Afin de repré~en\er la banque dans son entièreté, 10 boîtes de Pétri (14 cm de diamètre) 

sont utilisées à une d~nsiié de colonies d'environ 104
• 

Une série de dilutions el1t réalisée préalablement afin de déterminer la dilution adéquate de la 

banque correspondant à vne densité cellulaire d'environ 104 colonies. Sur base de ces dilutions, la 
' 1 

banque est étalée sur boîte avec une densité voulue. 

- étaler sur dix boites ,LB Amp, 100 µl de la solution bactérienne de dilution déterminée. 

- placer les boîtes à 37°C une nuit. 

b. Tran~fert 

- déposer de manière homogène un filtre NY Amp sur la boîte de Pétri et réaliser des repères afin 

de pouvoir repositioni1er le filtre sur la boîte pour retrouver les colonies, 

- reprendre le filtre et le déposer sur une boîte de pétri LB Amp vierge avec les colonies dirigées 

vers le haut de telle sorte;qu'elles poussent sur le filtre, 

- incuber à 37°C quel~1ueiï heures jusqu'à ce que les colonies aient atteint une taille adéquate. 

c. Lyse des colonies 

;, 

La lyse des colonies se ré-alise en quelques étapes simples : 

- déposer la membrane s1fr un papier filtre saturé de solution de dénaturation pendant 7 minutes, 

- déposer la membrane sllr un papier filtre saturé de solution de neutralisation pendant 7 minutes, 
' - déposer la membrane sûr un papier filtre saturé de SSC 20X pendant 3 minutes, 

- placer la membrane entre deux papiers filtres secs et passer avec un rouleau afin d'éliminer tous 

les déchets cellulaires qui resteront fixés au papier filtre supérieur. 

·, 
d. Séchage de la membrm'J.g 

Cette étape permet de fi ter de manière covalente l'ADN à la membrane. Elle s'effectue dans 

l'étuve à 80°C pendant mie demi-heure à deux heures. 
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IV.11.7. Détection et révélation 

La membrane est ensbite placée, sous farde plastique, dans une cassette au contact d'un film 

autoradiographique. La . cassette est maintenue à -80 °C pendant au moins cinq heures . 

Ensuite, le film autorf.ldi ~!graohique est immergé dans une solution de révélation pendant 10-

15 secondes. Une fols lt•s bandes révélées, le film est rincé à l'eau, puis trempé dans une 

solution de fixation. 

IV.12. Hybritlfili:on de sonde sur plasmide restreint 

; 

Cette méthode est basée für la méthode de « Southern blot » (point précédent). 

La seule variante consi1te en ce que l 'ADN génomique est dans ce cas remplacé par de 

l' ADN plasmidique à tesJer. 

L ' ADN plasmidique est restreint de façon à libérer les inserts contenus par le plasmide au 

moyen des enzymes adéquates. 

IV.13. Crible;.d:]lne banque d'ADN génomique 

Cette méthode a été utili ~ée pour le crible d' une banque d 'ADN génomique de Scytalidium 

acidophilum. Elle utilise ;te principe del 'hybridation anticomplémentaire d'acides nucléiques 

afin de déterminer quelle•s) colonie(s) bactérienne(s) contiennent le plasmide porteur du gène 

recherché, dans notre cas un gène de laccase. 

Principe : 

Après avoir étalé la banq~e sur boîtes de Pétri, des répliques sur filtre de nylon sont réalisées. 
Les colonies transférées i.ont lysées et l 'ADN est fixé de façon covalente après chauffage à 

80°C en étuve. Les filtr~s sont mis en présence d'une sonde marquée capable de s' hybrider 
avec l'ADN compléihen~aire d ' intérêt. Après élimination de l'excès de sonde par lavages 

successifs, la localisatjon de la sonde liée de manière spécifique est examinée par 

autoradiographie. La loca,lisation sur le filtre de la sonde liée correspond à la place sur la boîte 

de Pétri d'une colonie c(lntenant le clone désiré. Une culture de cette cellule permettra de 

réaliser des tests diagnostiques divers. 
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e. Préhybridation et hybridation 

Toutes les étapes suivantes allant de la préhybridation à l'hybridation sont identiques à celles 
,'. 

réalisées dans le cadré du Southern Blot (IV.12) . 

Remarque: pour le prenlier criblage, seuls les lavages en SSC 2X, SDS 01 % ont été réalisés. 

Pour le deuxième criblagt\ un lavage supplémentaire en SSC 0,2X, SDS 01 % a été réalisé. 
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ANNEXE 1: ALIGNEMENT MATCH BOX COMPLET DES 21 SEQUENCES DE LACCASES DE CHAMPIGNONS 
ET DES VEGETAUX 

DONNEES CONFIDENTIELLES 



ANNEXE 2: ALIGNEMENT MATCH BOX COMPLET DES 27 SEQUENCES DE LACCASES DE CHAMPIGNONS 

DONNEES CONFIDENTIELLES 




